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Abstrakt

Antimikrobialni proteiny obsaZené v bilku jsou soucasti tzv. maternalnich efektt
zahrnujicich negenetickou slozku vkladanou do ptaciho vejce béhem oogeneze.
Predevsim u druhd, jejichZ snisky zlstavaji az do doby kompletace vystaveny vliviim
okolniho prostfedi, mohou tyto proteiny hrat zasadni roli v udrZeni Zivotaschopnosti
embrya diky jejich potencialu ovliviiovat riziko mikrobidlni infekce, jeZ je povazovana
za jednu z hlavnich pFicin sniZené lihnivosti. Zaroven se predpoklada, Ze tyto proteiny
mohou svym specifickym zplisobem ovliviiovat vysledny fenotyp mladéte, predevsim
jeho velikost a imunitu v rané postembryonalni fazi.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na tfi antimikrobialni proteiny ptaciho
bilku — avidin, lysozym a ovotransferin, které se svou antimikrobialni aktivitou lisi.
Pro lepsi porozuméni kauzalnim vztahtim mezi koncentracemi téchto proteinti v bilku
a jejich vlivem na uspéSnost lihnuti, pfipadné fenotyp mlad’at, byly provedeny série
manipulativnich experimentti i korelativnich méfeni na vejcich dvou prekocidlnich
druhi ptaki - krepelce japonské (Coturnix japonica) akachné divoké (Anas
platyrhynchos).

Nase vysledky naznacuji zasadni roli antimikrobialnich proteinti v redukci rizika
bakteridlni infekce ve vejci a zaroven jejich prirozené koncentrace zvysuji tispésSnost
lihnuti. Pfimy vliv experimentalné zvySenych koncentraci v pripadé avidinu a lysozymu
v bilku na morfometrické parametry mldd’at nebyl zaznamenan. AvSak z vysledkd
vyplyv4, Ze predevsim avidin pravdépodobné zptisobuje zmény v embryogenezi, které
se dale projevuji rozdilnou délkou inkubace a zménami v nespecifické imunitni

odpovédi mladat.

Klicova slova
maternalni efekty, antimikrobialni proteiny, avidin, lysozym, ovotransferin, ptaci,

lihnivost, fenotyp, imunitni systém



Abstract

Antimicrobial proteins contained inthe albumen represent maternal -effects,
including the non-genetic component allocated into the egg during its oogenesis.
Especially for species, whose broods are exposed to environmental influences until
completation, these proteins play a crucial role in the viability of embryos due to their
potential to influence the risk of microbial infection, which is considered one of the
main causes of reduced hatchability. Also, it is assumed that these proteins, beacause of
their specific traits, may influence phenotype of chicks, especially its size and immunity
in the early postembryonal stage.

In my thesis I focused on three antimicrobial proteins of avian egg white - avidin,
lysozyme and ovotransferrin, which vary in their antimicrobial activity. For a better
understanding of causal relationships between the concentrations of these proteins
in the albumen and their effect on hatching success or offspring phenotype, a series
of manipulation experiments and correlative measurements were performed. These
experiments were held on the eggs of two precocial species - Japanese Quail (Coturnix
japonica) and Mallard (Anas platyrhynchos).

Our results indicate a crucial role of antimicrobial proteins in reducing the risk
of bacterial infection and their natural concentration also increased hatching succes.
Direct effect of experimentally increased concentrations of avidin and lysozyme in egg
white on morphometric parameters of chicks was not observed. However, the results
indicate that especially avidin may cause changes in embryogenesis, reflected by

a different time period of hatching and changes in non-specific immune response.

Keywords
maternal effects, antimicrobal proteins, avidin, lysozyme, ovotrasnferrin, birds,

hatchability, phenotype, immune system
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1. Uvod

Kvalita a prezivani potomkul jsou u ptakii povazovany za hlavni ukazatele efektivity
rodicovskych investic (parental investments) a tispéSnosti daného reprodukcéniho pokusu.
Pro rodice to znamena zvySeni vlastniho fitness, definovaného jako schopnost jedince
predat vlastni geny do dalSich generaci, tedy doZit se reprodukcniho véku a privést na svét
potomky schopné reprodukce (Hamilton, 1964). Rodicovské investice do reprodukce
se u ptaki mohou projevovat na mnoha urovnich, pres vybér kvalitniho sexualniho
partnera (Burley, 1977; Parker, 2003) aZ po modifikace v inkuba¢nim chovani
(Deeming & Wadland, 2002). Za zakladni predpoklady kvality sntsky a mlad’at 1ze vSak
povaZovat investice, jeZ jsou vkladany rodi¢i pfimo do vejce, které kromé geneticky
podminéné slozky obsahuje také tzv. ,maternalni efekty” (Mousseau & Fox, 1998). Mezi
tyto maternalni efekty patii mimo jiné i fyziologicky vyznamné latky (hormony, vitaminy,
antimikrobialni proteiny), jeZ jsou samici distribuovany do jednotlivych vnitfnich struktur
vejce béhem oogeneze, a mohou tak svym specifickym ptisobenim zarodek imladé
ovliviiovat v jeho vyvoji a nasledném preZivani (Mousseau & Fox, 1998). S timto typem
maternalnich efekti se miZeme setkat u bezobratlych (LaMontagne & McCauley, 2001),
nizsich obratlovci (McCormick, 1999), ptaka (Gil, 2003) isavci (Fligny et al., 2009).
Predpoklada se, Ze samice je schopna pomoci téchto efekti do urcité miry adaptivné
manipulovat s fenotypem potomstva na zdkladé charakteru prostfedi, jemuZ je vystavena
a kterému bude vystaveno i jeji potomstvo (napt. Schwabl, 1997). Depozice téchto latek
v zavislosti na podminkach prostiedi vSak mtiZe mit inegativni dopad. Jednoduchym
prikladem mtize byt samice vystavena stresovym podminkdm snasejici vejce s vysSSim
obsahem stresového hormonu — kortikosteronu, ktery muze napriklad sniZovat tispésSnost
lihnuti i kondi¢ni parametry mlad’at (Saino et al., 2005).

VétSina studii zabyvajicich se materndlnimi efekty se zaméfuje predevSim
na prekurzory imunity, rastu adale nalatky sprimarné antioxidativni funkci
(napf. imunoglobuliny, steroidni hormony a karotenoidy) obsaZené ve Zloutku a na jejich
nasledny vliv na prosperitu mlad’at v postembryonalnim vyvoji (Schwabl, 1993; Gil, 2003).
Bilkové proteiny vSak také mohou hrat vyznamnou roli v histogenezi béhem zarodecného
vyvoje azarovenl byla prokdzana jejich rozdilna distribuce jak na interspecifické
(Wellman-Labadie et al., 2008b) tak na intraspecifické trovni (Shawkey et al., 2009).

Zminéna variabilita v distribuci sledovanych proteinti miiZe naznacCovat jejich adaptivni



vyznam, avSak bez znalosti funkce, kterou mohou tyto proteiny plnit v prabéhu

embryogeneze ¢i v postembryonalni fazi, 1ze tento jejich vyznam pouze predpokladat.

1.1. Antimikrobialni proteiny ptac¢iho bilku

Ptaci vejce slouZi jako mikrohabitat, v némZz se embryo vyviji a pfipravuje na dalsi fazi
Zivota ve vnéjSim prostfedi. Podil jednotlivych nutri¢nich sloZek seliSi mezi druhy
i v rdmci druhu (Romanoff & Romanoff, 1949; Ricklefs, 1977; Sotherland & Rahn, 1987),
pfiCemZ mezidruhové rozdily souvisi predevSim s rozdilnym stupném vyvoje pfi lihnuti.
Prekocialni druhy, zejména vodni ptaci, maji mensi bilky ve srovnani s druhy altricialnimi
(Sotherland & Rahn, 1987). Bilek tvofeny vodou, v niZ jsou rozpustény proteiny (pomeér
zhruba 8:1), ma dileZitou funkci béhem zarodecného vyvoje (Burley & Vadhera, 1989)
jako termalni a mechanickd obrana embrya, zdroj vody i zprostfedkovatel vyZivy.
Mnozstvi bilku mutZe také pfimo ovliviiovat fenotyp mladéte, coZ bylo u prekocidlnich
ptakl prokazano experimentalnim odebiranim bilku, které se projevovalo redukci velikosti
mladéte a vyraznymi vyvojovymi asymetriemi (Finkler et al., 1998). Kromé vyZivy
a mechanické ochrany poskytuje bilek i obranu proti infekci z vnéjSiho prostiedi. Zasadité
pH a pritomnost specifickych antimikrobidlnich proteini vyznamné sniZuje rast
mikroorganismi (Deeming & Wadland, 2002; Brogden, 2005), které jsou schopny pronikat
z povrchu vejce do jeho vnitfnich struktur a zasadné ovliviiovat lihnivost ¢i fenotyp mlad’at
(napft. Pinowski et al., 1994; Javlirkova et al., submitted). Mezi hlavni antimikrobiadlni
proteiny, zaujimajici okolo 16% veSkerych proteinti v bilku, patfi avidin, ovotransferin
alysozym (Board & Fuller 1974; Wellman-Labadie et al.,, 2008a), které se svym

zastoupenim i antimikrobialni aktivitou lisi (Feeney et al., 1960).

1.1.1. Avidin

Avidin je tetramerni protein, ktery se vyskytuje uvejcorodych obratlovcti (Korpela
et al., 1981). U ptakt je produkovan ve vejcovodech a ukladan do vajecného bilku, kde
napf. u kura domaciho (Gallus gallus) zaujima zhruba 0,05 % vSech proteini (Green,
1975). Obsahuje ctyfi identické podjednotky, tvorené osmi antiparalelnimi [-barely
(Obr. 1). KaZzdy monomer miiZze s vysokou afinitou a specifitou véazat ve vodé rozpustny
biotin (Board & Fuller, 1974), diky stabilizované siti polarnich a hydrofobnich vazeb.
Biotin, nebo-li vitamin H, je protein ucastnici se mnoha metabolickych procest, jako je

vyroba mastnych kyselin, metabolismus tukli a aminokyselin. Plisobi i na drovni genové
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exprese aje nezbytny pro diferenciaci a proliferaci bunék (Dakshinamurti, 2005;
Zempleni et al., 2009). Navazani biotinu na avidin v bilku zptisobi jeho nedostupnost
pro mikroorganismy a zabrani tak jejich rdstu a Sifeni. Efekt avidinu je v tomto pripadé
spiSe bakteriostaticky (Wellman-Labadie et al., 2008a). Antimikrobialni aktivita avidinu
mize byt vSak zprostfedkovana ijeho schopnosti vazat se na povrchové receptory
nékterych druhtt G+ i G- bakterii jako Escherichia coli K12, Klebsiel. eumoniae, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermis

(Korpela et al., 1984; Banks et al., 1986).

Obr. 1: Schématické zndzorneni tetramerni struktury avidinu (Wilchek et al., 2006).

1.1.2. Lysozym

Lysozym, patfici do skupiny enzymt glykosid hydrolaz, je v Zivocisné FiSi velmi
rozSifenym proteinem. Byl poprvé popsan sirem Alexandrem Flemingem jiZ v roce 1922.
MiZeme ho najit v krevni plazmé, v matefském mléce, ve slinach nebo slzach. Také je
dalsi slozkou vajecného bilku tvorici 0,1-4% veskerych bilkovych proteini v zavislosti
na druhu (Smolelis & Hartsell, 1951). Antimikrobialni funkce lysozymu spociva v jeho
schopnosti naruSit peptidoglykanovou sténu (Stépenim [-vazby mezi kyselinou
N-acetylmuramovou a N-glukosaminem) predevSim G+ bakterii, napf. Micrococcus spp.,
Bacillus spp., Staphylococcus spp. (Ibrahim et al., 1991; Wellman-Labadie et al., 2008a;
Callewaert & Michiels, 2010). Tato jeho baktericidni aktivita ho tak Fadi mezi nejicinnéjsi

antimikrobialni proteiny, i vzhledem k tomu, Ze G+ bakterie jsou primarnimi patogeny
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a puvodci infekci, které u vétSiny druhi ptakia zptisobuji mortalitu embrya (Deeming 2002;

Bruce & Drysdale, 1994).

1.1.3. Ovotransferin

Ovotransferin je neutralni glykoprotein patfici do rodiny transferint, u néhoz lze nalézt
50 % homologii se savéim transferinem a lactoferinem (Mazurier et al., 1983) a jehozZ
hlavni funkci je prenos ionti Zeleza do vyvijejictho se embrya. Tento protein je
syntetizovan ve vejcovodech ptakil pod kontrolou steroidnich hormonti a ukladan do vejce,
kde tvori priblizné 12-13 % vSech proteint bilku v zavislosti na druhu (Superti et al.,
2007; Wu & Acero-Lopez, 2011). Kromé toho se vSak vyskytuje i v krevni plazmeé.
Struktura polypeptidového fetézce ovotransferinu se sklada ze dvou lalokd, z nichZ
na kazdém se naléza jedno vazebné misto pro iont Fe*" v molekule spolu se dvéma ionty
COs*" nebo HCOs (Obr. 2). Kazdy z lalokti je dale tvofen dvéma odliSnymi doménami
(a/B), které jsou spojeny antiparalelnimi vlakny, jeZ umoZiuji otevirani a zavirani
vazebného mista pro Zelezo (napf. Kurokawa et al., 1999).

Obrannd funkce ovotransferinu se uplatiiuje na tfech urovnich. Antimikrobidlni
potencial ovotransferinu je zavisly na jeho schopnosti vazat reverzibilné Zelezo, které je
nepostradatelné pro riist bakterii. Mezi druhy nejvice citlivé na pritomnost ovotransferinu
patii naptiklad Pseudomonas sp., E. coli a Streptococcus mutans (Valenti et al., 1983),
naopak rezistentni se ukazaly byt druhy Proteus spp. a Klebsiella spp.. Dalsi studie
naznacuji, Ze antimikrobialni aktivita ovotransferinu nemusi souviset jen s jeho schopnosti
(Ibrahim et al., 1998) na povrchu jednoho z lalokt struktury ovotransferinu jsou schopny
projit vnéjsi vrstvou G- bakterii a poSkodit biologickou funkci jejich cytoplasmatické
membrany (Ibrahim et al., 2000; Superti etal., 2007). Jako clen skupiny transferini je
i ovotransferin soucasti vrozené imunity, kde plni signalni funkci a je proteinem akutni
faze — tzv. APP (acute phase protein) (Xie et al., 2002). Jeho koncentrace v plazmé tak
dokazZe regulovat zanétlivou reakci organismu. Zvysena koncentrace ovotransferinu béhem
indukované zanétlivé reakce (napr. po aplikaci lipopolysacharidu) byla pozorovana jak
in vivo, tak in vitro (napfr. Hallquist & Klasing, 1994; Xie et al., 2003; Horrocks et al.,

2011), coZ poukazuje na jeho zasadni roli v imunitnim systému jedince.
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Obr. 2: Prostorové schéma ovotransferinu zndzortujici vazebné misto pro Zelezo
(Mizutani et al., 2001).

1.2. Pfedpokladané funkce antimikrobialnich proteinti v bilku

Zivotaschopnost vejce vyrazné klesa s dobou vystaveni vné&j$im podminkam prostfedi
pred nastupem plné inkubace (napf. Cook et al., 2003; Godard et al., 2007).
U neinkubovanych vajec dochazi mimo jiné k vétSimu ristu mikroorganismti na povrchu
vejce neZ u vajec inkubovanych, a jsou tedy nachylnéjsi k riziku mikrobialni infekce (Cook
et al., 2005; Shawkey etal., 2009). PredevSim u druht se synchronnim lihnutim, kde
inkubace zaciné az po sneseni posledniho vejce sniisky, jsou prvni snesena vejce vystavena
nepriznivym podminkam prostfedi po dobu nékolika dni, a antimikrobialni proteiny mohou
tedy u téchto druhti hrat vyznamnou roli.

Jak jiz bylo zminéno, v mnoZstvi antimikrobidlnich proteini v bilku existuji
interspecifické i intraspecifické rozdily. PrestoZe pfimé mechanismy podminujici tuto
variabilitu nejsou zcela objasnény, obecné se usuzuje, Ze wvnitrodruhova variabilita
v distribuci maternalnich efektti je adaptivni odpovédi samice na riiznou intenzitu ptisobeni
exogennich a endogennich faktorti (Schwabl, 1996b; Schwabl et al., 1997; Saino et al.,
2004). To muZe poukazovat i na potencialni efekt antimikrobialnich proteint na fenotyp
mladéte, ktery byl napf. u androgennich hormonti jasné prokazan (napr. Pilz et al. 2003;
Groothuis et al., 2005b). Tedy kromé faktu, Ze antimikrobidlni proteiny pravdépodobné
chrani embryo pred vlivem patogend z prostfedi, mohou se ziejmé ucastnit i procest
projevujicich se pfimo na fenotypu mladéte, at uz pfimo prostfednictvim svych
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specifickych vlastnosti nebo nepfimo vlivem na mikrobialni infekci ve vejci, ktera také
miZe ovliviiovat fenotyp mlad’at (Javtirkova et al., submitted).

Podporu pro hypotézu o aditivni funkci antimikrobialnich proteinti lze Castecné nalézt
ve studiich, které naznacuji, Ze konkrétné lysozym je schopen pronikat do plazmy cerstvé
vylihlych mlad’at, kde mtZe pozitivné ovliviiovat jejich rezistenci vii¢i patogennim
mikroorganismiim v rané postembryonalni fazi (Board & Fuller, 1974; Prusinowska et al.,
2000; Saino et al., 2002). Na tento fakt poukazuje studie provedena na vlaStovce obecné
(Hirundo rustice) prokazujici vyssi hladiny lysozymu v plazmé mlad’at vylihlych samicim
srovnéZ vysokymi koncentracemi tohoto proteinu v plazmé. To by vSak mohlo byt
zpusobeno i dédivosti exprese nebo stejnou bakterialni zatézi v prostredi, kterému jsou
samice i mlad’ata vystaveny a které mohou ovlivnit syntézu, depozici a naslednou aktivitu
lysozymu. V paternalni linii vSak korelace mezi aktivitou lysozymu u samce a jeho mlad'at
nebyla nalezena. MnoZstvi lysozymu v plazmé samice také pozitivné ovlivnilo lihnivost
snisky (Saino et al., 2002). Rozsahla studie vénujici se 85 druhtim ptaki (Saino et al.,
2007) srovnavala rozdily v koncentraci lysozymu v bilku jednotlivych druht a prokazala
pozitivni vztah mezi mnoZstvim lysozymu vloZeného do vejce a naslednou intenzitou
zbarveni pefi samce (plumage brightness) v dospélosti, ¢imZ naznacuje zasadni roli tohoto
proteinu v evoluci sekundéarnich pohlavnich znaki. VSechny doposud publikované prace
zabyvajici setouto problematikou maji vSak korelativni charakter. To znamena,
Ze na zékladé jejich vysledki lze ziskat jen velmi omezeny néhled do kauzélnich vlivi
antimikrobidlnich proteinti v bilku.

Zbylé proteiny vSak mimo primarni antimikrobialni funkce mohou zptisobovat také
zmény na drovni fenotypu. Jejich zvySena koncentrace sice miiZze favorizovat vyvijejici se
embryo diky zvySeni jeho rezistence vii¢i patogenim, avSak jejich schopnost vyvazovat
prekursory riastu (biotin v pfipadé avidinu a Zelezo v pripadé ovotransferinu), které jsou
podstatou jejich bakteriostatického ucinku, mohou mit negativni vliv na vyvoj a fitness
mlad’at. Piedpoklada se, Ze tento negativni efekt zvySené koncentrace v bilku se miiZe
projevit u avidinu, jelikoZ biotin (vitamin H), ktery avidin silné specificky vyvazuje
(Board & Fuller 1974), plni zasadni roli béhem proliferace bunék a to i na tirovni genové
exprese (viz review Dakshinamurti, 2005). Napf. nedostatek biotinu zptisobeny pridanim
avidinu do potravy se u fertilnich samic hlodavci projevuje velmi vyraznymi
morfologickymi anomaliemi aembryondlni smrti (Watanabe, 1993). PrestoZe by

koncentrace avidinu (a tedy dostupného biotinu) v bilku ptékia ve fyziologickém rozmezi
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neméla mit na embryo tento letalni efekt, lze predpokladat, Ze se zvySena koncentrace
avidinu miiZe projevit na redukci velikosti mladéte a jeho rastovych asymetriich, které tak
mohou ovliviiovat jeho dalSi prosperitu a prezivani. Tento efekt byl Castecné prokazan
v korelativni studii naracku stfedomorském (Larus michahellis), kde mlad’ata vylihla
z vajec s prirozené vyssi hladinou avidinu vykazovala mensi riistové parametry, resp. délky
tarzi. Tento efekt byl pozorovan u mlad’at obou pohlavi, zatimco vliv avidinu na imunitni
odpovéd’ mladat po aplikaci PHA (phytohemaglutinin) byl nalezen pouze u samic
(Bonisoli-Alquati et al., 2010). Nazory na vliv silné specifické vazby avidin — biotin
na priibéh embryogeneze se vSak rtizni. Analyzou obsahu vejce u kura domaciho (Galus
domesticus) bylo zjiSténo, Ze vice neZ 85 % biotinu se nachazi ve vajecném Zloutku a tedy
avidin obsaZeny v bilku nemtiZe tento ristovy prekurzor zasadné vyvazovat a je po vétSinu
casu mimo kontakt s embryem az do doby vylihnuti (White et al., 1992). Naproti tomu
u vajec stejného druhu bylo jasné prokazano, Ze biotin difunduje ze Zloutku do bilku pres
perivitelinni membranu a miZe byt tedy vyvazovan avidinem a stat se nedostupnym
pro embryo béhem embryogeneze (Bush & White, 1988).

Vliv ovotransferinu na fenotyp mladat by mohl byt zaloZen najeho funkci
v nespecifické imunitni odpovédi jako hlavniho proteinu akutni faze (viz. 1.2.3.). Zatim
vSak rovnéz neexistuji studie, které by sledovaly vztah mezi koncentraci ovotransferinu
ve vejci ajeho mnoZstvim v plazmé mladat ani studie zkoumajici vliv mnoZstvi
ovotransferinu v bilku na intenzitu imunitni reakce (méfitelné pravé jeho koncentraci

v plazmé mladéte).

1.3. Depozice antimikrobialnich protein( do bilku

Samotna tvorba ptaciho vejce je pro samici energeticky nakladna (Williams, 2005).
Navic produkce vajec bohatych na proteiny mize byt limitovana dostupnosti téchto latek
samici (Reynolds et al., 2003), pfipadné samotnym procesem ovogeneze, ktera mtize byt
omezena ruznymi faktory (napf. Williams & Ames, 2004). Presto neni stale jasné, zda je
depozice antimikrobidlnich proteini do vejce pro samici nédkladna ve smyslu energetickém
avyzivovém azda mnozstvi antimikrobidlnich proteini v téle samice koreluje
s mnozstvim téchto latek v bilku (Saino et al., 2002; Shawkey et al., 2008), nebo zda jsou
tyto proteiny do vejce ukladany nezavisle na jejich koncentraci v téle samice jako je tomu
napriklad u androgenti (viz Groothuis & Schwabl, 2007). Depozice antimikrobialnich

proteini navic miiZe sniZzovat biologickou dostupnost vitaminti (napf. avidin vyvazuje
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biotin, vitamin H) a dalSich sloZek, které jsou uloZeny v bilku. Antimikrobidlni obrana
vejce v podobé specifickych proteini by tedy méla byt optimalizovana ve vztahu
k vyzivové funkci bilku.

Vysoka vlhkost ioptimalni teplota jsou zdkladni faktory zvySujici rlst bakterii
na povrchu pta¢i skordpky, ¢imZ potaZzmo zvySuji tspéSnost vniknuti skrz skorapku
a riziko vzniku infekce ve vejci (Cook at al., 2003; Beissinger at al., 2005). Vyssi teplota
miZze mit vSak vliv nejen na mikrobiadlni infekci, ale inazvySenou aktivitu
antimikrobidlnich proteint, pro néz je optimem fyziologicka teplota (Tranter & Board,
1984). DalSim faktorem zvySujicim potencial antimikrobidlnich proteint je i jejich
koncentrace (Salton, 1957). Pokud se antimikrobialni ochrana vejce vyvinula jako
odpovéd’ nariziko mikrobidlni infekce (Wellman-Labadie et al., 2008a), koncentrace
antimikrobidlnich proteind by se méla liSit podle podminek prostfedi. Studie vénujici se
této problematice se vSak v nékterych vysledcich rozchazeji. Pozitivni vysledky byly
zaznamenany u ovotransferinu v souvislosti s gradientem vlhkosti (Horrocks et al., 2012)
jako hlavnim prediktorem mikrobialni infekce. Vejce sntisek z oblasti s vysokou vlhkosti
meéla vysSi koncentrace ovotransferinu, neZ vejce z oblasti aridnich. Opacny trend v této
studii vénujici se Celedi skfivanovitych (Alaudidae) byl zaznamenam u lysozymu, coZ
miZe byt vysvétleno idalSimi funkcemi lysozymu v bilku, kdy kromé antimikrobialni
funkce zajiStuje lysozym iudrZeni viskozity bilku pomoci vazby na dalSi proteiny
(Trziska & Clostermann, 1993), coZ by mohlo vést k jeho rostouci koncentraci v suchych
a horkych oblastech. Naproti tomu dalsi studie zaméfené na vlastovku obecnou (Hirundo
rustica) a koroptev polni (Perdix perdix) vliv mezi teplotou a mnozZstvim lysozymu
ve vajecném bilku neprokazaly (Saino et al., 2004; Cucco et al., 2009). U koroptve polni
vSak byla dale zjiSténa pozitivni korelace mezi zvySenou teplotou prostfedi den
pred snesenim vejce, tedy v dobé zahrnujici formovani vaje¢ného bilku (Ricklefs, 1974),
a koncentraci avidinu v bilku (Cucco et al., 2009).

Riizna distribuce antimikrobialnich proteinii do jednotlivych vajec ve sniiSce by mohla
byt adaptaci na zvySené riziko mikrobialni infekce, resp. na sniZenou Zivotaschopnost
vajec, ktera klesa s dobou expozice vnéjSim podminkadm prostfedi pred nastupem plné
inkubace. Zatimco studie na vlaStovce obecné (Hirundo rustica) zaznamenala pokles
koncentrace lysozymu u pozd€ji snesenych vajec (Saino et al.,, 2002), novéjsi studie
provedena na celkem osmi druzich ptaki ze tfi celedi prokazala jen velmi slabou podporu

pro rozdilné koncentrace lysozymu, avidinu a ovotransferinu ve vejcich vzhledem k jejich
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poradi ve sntiSce (Shawkey et al., 2008). V nékterych studiich lze nalézt konkrétné
pro lysozym itrend zcela opacny (Bonisoli-Alquati et al., 2010). PfestoZe zména
v koncentraci antimikrobialnich proteini (napf. lysozymu) byla zaznamenéana u vSech
zkoumanych druhd, v rozsahu Sesti fadi (napr. Saino et al., 2007; Shawkey et al., 2008),
nemaji tyto rozdily v distribuci antimikrobialnich proteini v rdmci sntsky dosud piimé
vysvétleni.

DalSim faktorem ovliviiujicim koncentraci antimikrobidlnich proteind ve sniiSce by
mohla byt atraktivita partnera. Samice sykory modfinky (Cyanistes caeruleus) parici se
se samci s vysSi UV reflektanci, ktera je indikatorem fyzické kvality (napf. Johnsen et al.,
2003), snaSely vejce svysSSim obsahem lysozymu — ne vSak avidinu a ovotransferinu
(D'Alba et al., 2010). Tyto vysledky poukazuji na adaptivni alokaci antimikrobialnich
proteini a zvyhodiiovani potomstva zplozeného s ,,kvalitnéjSim“ partnerem.

Vlivu endogennich faktorG jako je kondice samice na mnozstvi antimikrobidlnich
proteinii ve sntSce se vénovaly studie provadéné na koroptvi polni (Perdix perdix).
V prvnim pripadé byla samicim poddvana potrava obohacend o [3-karoten, ktery mimo
pigmentace plni uptakd dilezitou funkci v mnoha fyziologickych aimunologickych
procesech (Mgller et al., 2000). Vejce samic krmenych obohacenou potravou obsahovala
vysSi koncentrace lysozymu (ne vSak samotného karotenoidu) a zaroven unich byla
pozorovana vyssi uspésnost lihnuti neZ u vajec kontrolnich samic (Cucco et al., 2007).
Metabolicky mechanismus vedouci ke zvySené akumulaci lysozymu ve vejci
prostfednictvim obohacené potravy vSak neni zatim objasnén. V druhém experimentu bylo
manipulovano s kondici samice v opacném duchu. Samice koroptve polni byly ockovéany
virem Newcastelské nemoci (NDV), jez predstavuje imunitni zatéz alze tedy
u ockovanych samic predpokladat sniZeni investic do reprodukce. V souladu s hypotézou
byla vejce ocCkovanych samic mensi (v hmotnosti, délce i Sifce), avSak koncentrace
antimikrobialnich proteinti (avidinu a lysozymu) se oproti kontrolnim samicim neliSila
(Cucco et al., 2010). Z dosavadnich studii tedy nelze vyvodit jednoznacny efekt kondice

samice na depozici antimikrobidlnich proteinti do vajecného bilku.

1.4. Mezery v soucasnych znalostech o funkci antimikrobialnich
proteinti
Obecné studie vénujici se antimikrobidlnim proteinim v bilku ptakt maji vétSinou

korelativni charakter. Usporadani experimentti je casto zaloZeno na manipulaci s nékterym
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z vnéjSich faktorti prostredi, napf. vlhkosti, teplotou. Nasledné je zjiStovana koncentrace
proteinti ve vejcich a z této informace se usuzuje o moznych funkcich proteini v zavislosti
na zméné prostifedi. Koncentrace proteinti v téchto pfipadech vSak zdaleka nemusi byt
adaptivni funkci (jak je casto predkladano), ale mize byt spiSe dana fyziologickymi
mechanismy prenosu proteinii do vejce. DalSi typ korelativnich studii se zaméfuje
na riiznou distribuci antimikrobialnich proteint v bilku v ramci sniisky (vzhledem k potadi
snaseni jednotlivych vajec) imezi sntiSkami (vzhledem k hnizdni sezén€é). Je tifeba
poznamenat, Ze druhy, u nichZ jsou udaje o korelaci mezi koncentraci antimikrobialnich
proteinti a poradim vajec ve sntiSce k dispozici, se znacné lisi v typu vyvoje, inkuba¢nim
chovani, velikosti sntiSky, reprodukcni strategii a zaroven v typu obyvaného stanovisté
a geografickém rozSifeni. Souvislost mezi koncentracemi antimikrobidlnich proteini
ve vztahu k poradi ve sniiSce se tedy zda byt spiSe univerzalnim fenoménem, pro néjz lze
téZko najit adaptivni funkci.

Manipulativni studie, které by se vénovaly problematice antimikrobidlnich proteint
v bilku, zatim vétSinou nebyly provedeny a nebo jsou primarné zameérené na manipulaci
s jinymi faktory neZ jsou antimikrobialni proteiny (kvalita potravy, atraktivita partnera),
které vSak ovliviiuji mnozstvi antimikrobialnich proteinti ukladanych do bilku. Takovyto
typ studii vSak neumoZziuje jednoznacné oddélit pfimy efekt téchto proteint od dalSich
efektd, které jsou disledkem experimentalniho zasahu. Prekvapivé neexistuji ani studie,
které by vénovaly pozornost pfimému vlivu téchto proteinii na riziko mikrobiélni infekce
ve vejci, jeZ pravdépodobné miize ovliviiovat jak lihnivost, tak i fenotyp mladat

(Javtirkova et al., submitted).
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2. Hypotézy a cile prace

Cilem této prace bylo pomoci korelativnich méfeni i manipulativnich experimentd

s mnozstvim jednotlivych antimikrobialnich proteinti v bilku zodpovédét otazky tykajici

se jejich vlivu nariziko a intenzitu mikrobialni infekce uvnitf vejce, na lihnivost a déale

pak posoudit vliv téchto proteinti na fenotyp mladéte. Cilem této prace bylo zejména

testovani nasledujicich hypotéz:

—_

. Vliv na riziko bakterialni infekce a tispéSnost lihnuti:

Vejce svyssimi koncentracemi antimikrobialnich proteinti budou mit nizsi miru
mikrobidlni infekce.

Vejce svySSim koncentracemi antimikrobidlnich proteind budou vykazovat vyssi
lihnivost.

Pritomnost mikrobidlni infekce bude ovliviiovat lihnivost vajec.

. Vliv na ristové a kondi¢ni parametry:

Mlad’ata vylihla z vajec s experimentalné zvySenou koncentraci antimikrobialnich
proteinti budou vykazovat odlisné kondicni a ristové parametry a rychlost ontogeneze
oproti mlad’atim z nemanipulovanych vajec.

(Vzhledem k pleitopnimu efektu nékterych antimikrobidlnich proteinii Ize vSak smér
téchto vztahtl apriori odhadnout jen obtizné. Napriklad avidin muiZe na jednu stranu
neprimo  zvySovat  rychlost rustu  vzhledem  kpravdépodobnému  vlivu
na imunokompetenci embrya, naproti tomu jeho schopnost vyvazovat biotin predikuje

opacny efekt.)

3. Vliv na imunologické parametry mlad’at:

Avidin, jako protein akutni faze, bude u manipulovanych mlad’at zlepSovat imunitni
reakci na lipopolysacharid (LPS) predstavujici sténu G- bakterii, pfipadné bude
imunitu mlad’at sniZovat pod vlivem kompenzacniho zvyseni investice do ristu.
Lysozym, jako hlavni baktericidni protein bilku, bude umlad’at z manipulovanych
vajec zlepSovat imunitni reakci na LPS.

Plazma mladat vylihlych zvajec s experimentalné zvySenou hladinou lysozymu
a avidinu bude vykazovat intenzivnéjSi antimikrobialni aktivitu oproti plazmé

kontrolnich mladat.
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3. Metodika

3.1. Modelové druhy

Jako modelové druhy pro studium antimikrobialnich proteini v bilku ptak byly
vybrany v zajeti béZné chované prekociadlni druhy — kachna divoka (Anas platyrhynchos)
a krepelka japonska (Coturnix japonica). Pro tyto druhy je charakteristické synchronni
lihnuti sntsek, kde plna inkubace sntisky zacina az ke konci obdobi snaseni vajec. Sniisky
téchto druhii obsahuji vétSi mnoZstvi vajec, které tak zlstavaji téméf neinkubované
po dlouhou dobu atedy vystavené vysSimu riziku infekce (Godard et al., 2007). Vejce
téchto druhti jsou zaroven vétsi a maji tedy i vétsi objemy bilku oproti ptaktim altricidlnim
(Ricklefs, 1977), coZ umoZiiuje snazsi manipulaci s koncentraci antimikrobidlnich proteinti
asledovani vlivu jejich koncentrace na uspéSnost lihnuti adalSi fenotypové znaky
(napt. Finkler et al., 1998).

Pro manipulativni experimenty byla vyuZita fertilni vejce krepelky japonské (Coturnix
japonica) poskytnuté zatfelem této prace pani RNDr. Hyinkovou, CSc. z Ustavu
ZivociSné vyroby v Praze — Uhfinévsi. Korelativni studie testujici antimikrobialni potencial
bilku probéhla v lokalité Jiznich Cech (Div¢ice: 49°6'N,14°18'E) abyla provedena
na vejcich kachny divoké (Anas platyrhynchos) ziskanych z komerc¢niho chovu (Kachni
farma Mokiiny — Rybarstvi Trebon, a. s.). Sbér a analyza dat probéhly béhem let 2010
az 2012.

3.2. Korelativni analyza antimikrobialniho potencialu bilkovych

proteinti - kachna divoka (Anas platyrhynchos)

Fertilni vejce kachny divoké (n = 160) byla bezprostfedné po vylihnuti zbavena
primarni mikrocen6zy na povrchu skorapky jejim otfenim 70 % ethanolem. Poté byla vejce
umisténa po Ctyfech do jednotlivych experimentalnich hnizd (n = 40), ktera byla nahodné
rozmisténa nazemi Vv prirozeném hnizdnim prostfedi studovaného druhu. Material
pro tvorbu experimentalnich hnizd byl ziskan z nékolika nahodné vybranych aktivnich
hnizd kachny divoké (n = 30). Vejce byla exponovana po dobu deviti dnti, coZ odpovida
prumérné dobé vytvareni sntisky u kachny divoké (Krapu et al., 2004). Aby bylo zabranéno

riziku predace experimentalnich sntiSek, byla hnizda oplocené draténym pletivem.
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Po devitidenni exponaci snliSek byla vejce presunuta do laboratofe, kde byla opét
oCiSténa 70 % ethanolem a z kaZdého vejce bylo sterilni stfikackou (Braun) odebrano
300 ul bilku, vzorky byly nasledné skladovany v kryo-zkumavkach pri teploté -20 °C.
Po odebrani vzorku bilku bylo misto perforace skorapky zakapnuto gelovym vtefinovym
lepidlem (Loctite-Super Attack). Poté byla vejce vloZena do inkubatoru (Ova Easy,
Brinsea, USA) ainkubovana v optimalnich podminkach pro stanoveni vlivu
antimikrobialnich proteind a mikrobidlni infekce na uspésnosti lihnuti. Vzorky bilku
slouZily pro naslednou analyzu miry bakterialni infekce a koncentrace bilkovych
antimikrobialnich proteint. Bakteridlni DNA z vajec¢ného bilku byla ziskana ve flow-boxu
za pomoci EliGene MTB Isolation Kit (Elisabeth Pharmacon s.r.o., CR), coZ je velmi
citliva diagnosticka sada pro izolaci G- i G+ bakterii. Vajecné bilky byly rozmraZeny,
vortexovany po dobu jedné minuty, a poté bylo 50 ul odebrano do sterilni plastové trubicky
$200ul roztoku M1 sady. Redéné vzorky bilku byly deset minut centrifugovany
pfi 17 000 x g, supernatant byl odstranén pomoci sterilnich Spicek s filtrem a izolace byla
provedena podle protokolu dodaného vyrobcem.

Analyza bakterialni infekce byla zaloZena na vyskytu 16S rRNA ve vzorcich DNA
ziskanych z vajecného bilku pomoci RT-PCR LightCycler ® 480 systém (Roche,
Mannheim, Némecko). Pro amplifikaci byl pouZit LightCycler ® 480 SYBR Green I
Master (Roche) auniverzalni sada primerti zahrnujici pocatecni sekvenci Uni331
(5 - TCCTACGGGAGGCAGCAGT - 3 areverzni primer Uni797
(5" GACTACCAGGGTATCTATCCTGTT - 3") (Nadkarni et al., 2002). U¢innost RT-PCR
amplifikace byla ovérena pro rizné koncentrace primert a teploty pro annealing primeru.
Optimalni podminky byly dosaZeny pfi konecné koncentraci 0,5 uM kaZdého primeru
a pri Zihaci teploté 58 °C, coZ je optimalni teplota pro danou sadu primert (Nadkarni et al.,
2002). PCR reakce byla provedena v triplikatech. Pro amplifikaci probéhl jako prvni jeden
cyklus pfi 94 °C po dobu 15s adale 45 cykll, pfi nichZz byly vzorky nejprve zahtaty
na 94 °C podobu 3s, poté ochlazeny na 58 °C po dobu 10s a opét zahfaty na 74 °C
po dobu 35 s. Na zavér probéhl jeden cyklus pri 74 °C po dobu 2 min a pfi 45 °C po dobu
2's. Ke konstrukci kalibracni krivky pro kvantifikaci bakterialni DNA koncentrace,
vyjadrené jako pocet bakteridlnich bunék na 1 ml vajecného bilku, bylo pouZito preciSténé
genomické DNA z bakterii Streptococcus bovis.

Analyza koncentrace avidinu ve vzorcich bilku probéhla na zakladé primé ELISA

(Enzyme Linked Immuno Sorbents Assay) diagnostiky (detailni popis metodiky viz
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Shawkey et al., 2008). Desetkrat fedény vzorek bilku byl v duplikatu a seridlnim fedéni
nanesen do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky s vysoce absorpcnim povrchem
(Nunclon Maxisorb 96 Flat transparent) a inkubovan pfi 4 °C pres noc, aby mohlo dojit
k navazani proteinu na pevnou fazi desticky (Tabulka 1). Po vyjmuti byla desticka
promyvana, ¢imZ byl odstranén nenavazany protein, poté byl pfidan konjugovany roztok
horseradish peroxidazy (HRP). Konjugat avidin-HRP byl poté pfidanim Blue peroxidase
substratu (POD) pil hodiny katalyzovan za vzniku barevného signalu. Vysledny barevny
signal byl fixovan pridanim roztoku kyseliny sirové (tzv.,,stopping solution“). Poté byla
spektrofotometricky (spektrofotometr Tecan) méfena absorbance pfi vinové délce 450 nm.
Kalibracni kfivky byly sestaveny na zakladé méfenych absorbanci ve vzorcich se znamou

koncentraci komercné dostupného proteinu (Sigma-Aldrich) jako standardu.

Tabulka 1: Analyza koncentrace avidinu v bilku: zdkladni princip ELISA testu.

stopping

SQD Ejluﬁun
HRF

ceel 0ddl 64l 1444

Koncentrace lysozymu byla stanovena metodou radialni fize (viz. Osserman & Lawlor,

1966). Konkrétné bylo v agaru rozpuSténo znamé mnoZstvi lyofilizovanych bunék
Micrococcus lysodeikticus (M-3770, Sigma-Aldrich), které jsou zvlasté citlivé na aktivitu
lysozymu. Do jamek vagaru bylo aplikovano 10ul bilku fedéného 1:1
s Britton-Robinsovym pufrem, kazdy vzorek byl nanasen v duplikacich. Jako standard byl
pouzit Fedény krystalicky lysozym z kachniho bilku (L-6876, Sigma-Aldrich),
v koncentracich 7000, 6500, 6000, 5500, 5000, 4000, 3000, 2000,1000 ug/ml pro kazdou
skupinu vzorki. Misky byly inkubovany pfi pokojové teploté po dobu 24 hodin, béhem
nichZz byla v okoli jamek vytvorena tzv. ,lyzani zona“. Poté byly misky skenovany
a pomoci programu ImageJ (freeware) byly spocitany plochy lyza¢nich zén. Koncentrace
lysozymu ve vzorku byla prepocitdana podle kalibracni krivky standardu jednotlivé
pro kaZzdou misku.

Stanoveni koncentrace ovotransferinu v bilku bylo zaloZeno na jeho schopnosti vazat
Zelezo (detailni popis v Horrocks et al., 2011). Principem bylo zjiSténi maximalniho

mnoZstvi Zeleza potfebného k navazani ovotransferinu ve vzorku. Toto mnoZstvi Zeleza
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velmi dobfe koreluje s koncentraci ovotransferinu, jak bylo stanoveno srovnanim
s imunologickym testem sérového ovotransferinu (napt. Yamanishi et al., 2002). Analyza
se skladala ze tfi krokti. Vzorky ovotransferinu v duplikatech byly umistény do jamek
(desticky Nunclon 96 Flat transparent) a v zasaditém prostfedi nasyceny ionty Fe®*
(inkubace probéhla pfi 36 °C po dobu 5 minut). Poté byly nenavazané zbytky Zeleza
redukovany na Fe?* pfidanim kyseliny askorbové (opét inkubace 5 minut pfi 36 °C) . Tento
Fe?" se stal neaktivni po vytvofeni barevnych komplexti s chromogenem Ferrozinem.
Po pridani kyseliny citronové byl komplex ovotransferinu s Zelezem v kyselém prostredi
disociovan. Uvolnéné ionty Fe* tak umoznily dals$i tvorbu barevnych Fe*" a Ferrozin
komplexti. S touto zménou v koncentraci barevnych komplexti byl spojen i nardst
absorbance reak¢ni smési, ktery byl béhem analyzy monitorovan. Prvni méfreni absorbance
(spektrofotometr Tecan) probéhlo ihned po pfidani kyseliny citronové pri vlnovych
délkach 570 nm (primarni vinova délka) a 660 nm (referen¢ni vilnova délka). P¥i stejnych
vlnovych délkach byla absorbance opét zaznamenavana po inkubacni dobé 6 minut,
kdy dochéazelo k vyvoji barevnych komplexti. Kazdd destiCka obsahovala vzorky
s komercnim standardem (Sigma-Aldrich) pro vypocet kalibracni krivky.

Opakovatelnost (repeatabilita) analyz koncentraci antimikrobialnich proteinti byla
odhadovéana pomoci interclass corelation coefficient (ICC), ktery ve vSech pripadech vySel
vysoce priukazny (p < 0.001). ICC pro avidin = 0.861, pro lysozym = 0.953

a pro ovotransferin = 0.282.

3.3. Manipulativni experimenty - kiepelka japonska (Coturnix

japonica)

3.3.1 Manipulace s koncentraci avidinu v bilku

Manipulativni experiment s koncentracemi avidinu v bilku probihal na tfech liniich
kiepelky japonské Slechténych narGznou rychlost ristu. HG aLG linie jsou
charakterizovany, navzdory podobnému riistovému potencidlu, riiznymi tvary rlstové
kiivky (Hyankova et al., 2001). Vysoka rychlost ristu bezprostfedné po vylihnuti, kratsi
akceleracni faze a niZsi rist pred nastupem pohlavni dospélosti jsou typické pro LG linii,
opacny trend 1ze nalézt u linie HG (Graf 1). Nejvyznamné;jsi riistové rozdily mezi liniemi
jsou béhem prvniho tydne po vylihnuti, coZ je zplisobeno irozdilnou rychlosti jejich
embryogeneze (Hyankova et al., 2004).
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Graf 1: Rustové krivky kiepelky japonské (Coturnix japonica): a) samci b) samice
(Hydnkovd et al., 2001).
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Vstupnimi pre-analyzami na vejcich linii HG, K (kontrolni) a LG byla zjiSténa
primérnd hmotnost bilku (Graf 2) aprimérna koncentrace avidinu v bilku (Graf 3)
jednotlivych linii. Koncentrace avidinu byla stanovena na zdkladé stejné metody jako
u kachny divoké (metodika viz 3.2.). K pfisluSnym pre-analyzam bylo pouZito n = 24 vajec

pro kazdou linii.

Graf 2: Primérnd hmotnost bilku vejce kiepelky japonské (Coturnix japonica) pro jednotlivé linie.
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Graf 3: Prumérné koncentrace avidinu v bilku jednotlivych linii se smérodatnou odchylkou (SD).
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Pro avidinovou manipulaci byla pouZita vejce ze stejného chovu a stejnych linii,
na kterém byly provedeny pilotni experimenty. Manipulace probéhla ve tfech casovych
opakovanich v mnozZstvi 50 vajec pro kaZzdou linii, celkové n = 450 vajec. U poloviny
vajec nahodné vybranych v ramci kaZzdého opakovani a linie bylo provedeno manipulativni
zvySeni koncentrace avidinu, zatimco druha polovina slouZila jako kontrola. MnoZstvi
avidinu bylo zvySovano o 1 SD (smérodatnou odchylku) od primérného obsahu avidinu
v bilku u dané linie (vypocteno na zakladé zjisténych koncentraci avidinu a objemt bilku
pro jednotlivé linie, Graf 3). Do bilku bylo vpraveno dané mnozstvi avidinu (HG = 4,3 g;
K=7,2g; LG = 8,6 g) rozpuSténého v 50 ul sterilniho PBS. Do zbylé poloviny kontrolnich
vajec od kazdé linie bylo obdobnym zptisobem aplikovano 50 ul pouze sterilniho PBS
(fosfatovy pufr s chloridem sodnym, phosphate buffered saline). Aby bylo zabranéno
zavleCeni infekce dovnitf vejce, byla pro aplikaci pouzita vZdy nova sterilni jehla
i stifkacka (Micro-Fine Plus 0.33%x12.7 mm). Pfed manipulaci byl povrch vejce ociStén
70 % ethanolem. Vznikly otvor byl po perforaci skotfapky jehlou (Terumo) a vpraveni
roztoku zakapnut malym mnoZstvim gelového vtefinového lepidla. Podobny typ
manipulace je béZné pouZivan anebyl unéj zjiStén vyrazny vliv na lihnivost
(napF. Andersson & Ahlund, 2001).

Oznacena a zvazena vejce byla vloZena do inkubétorti nastavenych na teplotu 37,5 °C
a vlhkost 60 %. Po dvou tydnech byla vejce vloZena do sitovych pytlikd kvili jejich
identifikaci po vylihnuti (Horak & Albrecht, 2006) a premisténa do lihné (pribéh
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experimentu viz Tabulka 2). Lihnuti probéhlo mezi 16.a 19.dnem po umisténi vajec
do inkubétorti. Pro vSechna mlad’ata byl stanoven ¢as lihnuti v intervalu tfi hodin, ktery byl
pro dalSi analyzy preveden naindex lihnuti. Nasledné byla mlad’ata oznacena krouzky
s Ciselnym kodem. Ihned po vylihnuti byla provedena prvni méfeni mladat, kdy byla
zjiStovana hmotnost (vaha Kern CM s presnosti na 0,01 g) a délky tarzi (digitalni Suplera).
Celkem byla mlad’ata v pribéhu celého experimentu (15 dni) méfena Sestkrat v tfidennich
intervalech. Paty den (vZdy podruhém meéfeni) byl poloviné mlad’at aplikovan
lipopolysacharid (LPS), tvorici hlavni komponentu stény G- bakterii (Salton & Kim,
1996). Lipopolysacharid je schopen vazbou na MHC receptory aktivace T-lymfocyti
(Licastro et al., 1993), zaroven miiZe byt rozpoznan makrofagy a spustit tim produkci
cytokind, jez aktivuji B-lymfocyty (Bucala, 1992). Aplikace LPS je standardnim
imunologickym testem bez letdlnich ndasledkd, reakci na aplikaci LPS je vSak u mlad’at
snizeni rychlosti ristu (Koutsos & Klasing, 2001). Mlad’atim bylo aplikovano 80 ul
v koncentraci 8 mg LPS na kg zvifete. Toto mnozstvi bylo déale oSetfeno na primérné

hmotnosti mlad'at jednotlivych linii.

Tabulka 2: Priibéh manipulativniho experimentu — avidin.

INKUBACE VAJEC JPO VYLIHNUTI
15.-17.den pfed lihnutim  J0.den 3.den 4.den 6.den 9.den 12.den 15.den
Imanipulace avidinem 1.méfeni |2.méfeni |aplikace LPS 3.méfeni, odbér plazmy 4.méfeni |5.méfeni |6.méreni

Dva dny po aplikaci LPS byla mladatim odebrana krev pro zjisténi aktivity
komplementu. Krev byla odebrana =z brachialni Zily vZdy novou sterilni jehlou
a stfikackou, misto odbéru bylo oSetfeno 70 % ethanolem. Poté byla krev v kapilarach
centrifugovana pro ziskani plazmy. Analyza komplementu byla provedena pracovniky
Ustavu experimentdlni biologie, PFF MUNI, Brno pod vedenim pana RNDr. Pavla
HyrsSla, Ph. D. Tato metoda je zaloZena na bioluminiscenci geneticky modifikované
bakterie Escherichia coli K12 (Buchtikova et al., 2011). Bioluminiscenc¢ni reakce je
zprostfedkovana bakteridlnim enzymem luciferazou, ktera katalyzuje emisi svétla. Tuto
emisi je mozZné okamZité merit luminometrem. Bioluminesence je primo spojena
s kinetikou rastu bakterii (tzn. vice Zivych bakterii odpovida vétSimu luminiscenénimu
signalu). Po pridani vzorku plazmy klesala Zivotaschopnost bakterii a aktivita
komplementu jednotlivych vzorkti plazmy odpovidala ¢asu nutnému pro usmrceni 50 %

bakterii v reak¢ni smési.
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3.3.2. Manipulace s koncentraci lysozymu v bilku

Manipulativni experiment s koncentraci lysozymu probéhl z technickych dtivodi pouze
na linii LG (rychlejsi rtist v rané postnatalni fazi, viz Graf 1) kiepelky japonské (Coturnix
japonica). V pilotnich experimentech byla na setu vajec (n = 48 vajec) zjiSténa stejné jako
v experimentu na kachné divoké (metodika viz 3.2.) primérna koncentrace lysozymu a jeji
smérodatnd odchylka od priméru pro studovanou LG linii kfepelky japonské. Vlastni
manipulace probihala v mnoZstvi 11 mg lysozymu rozpusSténého v 50 ul sterilniho PBS
(phosphate buffered saline) na vejce.

Nasledny pribéh experimentu byl stejny jako v predchozim pripadé (viz 2.2.1.),
morfometrické parametry vSak byly z technickych diivodi zjiStovany pouze do devatého
dne, resp. byla provedena pouze Ctyfi méfeni (Tabulka 3). Aplikace lipopolysacharidu

probéhla opét v mnoZzstvi 8 mg LPS na kg zvifete rozpusSténého v 80 ul sterilniho PBS.

Tabulka 3: Pritbéh manipulativniho experimentu — lysozym.

INKUBACE VAJEC JPO VYLIHNUTI
15.-17.den pred lihnutim IO.den 3.den 4.den 6.den 9.den
manipulace lysozymem Il.méfeni 2.méfeni |aplikace LPS  |3.méfeni, odbér plazmy 4.méreni

3.4. Statistické zpracovani dat

Pro zpracovani statistickych dat byl pouZzit software R (14.1.1). V nékterych ptipadech
data nespliiovala podminky normadlniho rozloZeni, proto musela byt logaritmicky
transformovana. Analyza dat v R zacala vZdy vystavénim plného modelu (tj. modelu, ktery
obsahoval vSechny vysvétlované proménné plus jejich dvojné interakce), ze kterého byly
zpétné odstrafovany nesignifikantni proménné pro ziskdni minimalniho adekvatniho
modelu (Crawley, 2007). Z modelu byly postupné odstrafiovany nevyznamné interakce
anasledné nevyznamné hlavni efekty. Signifikance jednotlivych vysvétlovanych
proménnych byla odhadnuta porovnanim deviance redukovaného modelu a modelu, ktery
tuto proménnou obsahoval pomoci likelihood ratio testu, za predpokladu x> rozloZzeni
rozdild devianci. Tak vznikl minimalni adekvatni model se vSemi ¢leny
prikaznymi (Crawley, 2007). Opodstatnénost odstranéni proménné bylo
overeno standardnim testem. Pro vSechny analyzy byly za signifikantni

povazovany vysledky s p < 0,05.
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4. Vysledky

4.1. Korelativni analyza antimikrobialniho potencialu bilkovych

proteinli - kachna divoka (Anas platyrhynchos)

V piipadé korelativniho méfeni provadéného na vejcich kachny divoké byla pozornost
vénovana vlivu koncentrace antimikrobidlnich proteind na riziko mikrobidlni infekce
uvnitt vejce a uspésnost lihnuti. Pro analyzy bylo k dispozici celkem 137 experimentalnich
vajec, pro néz byly ziskdny tdaje o koncentracich antimikrobiadlnich proteinti v bilku,
z toho bylo 79 vajec infikovanych a 58 neinfikovanych. V ramci infikovanych vajec byla
prokazana rtizna distribuce intenzit bakterialni infekce, vyjadiené jako pocet bakterialnich

bunék na 1 ml bilku (Graf 4).

Graf 4: Podil (%) infikovanych a neinfikovanych experimentdlnich vajec kachny divoké
a distribuce ruiznych intenzit bakteridlni infekce u vajec pozitivnich na bakteridlni infekci
(intenzita bakteridlni infekce vyjddrena jako poclet bakteridlnich bunék na 1 ml bilku).

podil vajec (%)
Lk
=

5 1
0 1]

MEINFIKOVANA 102 102-10%  10%-10%  104—10% 105— 108

INFIKOVANA INTENZITA MIKROBIALNI INFEKCE

V analyzach koncentrace bilkovych antimikrobidlnich proteinti jsem pomoci linearni

regrese testovala vzajemnou korelaci jednotlivych proteini a prokazala slabou pozitivni

korelaci mezi avidinem a ovotransferinem (F = 5.562, p = 0.01988). Dalsi korelace

(1,127)
mezi bilkovymi proteiny nebyla nalezena (avidin % lysozym: F 127y = 1.39, p = 0.2406;
ovotransferin x lysozym: F,127) = 0.2748, p = 0.60104).
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V dalSim kroku jsem pouZila mixované zobecnéné linedrni modely (GLMM,
binomické rozdéleni chyb, logit link funkce, balicek Ime4) s identitou hnizda jako
nahodnym interceptem, abych otestovala vliv koncentrace jednotlivych antimikrobialnich
proteinid na pravdépodobnost bakteridlni infekce uvnitf vejce. Bindrni vysvétlovanou
proménnou byla pritomnost infekce, pricemz koncentrace jednotlivych proteind byly
pouzity jako kontinudlni vysvétlovand proménnd (logaritmicka transformace v pripadé
avidinu i lysozymu). Na zakladé téchto modelti nebyla prokazana signifikantni zavislost
mezi rizikem bakteridlni infekce a koncentraci antimikrobialnich proteind v bilku, kromé
marginalné nesignifikantniho vlivu ovotransferinu (Tabulka 4). Z predikci modeli vSak
vyplyva, Ze vejce s vysSimi koncentracemi antimikrobidlnich proteinti mély az o 40 %
nizsi riziko infekce (Graf 5). Na zavér jsem standardizovala koncentrace antimikrobialnich
proteinti jako Z-skory aprovedla analyzu vlivu souctu Z-skér vSech tfi proteinti
pro jednotliva vejce nariziko infekce. Identita hnizda byla opét zahrnuta jako nahodna
proménna. Spolecné pisobeni antimikrobialnich proteini prokazatelné sniZovalo riziko
bakteridlni infekce ve vejci (A d.f. = 1, x* = 5.160, p = 0.0231).

Tabulka 4: Mixovany zobecnény linedrni model vlivu koncentrace antimikrobidlnich proteinii
v bilku na riziko infekce (bindrni vysvétlovand proménnd) ve vejci.

promeénna Adf. X2 P

ovotransferin 1 3.125 0.0771
avidin 1 1.508 0.2194
lysozym 1 1.018 0.3131
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Graf 5: Predikce vlivu antimikrobidlnich proteinii na riziko infekce na zdkladé GLMM
s pribliznymi 95 % konfidencnimi intervaly.
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V nésledujicim kroku jsem obdobnym zplisobem pomoci GLMM testovala zda je
pravdépodobnost lihnuti ovlivnéna koncentraci jednotlivych proteint v bilku a pfitomnosti
bakteridlni infekce. Identita hnizda, ze kterého jednotlivd vejce pochézela, byla opét
zahrnuta jako nahodny efekt a pritomnost nebo nepfitomnost bakteridlni infekce jako
binarni vysvétlujici proménna. Pouze u ovotransferinu byla prokazana hranicni
nevyznamnost vlivu koncentrace tohoto proteinu na tspésnost lihnuti, u ostatnich proteinti
byl tento vztah nesignifikantni (Tabulka 5, Graf 6). Stejné jako v pFipadé vlivu na riziko
infekce jsem analyzovala vliv Z-skére antimikrobidlnich proteinti na lihnivost. I v tomto
pripadé spolec¢né pilisobeni antimikrobidlnich proteinii pozitivné ovliviiovalo tspésnost

lihnuti (A d.f. = 1, x* = 4.055, p = 0.0441). Pfekvapivé vSak nebyl pomoci GLMM dale
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nalezen Zadny vliv mikrobialni infekce na uspéSnost lihnuti (A d.f. = 1, ¥* = 0.001,
p =0.9718).

Tabulka 5: Mixovany zobecnény linedrni model vlivu antimikrobidlnich proteinii v bilku
na tspésnost lihnuti (bindrni vysvétlovand proménnd) ve vejci.

proménna Adf. X P

ovotransferin 1 3.734 0.0533
avidin 1 2.079 0.1493
lysozym 1 0.003 0.9547

Graf 6: Predikce vlivu antimikrobidlnich proteinii na tspésnost lihnuti na zdkladé GLMM
s pribliznymi 95 % konfidencnimi intervaly.
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4.2. Manipulativni experimenty - kiepelka japonska (Coturnix

japonica)
4.2.1. Manipulace s koncentraci avidinu v bilku

4.2.1.1. Koncentrace avidinu u modelového druhu

Manipulativni experiment s koncentracemi avidinu v bilku probihal na tfech liniich
kiepelky japonské Slechténych nartznou rychlost ristu. HG aLG linie jsou
charakterizovany, navzdory podobnému ristovému potencidlu, riznymi tvary rlstové
kfivky (podrobnéji viz 3.2.1.). Zaroven byly pro tyto linie zjiStény prokazatelné rozdilné
koncentrace avidinu v bilku (Fps = 19.47, p < 0.0001), pro HG = 0,82 ug/ml,
K =1,85ug/ml, LG = 2,68 ug/ml (Graf 3).

4.2.1.2. Uspésnost lihnuti

Pomoci linearnich mixovanych modelt jsem testovala vztah mezi pravdépodobnosti
lihnuti a experimentalnim zvySenim koncentrace avidinu v bilku ve vejcich jednotlivych
linii krepelky japonské. Replikace daného pokusu, ze kterého jednotliva vejce pochazela,
byla zahrnuta jako ndhodny efekt. Manipulace s koncentraci avidinu byla pouZita jako
binarni vysvétlujici proménnd. Do plného modelu byl zahrnut i efekt linie a vaha vejce.
Pfimy vliv manipulace avidinem na uspésnost lihnuti se nepodafilo prokazat stejné jako
jeho vliv v interakci s dalSimi vysvétlujicimi proménnymi, které byly do modelu zahrnuty.
(Tabulka 6). Prikazny byl pouze efekt linie s primérnou pravdépodobnosti lihnuti
LG =55 %, K=48 %, HG = 34 %.

Tabulka 6: Vyznam jednotlivych efektii na uspésnost lihnuti v GLMM modelu pro experiment
se zvySenou koncentraci avidinu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny pro ziskdni

minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory (a = 0.05) zahrnuté v minimdInim
adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucné.

proménna Adf. X p

linie 2 14.371 0.0008
vaha vejce 1 0.838 0.3601
manipulace 1 1.166 0.2802
vaha vejce X linie 2 5.801 0.0550
vaha vejce x manipulace 1 0.884 0.3472
linie X manipulace 2 1.660 0.4362
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Pomoci GLMM jsem dale analyzovala vliv avidinu na délku inkubace, replikace
daného pokusu byla opét zahrnuta jako nahodny efekt. Priikazny vliv avidinu na cas lihnuti
byl pozorovan v interakci s vahou vejce (Graf 7), kdy zvySena koncentrace avidinu v bilku
prodluZovala dobu inkubace u téZSich vajec (Fs195) = 10.46, p = 0.0398). Toto testovani
dale probéhlo nezavisle pouze provejce sezvySenou koncentraci avidinu v bilku
(Adf. =1, x 2 = 8215, p = 0.0442) apro vejce kontrolni (A d.f. = 1, ¥* = 0.397,
p = 0.5288), stejné priikazné vysledky interakce manipulace avidinem s vahou vejce byly

dale zjiStény i po odstranéni odlehlych hodnot.

Graf 7: Vliv avidinu v interakci s hmotnosti vejce na délku inkubace u manipulovanych vajec
(Cervené) a kontrolnich vajec (modre) s 95 % konfidencnimi intervaly pro regrese fitované
samostatné pro manipulovand a nemanipulovand vejce.

Residualni nadasovani lihnuti

10 11 12 13 14 15

hmotnost vejce (g)

4.2.1.3. Rlstové parametry mladat

Fenotyp mlad’at byl pozorovan u manipulativniho experimentu s koncentraci avidinu
ve vejcich krepelky japonské (Coturnix japonica), mladata byla morfometricky méfena
po dobu 16ti dnti (6 méfeni, Tabulka 2).

V prvnim kroku jsem pomoci linedrni mixovaného modelu sledovala rtistové parametry
(hmotnost, délka tarzu) mlad’at pfivylihnuti, manipulace byla opét pouZita jako
kategorialni vysvétlujici proménna. Hmotnost mladéte a primérna délka tarzu v prvnim

méfeni byly pomé&mné slabé korelované (R* = 0.08, p < 0.0001), a proto byly pouZity jako
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dvé vysvétlované proménné ve dvou nezavislych skupindch modelti. Do plného modelu
byly opét zahrnuty typ linie a vaha vejce. Signifikantni efekt na hmotnost mlad’at a délku
tarzu byl prokazan pouze proproménnou linie avahu vejce (Tabulka 7), vliv
manipulativné zvySené koncentrace avidinu nebyl priikazny ani jako hlavni efekt ani
v interakci s dalSimi proménnymi.

Tabulka 7: Vyznam jednotlivych efektli na riistové parametry pri vylihnuti v GLMM modelu
pro experiment se zvySenou koncentraci avidinu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny

pro ziskdni minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory (a = 0.05) zahrnuté
v minimdlnim adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucné.

hmotnost tarzus

proménna Adf. X P X P

linie 1 110.480 <0.0001 50.997 <0.0001
vaha vejce 2 2.363 0.3068 13.767  0.0010
manipulace 1 1.067 0.3015 0.756 0.3845
linie x manipulace 2 3.721 1.1556 4.260 0.1189
vaha vejce X linie 2 2.857 0.2397 2.675 0.4445
vaha vejce x manipulace 1 0.009 0.9250 2.632 0.1047
vaha vejce X linie x manipulace 3 3.237 0.1982 3.215 0.3597

V dalSim kroku jsem hledala vhodny model pro analyzu rtstové kiivky. Vzhledem
k silné korelaci mezi délkou tarzu a hmotnosti jsou prezentovany vysledky pouze
pro analyzu hmotnosti. Analyza ristovych kfivek na zadkladé délky tarzu vSak ukazuje
konzistentni vysledky. PouZila jsem nelinearni mixované modely (balicek nlme),
s identitou zvifete jako ndhodnym efektem ovliviiujicim vSechny parametry daného
modelu. Jako kriterium byla vyuZita hodnota AIC (Akaike’s information criterion,
zahrnujici  komplexnost  a vysvétlujici hodnotu modelu). Jako
nejvhodnéjsi model z kandidatnich, které byly brany v Gvahu vzhledem
k poCtu meéreni pro jednotliva zvifata (maximalni pocet odhadovanych
parametrd = 3), byl vybrdan GompertzGv model. Ani analyza rQstové
kfivky pomoci Gormpertzova modelu (Tabulka 8) neprokazala efekt
manipulace s koncentraci avidinu v bilku na rlstové parametry mladat
(Tabulky 9).
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Tabulka 8: Porovndni modelil riistové kiivky pro hmotnost mldd'at pomoci AIC, nejvhodnéjsi model

je zobrazen tucné.

nazev modelu d.f. AIC
linearni model hmotnost =a + b - Cas 2 7980.806
kvadraticky model ~ hmotnost = a + b1 - cas + b2 - ¢as® 3 7889.508
logisticky model hmotnost = a/ (1 + exp ((bl — ¢as) / b2)) 3 6423.09
Gompertziiv model hmotnost = a - exp (-b2 - b3 ) 3 5987.705
exponencialni model hmotnost = ao - exp (r - €as) 2 7465.159

Tabulka 9: Vyznam jednotlivych efektti na hmotnost mlad'at v Gompertzové modelu pro experiment
se zvysenou koncentraci avidinu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny pro ziskdni
minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory (a = 0.05) zahrnuté v minimdInim
adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucné.

parametr proménna P

a linie <0.0001
a manipulace 0.891

a LPS 0.1033

a manipulace X linie 0.685

a manipulace x LPS 0.1818

a LPS x Linie 0.0953
b? linie <0.0001
b? manipulace 0.769

b? LPS 0.9766
b? manipulace x linie 0.1279
b? manipulace x LPS 0.2152
b? LPS x linie 0.4961
b? linie <0.0001
b? manipulace 0.9288
b? LPS 0.0568
b? manipulace x linie 0.7817
b’ manipulace x LPS 0.856

b? LPS x linie 0.868

4.2.1.4. Imunologické parametry mladat

V experimentu se zvySenou koncentraci avidinu v bilku byla mezi tfetim a Sestym

dnem sledovana reakce mlad’at na LPS (lipopolysacharid) a aktivita komplementu jejich

plazmy. Primérnad délka tarzii a hmotnost mladéte byly jak ve tfetim (R®> = 0.246,
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p <0.0001) tak idruhém (R* = 0.321, p < 0.0001) méfeni silné korelované. Z tohoto
divodu neni vhodné pracovat s nimi ve statistickém hodnoceni jako se dvéma nezavislymi
proménnymi. Pro testovani vlivu lipopolisacharidu (LPS) na fenotyp mlad’at jsem proto
nejprve prevedla jejich hmotnosti a délky tarzu na Z-skoéry (data byla transformovana
samostatné pro 2. a 3. méreni). Pro tato Z-skore, hmotnost a délku tarzu byl dale dosazen
linedrni regresni model. Fitované hodnoty tohoto modelu byly pouZity jako proménna
popisujici télesnou velikost jednotlivych mlad’at arezidualy jako proménna popisujici
relativni hmotnost kontrolovanou na strukturalni velikost. Rozdily mezi télesnou velikosti
a rezidualni hmotnosti pro méfeni pred a po aplikaci LPS byly pouZity jako vysvétlované
proménné v modelu popisujici efekt LPS. Pomoci linearniho mixovaného modelu jsem
tedy testovala vliv LPS na velikost téla (Tabulka 10) a dale na rezidualni hmotnost
(Tabulka 11). Vliv lipopolisacharidu byl pritkazny v obou pripadech, velikost téla byla dale
prikazné ovlivnéna i linii, efekt manipulace s koncentraci avidinu (testovany jako
interakce manipulace x LPS ) nebyl prokazan.

Tabulka 10: Vyznam jednotlivych efektii na velikost téla po aplikaci LPS v GLMM modelu
v experimentu se zvySenou koncentraci avidinu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny

pro ziskani minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory (a = 0.05) zahrnuté
v minimdlnim adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucne.

proménna Adf. X P

LPS 1 20.522 <0.0001
linie 2 6.223 0.0445
manipulace 1 0.869 0.3513
manipulace x linie 2 1.054 0.5904
manipulace x LPS 1 1.000 0.3173
LPS x linie 2 0.469 0.7911

Tabulka 11: Vyznam jednotlivych efektil na rezidudlni hmotnost po aplikaci LPS v GLMM modelu
v experimentu se zvySenou koncentraci avidinu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny
pro ziskani minimdlniho adekvdtniho modelu.

promeénna Ad.f. X p

LPS 1 18.637 <0.0001
linie 2 1.240 0.5381
manipulace 1 0.017 0.8957
manipulace x linie 2 1.893 0.3882
manipulace x LPS 1 2.038 0.1534
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Pomoci linedrnich mixovanych modelt jsem sledovala aktivitu komplementu plazmy
mlad’at. Pro statistické vypocty byly hodnoty aktivity komplementu, tedy ¢asu potfebného
pro usmrceni poloviny luminiscenc¢nich bakterii E. Coli, logaritmicky transformovany.
Jako parametry velikosti mlad’at byly pouZity, stejné jako v pfipadé vlivu
lipopolisacharidu, velikost téla arezidudlni hmotnost. Zpétnym odstranovanim
nevyznamnych parametrti z modelu byl ziskdn minimalni adekvatni model (Tabulka 12).
Aktivita komplementu krevni plazmy byla v dalSim kroku sledovana nezavisle u mlad’at
z vajec se zvySovanou koncentraci avidinu v bilku (A d.f. = 1, x* = 8.612, p = 0.0033), kde
aktivita komplementu priikazné klesala s rostouci hmotnosti. U kontrolnich mlad’at byl sice
neprikazny (A d.f. = 1, x> = 2.751, p = 0.0972), pfesto opacny trend — s rostouci hmotnosti
rostla i aktivita komplementu (Graf 8).

Tabulka 12: Vyznam jednotlivych efektii na aktivitu komplementu v GLMM modelu pro experiment
se zvySenou koncentraci avidinu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdany pro ziskdni

minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory (a = 0.05) zahrnuté v minimdInim
adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucné.

proménna Adf. X p
velikost 1 2.418 0.12
manipulace 1 0.777 0.3780
manipulace x velikost 1 8.538 0.0035
linie 2 0.516 0.7752
manipulace x linie 2 3.167 0.2052
rezidualni hmotnost 1 2.382 0.1227
manipulace x rezidualni hmotnost 1 2.427 0.1193
linie x velikost 2 1.807 0.4052
linie x rezidualni hmotnost 2 0.558 0.7566
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Graf 8: Vliv avidinu na aktivitu komplementu (Cas potiebny pro usmrceni poloviny bakterii
ve vzorku) u manipulovanych (Cervené) a kontrolnich (modre) mlddat v interakci s velikosti
mladéte. Teckované vyznacené 95 % konfidencni intervaly.

Aldivita komplementu

Relativni velikost

4.2.2. Manipulace s koncentraci lysozymu v bilku

4.2.2.1. Uspésnost lihnuti

Pomoci GLMM jsem testovala, zda je pravdépodobnost lihnuti ovlivnéna zvySenou
koncentraci lysozymu v bilku vajec LG linie kfepelky japonské. Do plného modelu byla
zahrnuta také vaha vejce. Replikace daného pokusu, ze kterého jednotliva vejce pochazela,
byla vmodelu zahrnuta jako ndhodny efekt. Pfimy vliv manipulace lysozymem
(Tabulka 13) na tspésnost lihnuti nebyl signifikantné prokdzan. VIliv manipulativniho
zvySovani koncentrace proteinu nebyl priikazny ani v interakci s dalSimi vysvétlujicimi

proménnymi zahrnutymi do modelu.
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Tabulka 13: Vyznam jednotlivych efektti na tispésnost lihnuti v GLMM modelu pro experiment
se zvysenou koncentraci lysozymu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny pro ziskdni
minimdlniho adekvdtniho modelu.

proménna Addf. X P

vaha vejce 1 2.1747 0.1403
manipulace 1 0.6787 0.4101
vaha vejce x manipulace 1 0.5891 0.4428

V dalsim kroku jsem pomoci linedrnich modelG analyzovala vliv manipulace
s koncentraci lysozymu v bilku nadélku inkubace. Index lihnuti v experimentu
se zvySenou koncentraci lysozymu v bilku byla ziskan pouze pro jeden manipulativni set
vajec. Do modelu byla kromé efektu manipulace zafazena opét i vaha vejce, prikazny vliv
na délku inkubace byl vSak nalezen pouze pro efekt manipulace s koncentraci lysozymu
(Fa4) = 4.158, p = 0.0478) (Graf 9). Hmotnost vejce (Fu41) = 0.135, p = 0.715), ani
v interakci s lysozymovou manipulaci (F .40 = 0.01, p = 0.9224) prtikazna nebyla.

Graf 9: Relativni Cas lihnuti (délka inkubace) pro vejce s experimentdlné zvysenou koncentraci
lysozymu (sloupec LSM) a pro kontrolni vejce (sloupec PBS).
Chybové usecky odpovidaji stfedni chybé rozdilu.
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4.2.2.2. Rlstové parametry mladat

Fenotyp mladat byl pozorovan iu manipulativniho experimentu s koncentraci
lysozymu ve vejcich kiepelky japonské (Coturnix japonica), mlad’ata byla morfometricky
meéfena z technickych divodt pouze deset dnti (4 méreni, Tabulka 3).

V prvnim kroku jsem pomoci linedrniho mixovaného modelu sledovala ristové

parametry mlad'at pfi vylihnuti, manipulace byla opét pouZita jako kategorialni vysvétlujici
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proménna. Hmotnost mladéte a primérna délka tarzu v prvnim méfeni byly pomérné slabé
korelované (R? = 0.081, p = 0.0061), a proto byly pouZity jako dvé vysvétlované proménné
ve dvou nezavislych skupindch modelt. Signifikantni efekt na hmotnost mlad’at a délku
tarzu byl prokazan pouze pro vahu vejce (Tabulka 14), vliv manipulativné zvySené
koncentrace lysozymu na morfometrické parametry mlad’at pti vylihnuti nebyl prokazan.

Tabulka 14: Vyznam jednotlivych efektii na riistové parametry pri vylihnuti v GLMM modelu pro
experiment se zvySenou koncentraci lysozymu v bilku. Nevyznamné parametry byly odstrariovdny

pro ziskdni minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory (a = 0.05) zahrnuté
v minimdlnim adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucné.

hmotnost tarzus
proménna Adf. ¥ P X p
vaha vejce 1 80.736 <0.0001 11.105 0.0009
manipulace 1 0.071 0.7899 0.709 0.3997
vaha vejce x manipulace 1 0.061 0.8054 0.280 0.5965

Na rozdil od avidinové manipulace jsem pro analyzu ristové krivky u mladat
v experimentu, kde bylo manipulovano s koncentraci lysozymu v bilku, vzhledem
k malému pocCtu opakovanych meéreni jednotlivych mladat (4) pouzila jednoduchy
exponencialni model (hmotnost / tarzus = ao * exp (r - Cas)), ktery byl lepSi neZ dvé
testované alternativy (Tabulka 15) pro oba sledované parametry — hmotnost i délku tarzu.
Stejné jako u avidinu nebyl efekt manipulace na rtist mlad’at prokazan (Tabulka 16).

Tabulka 15: Porovndni modelt rtstové krivky pro hmotnost mlddat pomoci AIC, nejvhodnéjsi
model je zobrazen tucné.

nazev modelu rovnice df. AIC

linearni model hmotnost / tarzus = a + b - Cas 2 2397.512
kvadraticky model hmotnost / tarzus = a + b1 - Cas + b2 - Cas? 3 2323.862

exponencialni model hmotnost / tarzus = a, - exp (r * €as) 2 2187.902

Tabulka 16: Efekt jednotlivych proménnych na hmotnost mlddat v exponencidlnim modelu.
Nevyznamné parametry byly odstrariovdny pro ziskdani min. adekvdtniho, resp. nulového modelu.

parametr proménna P

ao manipulace 0.3073
ao LPS 0.5641
ao manipulace x LPS 0.8528
r manipulace 0.8618
r LPS 0.4192
r manipulace x LPS 0.4520
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4.2.2.3. Imunologické parametry mladat

V experimentu se zvySenou koncentraci lysozymu v bilku byla opét mezi tfetim
a Sestym dnem sledovana reakce mlad’at na LPS (lipopolysacharid) a aktivita komplementu
jejich plazmy. Testovani vlivu lipopolisacharidu (LPS) na velikost mlad’at bylo provedeno
obdobné jako v pripadé manipulace avidinem vzhledem k silné korelaci hmotnosti a délky
tarzu pro druhé (R* = 0.518, p < 0.0001) i tfeti méfeni (R* = 0.662, p < 0.0001). Nejprve
jsem prevedla velikost mlad'at, resp. jejich hmotnosti a délky tarzu na Z-skére pro kaZzdého
jedince. Pro tato Z-skore, hmotnost a délku tarzu byl dale dosazen linearni regresni model,
jehoz fitované hodnoty byly pouZity jako vysvétlovand proménna popisujici télesnou
velikost arezidualy jako proménna popisujici relativni hmotnost kontrolovanou
na strukturdlni velikost. Rozdily mezi télesnou velikosti (Tabulka 17) a rezidualni
hmotnosti (Tabulka 18) pro méfeni pred a po aplikaci LPS byly pouZity jako vysvétlované
proménné v linedrnim mixovaném modelu popisujici efekt LPS. Replikace daného pokusu,
ze kterého jednotliva vejce pochazela, byla zahrnuta jako nahodny efekt. Vliv aplikace
lipopolisacharidu byl prikazny pouze v pripadé velikosti téla, ne vSak pro rezidualni
hmotnost. Efekt zvySené koncentrace lysozymu v bilku nebyl prokadzan v Zadném
z testovanych modelt.
Tabulka 17: Vyznam jednotlivych efektii na velikost téla po aplikaci LPS v GLMM modelu
v experimentu  se zvysenou koncentraci lysozymu v bilku. Nevyznamné parametry byly

odstrariovdny pro ziskani minimdlniho adekvdtniho modelu. Statisticky vyznamné faktory
(o = 0.05) zahrnuté v minimdlnim adekvdtnim modelu jsou zobrazeny tucné.

proménna Adf. X P

LPS 1 17.553 <0.0001
manipulace 1 1.693 0.1932
Manipulace x LPS 1 2.377 0.1692

Tabulka 18: Vyznam jednotlivych efektti na velikost téla po aplikaci LPS v GLMM modelu
v experimentu se zvySenou koncentraci lysozymu v bilku. Nevyznamné parametry byly
odstrariovdny pro ziskani minimdlniho adekvatniho modelu, resp. nulového modelu.

promeénna Adf. X p

LPS 1 0.723 0.3951
manipulace 1 0.013 0.9093
Manipulace x LPS 1 0.681 0.4092

Pomoci linearniho mixovaného modelu jsem testovala aktivitu komplementu plazmy

mlad’at den po aplikaci LPS. Pro statistické vypocty byly hodnoty aktivity komplementu,
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tedy Casu potfebného pro usmrceni poloviny luminiscencnich bakterii E. Coli, logaritmicky
transformovany. Zpétnym odstraiiovanim nevyznamnych parametrii z modelu byl ziskan
minimalni adekvatni model. Vliv zvySené koncentrace lysozymu ve vejci ani dalSi
parametry zahrnuté do modelu nemély priikazny vliv na aktivitu komplementu mlad'at
kiepelky japonské (Tabulka 19).

Tabulka 19: Linedrni mixovany model pro vliv na aktivitu komplementu. Nevyznamné parametry
byly odstrariovdny pro ziskdni minimdlniho adekvdtniho modelu, resp. nulového modelu.

proménna Adf. X p

manipulace 1 0.199 0.6554
hmotnost 1 0.728 0.3935
tarzus 1 0.145 0.7029
manipulace X velikost 1 0.189 0.6639
manipulace x rezidualni hmotnost 1 2.664 0.1026
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5. Diskuze

5.1. Variabilita v koncentraci avidinu u tfi linii kiepelky japonské

Slechténych na riiznou rychlost ristu

Primérné koncentrace avidinu v bilku vajec kiepelky japonské se prokazatelné liSily
pro jednotlivé linie, které byly pouZivany v experimentu s manipulativhim zvySovanim
tohoto proteinu v bilku. HG, K a LG linie jsou charakterizovany riznymi tvary riistové
kiivky (viz Hyankova et al., 2001). Rozdilnd rychlost embryogeneze téchto linii vede
zejména kristovym rozdilim mezi liniemi béhem prvniho tydne po vylihnuti
(Hyankova et al., 2004), kde LG linie roste nejrychleji a HG nejpomaleji. Ackoliv typ linie
nebyl vtéto praci hlavnim faktorem testovanym ohledné vlivu na riistové parametry
mladat pfi vylihnuti a v priibéhu experimentu, byl tento faktor zahrnut do vétSiny modelt
a vysledky vykazuji konzistentni charakter pro vliv jednotlivych linii — HG, K aLG
(Tabulky 7, 9 a 10). Pfedpoklad, Ze vejce mlad’at s nizsi rychlosti rtistu (linie HG) budou
obsahovat vyssi koncentrace avidinu, ktery by vzhledem k jeho schopnosti vazat rlstovy
prekurzor biotin (Board & Fuller, 1974) mohl ovliviiovat pribéh embryogeneze a pripadné
vysvétlovat mensi rstové parametry pfi vylihnuti u téchto mlad’at (Dakshinamurti, 2005),
vSak nebyl potvrzen. Pro koncentrace avidinu byl nalezen presné opacny trend, neZ jsou
predikce této hypotézy: HG linie obsahovala nejnizSi primérné koncentrace tohoto
proteinu, zatimco LG linie obsahovala primérné az trikrat vyssi koncentrace (Graf 3). Tyto
vysledky proto nepotvrzuji zavéry nékterych predchozich studii, které naznacuji, Ze
rychlost ristu mlad’at miZe byt na mezidruhové/mezipopulacni Grovni ovlivnéna rozdilnou
depozici nékterych maternalnich efektli, jako tfeba androgenti (napf. Schwabl, 1996a;
Eising et al., 2001; Pilz et al., 2004; Groothius et al., 2005b). Urychleni riistu zpiisobené
témito maternalnimi efekty vSak miiZe prinaset i jisté nevyhody predevsim v podobé
nedostate¢ného dozrani nékterych funkci jako je imunitni systém (Andersson et al., 2004).
Priimérné vyssi koncentrace avidinu v bilku linie LG (zvySena rychlost riistu) by mohla byt
vysvétlena potencidlné kompenzacnim efektem avidinu na imunitu LG jedince, ktera
mohla byt z dGvodu rychlého ristu potlacovana (Lochmiller & Deerenberg, 2000).
Vzhledem k manipulativhimu charakteru experimenti popsanych v této praci vSak nelze
zjistit, zda maji prirozené koncentrace avidinu v bilku jednotlivych linii skutecné vliv

na imunitu mlad’at pfipadné na dalsi fenotypové znaky.
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5.2. Riziko mikrobialni infekce a tspésnost lihnuti

Riziko mikrobidlni infekce byva povazovano vedle predace za hlavni faktor ovliviiujici
uspésnost lihnuti u ptaka (Pinowski et al., 1994, Godard et al., 2007). Z tohoto diivodu se
u ptakt vyvinula celé fada fyziologickych, morfologickych a behavioralnich mechanismi,
které maji za ukol chranit embryo pted infekci — napiiklad optimalizace velikosti sniisky
(Cooper et al., 2005) nebo inkubac¢ni chovani (Godard et al., 2007). Jednim z téchto
mechanismi je i pfenos maternalnich antimikrobialnich proteini do vajecného bilku, které
pravdépodobné mohou chranit vyvijejici se embryo pred bakterialni infekci (Wellman-
Labadie et al., 2008). Dosavadni empiricka podpora pro tuto hypotézu je vSak prekvapivé
pomérné chaba. VétSina praci, které se touto problematikou zabyvaly, se zamérovala
predevsim na korelativni vztah mezi koncentracemi téchto proteind v bilku a exogennimi
faktory prostredi, o kterych se predpoklada, Ze maji vliv i nariziko bakterialni infekce
(Horrock, 2011). Témito faktory jsou napriiklad vzduSna vlhkost nebo teplota
(Beissinger et al., 2005). Naproti tomu mné neni (kromé této prace) znama Zadna studie,
ktera by primo testovala vztah mezi koncentracemi antimikrobidlnich proteini ve vejci
a prevalenci bakterialni infekce, potazmo vlivem téchto dvou faktort na lihnivost.

Samostatny vliv koncentrace v této praci sledovanych antimikrobidlnich proteint
(avidinu, lysozymu a ovotransferinu) ve vejci kachny divoké na riziko mikrobidlni infekce
ve vejci nebyl signifikantné prikazny, avSak pfirozené koncentrace vSech tfi druhti
antimikrobialnich proteinti vykazovaly vyraznou negativni korelaci s pravdépodobnosti
pritomnosti bakteridlni infekce ve vejcich (Graf 5). Pravdépodobnost bakteridlni infekce
byla u jedincii s nejniZsimi koncentracemi antimikrobialnich proteinti zhruba dvojnasobna
v porovnani s jedinci s nejvySSimi koncentracemi. Navic, pokud predpokladame,
Ze jednotlivé proteiny maji aditivni efekt na riziko bakterialni infekce, potom vztah mezi
rizikem bakteridlni infekce a antimikrobialnim potencidlem bilku (definovanym jako suma
normalizovanych koncentraci jednotlivych proteini v daném vejci) vyjde signifikantné.
Vzhledem k podobnému sklonu regresnich kfivek pro jednotlivé proteiny se zda tento
predpoklad aditivity jako opodstatnény. Antimikrobialni obrana v tomto pripadé se tedy
zda byt komplexnim mechanismem, zejména vzhledem k odliSné antimikrobialni aktivité
jednotlivych sledovanych proteind. Avidin a ovotransferin svymi vlastnostmi vazat biotin,
resp. Zelezo, které jsou nezbytné pro proliferaci mikroorganismti, ptisobi spiSe
bakteriostaticky (Wellman-Labadie et al., 2008). Spolecné s lysozymem, ktery je schopny
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primé lytické aktivity predevSim na sténu G+ bakterii (Callewaert & Michiels, 2010), maji
tyto proteiny primy vliv na pravdépodobnost mikrobidlni infekce ve vejci. Vzhledem
k naprosto odliSnym mechanismim, kterymi jednotlivé proteiny ovliviiuji proliferaci
bakterii by bylo vhodné v dalSim kroku studovat vztah mezi koncentracemi jednotlivych
proteini a taxonomickym sloZenim mikrobialni komunity ve vejcich.

Stejné jako v pripadé rizika mikrobidlni infekce byl pozorovan pozitivni efekt
spolecného ptisobeni avidinu, lysozymu a ovotransferinu na tspésnost lihnuti u kachny
divoké (Graf 6). To naznacCuje, Ze koncentrace antimikrobidlnich proteinti ovliviiuje
uspésnost lihnuti prostfednictvim redukce bakteridlni infekce. AvSak vzhledem k neCekané
neprikaznému vlivu mikrobialni infekce na uspésnost lihnuti nelze s jistotou predpokladat,
Ze vliv koncentrace antimikrobialnich proteinti na lihnivost byl zptlisoben pouze jejich
antimikrobialni aktivitou. Vzhledem k pleiotropnim vlastnostem napriklad avidinu
Ci ovotransferinu je mozné, Ze vyssi lihnivost byla ovlivnéna nezavisle na schopnostech
téchto proteinii sniZovat riziko infekce a mohla byt zplsobena jinymi mechanismy.
Co se tyCe samostatného vlivu antimikrobidlnich proteinti na uspésnost lihnuti byl
zaznamenan slaby efekt pouze pro koncentraci ovotransferinu. Podobna pozitivni korelace
byla pozorovana iv pfipadé lysozymu usamic koroptve polni krmenych potravou
obohacenou o karotenoidy. Tato dieta zvySovala koncentraci lysozymu v bilku vajec, jezZ se
projevila vyssi uspésnosti lihnuti (Cucco et al., 2007), ackoliv v tomto pripadé lze téZko
poukazovat na jednoznacny efekt lysozymu a mtlize se spiSe jednat o vedlejsi efekt
karotenoidové diety. V jinych studiich nebyl pfimy vztah mezi pfirozenymi koncentracemi
antimikrobialnich proteinti v bilku a tspéSnosti lihnuti doposud pozorovan. Na rozdil
od ostatnich studii vénujici se nezavisle témto proteintim a faktordm ovliviiujicim lihnivost
(napf. Horrock, 2011), byly v mé diplomové praci ziskany informace o koncentracich
antimikrobialnich proteinti i ispéSnosti lihnuti pro kazdé jednotlivé vejce.

UrcCitou vypovédni hodnotu o vlivu antimikrobidlnich proteini na lihnivost
(at’ uz prostfednictvim redukce bakteridlni infekce, nebo prostiednictvim jiného
mechanismu) by mohla mit iexperimentalni cast diplomové prace, ve které byla
experimentalné zvySovana koncentrace avidinu a lysozymu v bilku kfepelky japonské.
Zadny primy efekt nalihnivost ale tyto pokusy nenaznacuji (Tabulka 6). Negativni
vysledek vSak miZe byt zplisobeny Castecné i designem experimentu, ktery neprobihal
v pfirozeném prostiedi, a vejce tedy nebyla vystavena prili§ velkému riziku infekce ani
dalsi typiim stresovych faktort jako naptiklad vystaveni sniiSky nepfiznivym podminkam
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vnéjsiho prostfedi. Na druhou stranu i v prostfedi chovii, kde experiment probihal,
se mikroorganismy pfirozené vyskytuji a experimentalni vejce nebyla proti infekci nijak
oSetfovana. V dalSich experimentech by bylo proto vhodné manipulovat jak
s koncentracemi jednotlivych antimikrobialnich proteint, tak i s mirou rizika bakteridlni

infekce.

5.3. Inkubace a riistové parametry mlad'at

Vzhledem k moZnému pleiotropnimu ptisobeni avidinu zprostfedkovanému silné
specifickou vazbou na biotin, mfiZe mit tento protein vliv i na pribéh embryogeneze
a vysledny fenotyp mlad’at. Vyvazovani volného biotinu miiZe mit jednak bakteriostaticky
ucinek, ale nedostatek tohoto vyznamného ristového prekurzoru by mohl ovliviiovat
i vyvijejici se embryo. Oproti témto predikcim nebyl zaznamenéan zZadny jednoznacny efekt
avidinové manipulace na délku inkubace vajec. AvSak mladata ztéZSich vajec
po manipulativhim zvySeni koncentrace avidinu v bilku méla tendenci lihnout se pozdéji
neZz mlad’ata z vajec lehCich, zatimco pro nemanipulovana vejce nemeéla jejich vaha
na délku inkubace vliv (Graf 7). Vliv avidinu na embryogenezi prostfednictvim jeho
schopnosti vyvazovat biotin byl pozorovan predevSim usavci (Watanabe, 1993),
kde deficience biotinu zptisobovala u embryi vyrazné naruSeni vyvoje, casto koncici smrti
embrya. V naSem experimentu nebyl zaznamenan letalni vliv zvySené koncentrace avidinu
ve vejci, cemuZ bylo zabranéno manipulaci ve fyziologickém rozmezi koncentrace tohoto
proteinu zjiSténého pro naS modelovy druh. Neni vSak jisté, zda prodlouZena doba
embryogeneze nebyla vice ovlivnéna hmotnosti vejce, jeZ je u mnoha druht faktorem
ovliviiujicim délku inkubace (napf. Magrath, 1992; Meathrel et al., 1993; Deeming, 2002;
Adamou et al., 2009).

Efekt prirozené vyssi koncentrace avidinu v bilku na fenotyp mlad’at byl zatim
CasteCné pozorovan pouze uracka stfedomoiského, kde v Casné postembryondlni fazi
snizoval délku tarzu (Bonisoli-Alquati et al., 2010). Nami experimentalné zvySena
koncentrace avidinu v bilku vajec kiepelky japonské vSak neméla na rlistové parametry
vliv v Zadném z provadénych méreni po dobu dvou tydni.

Délka inkubace byla prodlouZena i manipulativhé zvySenou koncentraci lysozymu
v bilku vajec kiepelky japonské (Graf 9). Prestoze tento efekt nebyl zptisobeny napriklad
pritomnosti odlehlych bodi, velikost vzorku (ve smyslu ,effect size“) byla pomérné mala.

Mechanismus ptisobeni lysozymu na délku inkubace lze vSak jen téZzko odhadovat
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vzhledem k nedostatku studii vénujicich se této problematice. Na rozdil od avidinu také
neni pro tento protein znama jind neZ antimikrobialni funkce (Callewaert & Michiels,
2010), coz naznaCuje jediné mozny vliv lysozymu na pribéh embryogeneze skrze
bakterialni infekci ve vejci. BohuZel existuji jen studie, které prokazuji pozitivni efekt
lysozymové diety na rychlost ristu u dospélych ptakt, ktery je pravdépodobné dan
zefektivnénim traviciho traktu prostfednictvim antimikrobidlnich vlastnosti tohoto proteinu
(Humphrey et al., 2002). Pokud by byla manipulaci prekrocena limitni koncentrace tohoto
proteinu ve vejci, mohl by mit letalni efekt, jelikoZ by dochazelo k odstrafiovani bakterii
vyhodnych pro traveni, napfiklad rodu Lactobacillus nebo Lactococcus, coZ jsou na
aktivitu lysozymu citlivé G+ bakterie (Callewaert & Michiels, 2010). PotlaCovani téchto
bakterii v travicim traktu v pozdni fazi embryogeneze by mohlo hrat roli v metabolismu
a vyuziti Zivin ze Zloutku u vyvijejiciho se embrya, coZ mohlo vést ke zpomalenému
vyvoji v podobé prodlouZené doby inkubace. Nicméné tato domnénka je ryze spekulativni,
neni totiz jisté, zda-li jsou bakterie pfitomny v travicim traktu v priibéhu embryogeneze
ajestli je lysozym schopen pronikat do embrya a piisobit najeho metabolismus.
Hypotetickou schopnost lysozymu ovliviiovat délku inkubace prostfednictvim svého
baktericidniho ucinku, by bylo vhodné testovat napriklad pomoci manipulativnich
experimentl s koncentraci tohoto proteinu v bilku a analyzy slozeni mikrobialni komunity
v travicim traktu Cerstvé vylihlych mlad’at.

V experimentu se zvySenou koncentraci lysozymu v bilku nebyl apriori efekt
koncentrace tohoto proteinu na morfometrické parametry mlad’at predpokladan, ani zde
tedy experimentdlni zvySeni tohoto proteinu ve vejci nemélo na fenotyp mlad’at efekt.
VySe zminéna studie uracka stfedomotského (Bonisoli-Alquati et al., 2010) vSak
poukazuje ina pozitivni korelaci mezi koncentraci lysozymu v plazmé mlad’at a délkou
tarzu. Jestli je ovSem tento vztah odrazem koncentrace lysozymu v bilku, ¢i se jedna pouze
o efekt dobrého vyZivového stavu, ktery mda vliv na morfometrické parametry

i na koncentraci lysozymu v plazmé neni doloZeno.

5.4. Imunologické parametry mladat

Dlouhodoby vliv materndlnich efekti na imunitu mldd’at byl prokazan napriklad
u androgenti (viz Groothuis et al., 2005a), kde je tento efekt zpiisoben pozitivnim vlivem
hormonti na rtist arychlost metabolismu. Rist ptakli i vyvoj imunity jsou energeticky

velmi naro¢né faze ontogeneze (Lochmiller a Deerenberg, 2000), coZz miZe vzhledem

46



k vySe naznaCenym vysledkiim vlivu avidinu a lysozymu na pribéh embryogeneze (nikoli
vSak pfimo nartst), kdy je utvafen imunitni systém jedince, zfejmé zptisobovat
i dlouhodoby efekt zvySené koncentrace téchto proteini v bilku na imunitu mladat.
Experimentalné zvySena koncentrace avidinu v bilku neméla obecné vliv na aktivitu
komplementu vylihlych mladat. OvSem v interakci s velikosti vykazovala mladata
z manipulovanych vajec srostouci hmotnosti nizZsi aktivitu komplementu, zatimco
u mlad’at z kontrolnich vajec byl pozorovan opacny trend (Graf 8).

Neptiznivé podminky béhem embryonalniho vyvoje, naptiklad suboptimalni inkubacni
teplota, pfitomnost patogenti nebo nutri¢ni stres maji umnoha druhG negativni vliv
na fyziologii, preZivani a reprodukcni uspéch v dospélosti (napt. Lindstrom, 1999).
Zaroven bylo zjisténo, Ze dlouhodobé disledky nepriznivych podminek v casném vyvoji se
meéni v zavislosti na kvalité prostfedi, jemuZ je vystaven dospély jedinec (viz review
Monaghan, 2008). V prvnim pfipadé bylo prokazano, Ze mlad’'ata vylihla za Spatnych
podminek trpéla suboptimalnim vyvojem i v dospélosti, bez ohledu na kvalitu Zivotniho
prostiedi (Grafen, 1988; Monaghan, 2008). Na druhou stranu nékteré studie zjistily, Ze
dlouhodobé ucinky vyvojového stresu zlstavaji za pfiznivych podminek v dospélosti
skryty a fyziologickd reakce tedy neni dusledkem kvality jedince. Pokud ale dojde
ke zhorSeni Zivotnich podminek, rozdily v kvalité jedinct se na jejich fyziologické reakci
odrazi anakonec mohou vést azZ k rozdilné uspésSnosti preZiti (Lens et al., 2002;
Talloen et al., 2010). Ve tfetim pripadé se dospéli jedinci, ktefi byli vystaveni nepfiznivym
podminkam béhem cCasného vyvoje, vyrovnavaji s podobné stresovymi podminkami 1épe
vzhledem k predchozi zkuSenosti (Monaghan, 2008).

Je mozZné, Ze vyvijejici se mladata oSetfena avidinem prizptisobovala a potlacovala
svlij imunitni systém natkor kompenzacnich investic do ristu, ktery vzhledem
k nedostupnosti biotinu mohl probihat suboptimalné, ackoliv efekt tohoto proteinu
na ristové parametry pri vylihnuti nebyl zaznamenan. Takto znevyhodnény imunitni
systém by se u rostouciho jedince za pfiznivych podminek neprojevil. Pokud vSak byly
navozeny nepriznivé podminky, v naSem pripadé vyvolané aplikaci lipopolysacharidu
(LPS), ktera u vSech jedinct vedla ke sniZzeni hmotnosti (u mlad’at z manipulovanych vajec
i u kontrolnich), mohlo se znevyhodnéni imunitniho systému béhem embryogeneze
projevit. Imunitni systém jedinci z kontrolnich vajec, ktery nebyl vystaven vyvojovému

N4

nakladny imunitni systém). AvSak mlad’'ata z manipulovanych vajec vykazovala opacny
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trend. ZhorSené podminky (vtomto pripadé sniZenda hmotnost) vedly u mladat
z manipulovanych vajec klepSi reakci imunitniho systému. Naopak imunitni systém
téZSich jedinct zistal na stejné (tedy jiZz od embryonalniho stresu ,nizko“ nastavené)
urovni. S témito vysledky koresponduje i dfive zminény efekt zvySené koncentrace avidinu
v bilku vejce kirepelky japonské, jeZ v interakci s vahou prodluZovala délku inkubace. Tato
hypotéza je vSak pouze jednim z mozZnych vysvétleni i vzhledem k méfené imunitni reakci.
Aktivita komplementu je sama o sobé imunitni kaskadou, jeZ vede ke zniceni
nespecifického patogenu (v naSem pripadé luminescencni bakterie E. Coli) a neni zfejmy
mechanismus vlivu zvySené koncentrace avidinu v bilku na tuto komplexni imunitni
reakci.

Dlouhodoby efekt zvySené koncentrace lysozymu na fenotyp mlad’at, jehoZz
predpokladem by byl i prenos tohoto proteinu do téla vylihlych mlad’at (Saino et al., 2002)
nebyl potvrzen. PrestoZe stejné jako uavidinu byl zaznamenan vliv na pribéh
embryogeneze, resp. prodlouZenou dobu inkubace, vliv zvySené koncentrace lysozymu

na nespecifickou imunitu mlad’at nebyl prokazan.
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6. Zavér

V této praci jsem se za pomoci korelativnich pristupt i manipulativnich experimenti
pokusila zjistit jaky vliv maji maternalni antimikrobialni proteiny v bilku prekocialnich
ptaki na riziko mikrobidlni infekce a tispéSnost lihnuti. Vzhledem k nékterym specifickym
vlastnostem téchto proteinii jsem se dale zameéfila i na jejich ucinek na vysledny fenotyp
mladat. Pozornost jsem vénovala tfem hlavnim antimikrobidlnim proteinim bilku —
avidinu, lysozymu a ovotransferinu.

Vejce s vyssi koncentraci jednotlivych antimikrobialnich proteind méla vyrazné nizsi
riziko mikrobidlni infekce, tento efekt ale nebyl statisticky prikazny. Efekt
antimikrobialnich proteint je vSak prikazny pokud predpokladame jejich aditivni efekt,
jejich spolecné pisobeni prokazatelné sniZovalo pravdépodobnost bakterialni infekce
ve vejci. Stejné vysledky byly ziskany i pro vliv na lihnivost, kde antimikrobialni proteiny
spolecné zvySovaly tispéSnost lihnuti. Vzhledem k neprikaznému vlivu bakterialni infekce
na lihnivost vSak nelze s jistotou Fici, zda byla vySSi tspéSnost lihnuti ovlivnéna
antimikrobiadlnimi vlastnostmi sledovanych proteinti, nebo jinymi mechanismy jejich
ucinku.

Pfimy dopad experimentalné zvySené koncentrace avidinu a lysozymu
na morfometrické parametry mlad’at (hmotnost, délka tarzu) nebyl prokazan. AvSak
vysledky naznacuji, Ze avidin pravdépodobné miZe zptisobovat zmény v embryogenezi,
které maji vliv na délku inkubace a nespecifickou imunitni odpovéd.

Mladata z téZSich vajec se po manipulativnim zvySeni avidinu v bilku lihla pozdéji,
na rozdil od nemanipulovanych, kde vaha vejce neméla vliv. Stejné tak mlad’ata vylihla
z vajec se zvysenou koncentraci avidinu vykazovala nizsi aktivitu komplementu s rostouci
hmotnosti. U mlad’at z kontrolnich vajec byl pozorovan opacny trend. V obou pfipadech
bude pravdépodobné hréat roli vlastnost avidinu vazat biotin, ktery je vyznamnym ristovym
prekurzorem. ZvySena koncentrace lysozymu v bilku také vedla k prodlouZené dobé
inkubace, mechanismus ptisobeni tohoto proteinu na pribéh embryogeneze vsak lze jen
téZko odhadovat. V dalSim pribéhu experimentu pak manipulace s koncentraci lysozymu
nemeéla na fenotyp mlad’at priikazny vliv.

Z vysledkl této prace vyplyva, Ze sledované proteiny ptaciho bilku maji primarné
antimikrobidlni funkci amohou ovliviiovat inespecifickou imunitu mlad’at. Vliv
na ristové parametry mlad’at se nepodarilo prokazat, coz miZe byt zpisobeno i dalSimi

faktory, které nebylo mozné s ohledem na usporadani experimentti sledovat. Vzhledem
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k vysledkiim této prace by dalsi manipulativni experimenty s koncentracemi téchto
proteinii a infekéni zatézi mély byt zaméreny predevSim na detailni popis jejich
mechanismi pisobeni, které nejsou zatim pfiliS znamy. Vétsi pozornost by méla byt

vénovana i faktortim prostfedi ovliviiujicim jejich pfirozené koncentrace v bilku.
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