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Abstrakt

Jak béhem ovogeneze, tak ihned po sneseni je ptaci vejce vystaveno silnému
tlaku ze strany mikroorganismu, které jsou schopny pronikat pory ve skotapce
a infikovat jeho wvnitini struktury. Vzhledem k prokdzanym negativnim dopadim
na lihnivost, zivotaschopnost a fenotyp mladat se vyvinula kaskada bariér,
které dokazou riziko bakterialni infekce minimalizovat. Za jedny z nich se povazuje
depozice antimikrobidlnich slozek do skotapky a bilku vejce. Jednd se o celou fadu
bilkovych proteini, mezi nimiz svym zastoupenim a antimikrobialnim efektem
dominuji lysozym a ovotransferin, které jsou uklddany caste¢né 1 do skorapky
a kutikularni vrstvy skofapky. Z nejnovéjSich studii vyplyva, Zze se antimikrobidlni
obranu vejce mohou zprostiedkovavat také skotapkové pigmenty — biliverdin
a protoporfyrin, které zvySenou absorpci UV zareni a regulaci vodivosti a sraZeni
vodnich par na povrchu vejce brani jeho kolonizaci mikroorganismy. Pfestoze je
pritomnost téchto antimikrobidlnich slozek v riznych strukturach vejce prokazana, neni
dosud zndma komparativni studie zabyvajici se vztahem mezi depozici vybranych
antimikrobidlnich slozek do povrchovych — skofdpka a kutikula, a vnitinich struktur
vejce — bilek, u vajec s rizné barevnou skoiapkou. Rovnéz chybi uspokojiva odpoved
na otazku, jakou roli v procesu deponace antimikrobidlnich slozek hraji androgenni
hormony.

V této praci jsme se zaméfili na zkoumani vzjemnych vztaht dvou klicovych
a nejhojnéji studovanych antimikrobialnich proteini — lysozymu a ovotransferinu,
ukladanych do bilku, a pigmentu protoporfyrinu IX, deponovaného do kalcifikované
skotapky 1 proteinoveé kutikuly. Pro lepSi pochopeni fyziologického pozadi téchto
interakci jsme rovnéz analyzovali koncentrace steroidnich hormoni v bilku
(kortikosteronu, progesteronu, testosteronu, pregnenolonu a 17 hydroxypregnenolonu),
které¢ odrazi fyziologicky stav samice 1 zmény v jejim prostiedi béhem ovogeneze.
Jako modelovy druh pro studium vnitrodruhové variability v pigmentaci skofapky
ajejiho vlivu na celkovy antimikrobialni potencial rtizné¢ barevnych vajec jsme
analyzovali vejce 24 plemen kura domaciho (Gallus gallus domesticus), lisicich se
barvou skotapky.

Nase studie prokazala, Ze koncentrace obou antimikrobidlnich proteint v bilku

souvisi s barvou skofdpky. Nejvyssi koncentrace obou proteinli vykazovala vejce
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m¢ela vejce s bilou a modrou skotapkou. Zajimavym zjisténim také byl na barvé vejce
zavisly vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku a koncentraci protoporfyrinu
v kutikularni vrstvé skofapky. Zatimco u bilych vajec se s klesajici koncentraci
protoporfyrinu v kutikule koncentrace lysozymu v bilku zvySovala, u krémovych
a tmaveé hnédych vajec tomu bylo naopak. Tento vysledek mize naznacovat mozny
trade-off pfi investicich do antimikrobialniho potencidlu povrchovych a vnitinich
struktur vejce u ptakd srizné zbarvenou skoifapkou, ktera Casto souvisi s typem
hnizdéni, kdy bilad vejce jsou doménou piedevsim dutinovych ptakli a vejce s rtizné
zbarvenou skofapkou pak kladou druhy hnizdici v otevienych hnizdech

ZnaSich vysledki obecné vyplyva, ze proces deponace lysozymu
a ovotransferinu do bilku jsou na sobé navzijem nezdvislé procesy, kdy deponace
lysozymu je na rozdil od ovotransferinu vice ovlivnéna vlivy prostiedi nez genetickou
predispozici k plemeni. Naopak koncentrace ovotransferinu v bilku se jevi byt vice
pod vlivem genetického pozadi plemene. S timto zjisténim koresponduji i analyzy
vztahu mezi hormondalnim statusem samice v dobé ovogeneze. Koncentrace témét vSech
studovanych androgennich hormoni vykazovaly budto pozitivni (testosteron,
17 hydroxypregnenolon) ¢i negativni (pregnenolon) korelaci s koncentracemi lysozymu
v bilku. Naproti tomu u ovotransferinu nebyly pro zadny z hormoni nalezeny vyznamné
korelace.

Na zéklad¢ zméfenych koncentraci kortikosteronu v bilku se nepodafil
prokazat zadny efekt stresu v dobé ovogeneze na koncentrace antimikrobialnich latek
do riznych struktur vejce. Nicméné negativni korelace mezi koncentracemi
pregnenolonu, jako prokdzaného piimého prekurzoru pro syntézu kortikosteronu
u ptakt, na koncentraci lysozymu v bilku mtize naznacovat zasadni vliv stresu na miru

investic do antimikrobidlniho potencidlu vejce u ptaki.

Klicova slova: vejce, skofapka, kutikula, mikroorganismy, pigmenty, antimikrobialni

proteiny



Abstract

Both during the ovogenesis and immediately after the laying is a bird egg
exposed to strong pressure from the microorganisms which are able to penetrate the egg
through eggshell pores and infect its inner structures. With regard to the proved
negative effects on hatchability, viability and phenotype of offspring, a cascade of
obstacles has evolved which are able to minimize the risk of bacterial infection. The
deposition of antimicrobial components into the eggshell and the egg white is
considered to be one of them. A whole group of egg white proteins belong to them,
among which lysozyme and ovotransferrin, which are also partially deposited into the
eggshell and cuticular layer of the eggshell, dominate with their antimicrobial effect.
The implication of the newest studies is that the microbial protection of the egg can be
also performed by the eggshell pigments — biliverdin and protoporphyrin, which protect
the egg from being colonized by microorganisms with an increased UV light and
regulation of conductivity and water vapour condensation on the egg surface. Even
though the presence of these antimicrobial components in different structures of the egg
has been proved, there is no known comparative study which addresses the relation
between deposition of selected antimicrobial components into surface — the eggshell and
cuticle, and inner egg structures — the egg white, of eggs with variously coloured
eggshells. A satisfactory answer to the question which role in the depositing process of
the antimicrobial components the androgenic hormones play also does not exist.

In this thesis, we focused on the research of mutual relations of two key and
most frequently studied antimicrobial proteins — lysozyme and ovotransferrin which are
deposited into the egg white and into the pigment protoporphyrin IX, which is deposited
into the calcified eggshell and also into the protein cuticle. For better understanding of
the physiological background of their interactions we have also analysed the
concentrations of steroid hormones in the eggshell (corticosteroid, progesterone,
testosterone, pregnenolone and 17 hydroxypregnenolone) which reflect physiological
condition of the hen and the changes in its environment during the ovogenesis. As a
model species for the research of intraspecies variability of the eggshell pigmentation
and its influence on the overall antimicrobial potential of differently coloured eggs we
have analysed eggs of 24 breeds of domestic fowl (Gallus gallus domesticus) which

differ in eggshell colour.



Our research has proved that the concentration of both antimicrobial proteins in
the egg white is related to the eggshell colour. The eggs with cream-coloured eggshells
have shown highest concentration of both proteins, on the other hand the eggs with
white or blue eggshells had the lowest concentration of lysozyme and ovotransferrin.
An interesting finding is the relation between the concentration of lysozyme in the egg
white and concentration of protoporphyrin in cuticular layer of the eggshell which
depends on the eggshell colour. While by the white eggs the concentration of lysozyme
in the egg white increased with the decreasing concentration of protoporphyrin, it was
the other way around in case of cream-coloured and dark brown eggs. This result could
indicate possible trade-off in case of investment in the antimicrobial potential of the
surface and inner structures of bird eggs with variously coloured eggshell which usually
depends on the type of nesting. The white eggs are mainly laid by cavernous birds and
the eggs with variously coloured eggshell are laid by species which nest in open nests.

The results of our research show that the processes of depositing of lysozyme
and ovotransferrin into the egg white are mutually independent processes. As opposed
to the depositing of ovotransferrin, the depositing of lysozyme is more influenced by the
environment than by genetic predispositions of the breed. On the contrary, the
concentration of ovotransferrin in the egg white seems to be more influenced by the
genetic background of the breed. The analyses of the relation between the hormonal
status of the hen during oogenesis also correspond with these findings. The
concentration of almost all studied androgenic hormones demonstrated either positive
(testosterone, 17 hydroxypregnenolone) or negative (pregnenolone) correlation with the
concentrations of lysozyme in the egg white. On the other hand, by ovotransferrin there
were not found significant correlations for any of the hormones.

No effect of stress on the concentrations of antimicrobial substances in
different structures of the egg during the oogenesis was found on the basis of measured
concentrations of corticosterone in the egg white. Nevertheless, the negative correlation
between the concentrations of pregnenolone, as the substantiated direct precursor for the
synthesis of corticosterone by birds, on the concentration of lysozyme in the egg white
might indicate fundamental influence of the stress on the rate of investment into

antimicrobial potential of bird eggs.

Key words: egg, eggshell, cuticle, microorganisms, pigments, antimicrobial proteins
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1. Uvod

Ptaci vejce je fenomén, ktery nema v zivocisné 1isi obdoby. Tato reprodukéni
struktura byla evoluci zformovana k odolnosti vi¢i fyzickému, mikrobidlnimu
I tepelnému utoku z vnéjsiho, Casto agresivniho prostiedi, a zaroven k uspokojeni potieb
vyvijejiciho se embrya (Hincke et al., 2008).

Jedine¢nost ptaciho vejce jisté podtrhuje i jeho specificka stavba a zpusob
vzniku. Sklada se z centralniho zloutku obklopeného bilkem, podskotfape¢nymi blanami
a vapenatou skofapkou, nerovnomémné& pokrytou po celé své plose kutikulou.
to zejména v obsahu Zloutku vzhledem k celkové velikosti vejce (od 15% u terejii az
do vice nez 69% ve vejcich kivi; Sotherland a Rahn, 1987; Gill, 2007). K vytvoieni této
kompozice dochazi pii prichodu zralého a vétSinou oplozeného vajicka vejcovodem.
Tvorba vejce trva obvykle okolo 24 h, ale muze vyzadovat i tyden (terejové, zoborozci;
Gill, 2007). Po kratké, asi 20 minutové zastavce zralého vajicka v nalevce
(infundibulum) vejcovodu, kde dochazi k jeho oplozeni, sestupuje do nejdelsi Casti
vejcovodu, zvané magnum. Beéhem nasledujicich 2-3 hodin, kdy komplex
zloutek /vaji¢ko prochazi klickami tohoto useku, jsou postupné naneseny Ctyfi vrstvy
bilku (Nys et al.,, 2004). Nasledn¢ je vejce peristaltickymi pohyby vrstvy hladké
svaloviny posunuto do proximalniho (bilého) kréku (isthmus). Zde jsou vytvofeny
za 1-2 hodiny dvé skotfapkové membrany (podskotapecné blany). V poslednim useku
vejcovodu je vejce pokryto tvrdou skotdpkou. Mineralizace skotfapky je zahijena
Vv distalnim (Cerveném) kréku (isthmus) a je dokoncena v déloze (uterus) béhem
nasledujicich 16 -17 h (Nys et al., 2004). Na konci tohoto procesu je ojedinély
mnohovrstevny, vysoce uspofadany a mineralizovany kompozitni biomaterial (Arias et
al., 1993). Zaklad tvoti tii kalcifikované vrstvy mamilarni, spongiozni (palisadova) a
vertikalni krystalovd, které jsou zespoda vnofeny do dvou nekalcifikovanych
podskotapecnych blan (Nys et al., 1999). V zavéru je povrch skofdpky pokryt jeste
tenkou kutikulou, nekalcifikovanou organickou vrstvou, do které jsou deponovany
skotapkoveé pigmenty. U nekterych druhli ptdk (napi. holubli) mize kutikula chybét
(Board, 1974).
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Obr. 1: Formovani vejce ve vejcovodu za¢ina vstupem zralého vajicka do nalevky vejcovodu.

Pfi sestupu vajicka vejcovodem jsou postupné piidany vrstvy bilku, podskofapecné blany,

vytvorena skotfapka. Poslednim krokem je deponace pigmentl v déloze. Prevzato a upraveno
podle Gill (2007).

Pfirozend obrana vejce pied plsobenim mikroorganismi probiha na dvou

urovnich. Klicovou roli vni hraje skotfapka, kterd slouzi jako fyzicka bariéra proti

vlivim z vnéjSiho prostiedi. Nemén¢ dilezitou slozkou je chemicky obranny systém

slozeny z endogennich antibakteridlnich proteint, které byly zjiStény predevSim

ve vajecném bilku a podskorapeénych blanach (Hincke et al., 2008). Mezi nejvice

studované a zasadni komponenty bilku, zajist'ujici jeho baktericidni ¢i bakteriostatickou

povahu, patti lysozym (Board a Tranter, 1986), ovotransferin (Lock a Board, 1992),
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ovoalbumin, déle rGzné proteiny vazajici vitaminy (avidin, protein vazajici riboflavin,
protein vazajici thiamin) ¢i inhibitory proteindz (cystatin, ovomukoid, ovoinhibitor,
ovostatin; Stevens, 1991). V posledni dobé bylo identifikovano velké mnoZstvi
(cca 600) proteint skofapkové matrix (Mann et al., 2006, 2008; Miksik et al., 2010) a
kutikuly (Rose-Martel et al., 2012, Miksik et al., 2014), které by mohly plnit podobnou
funkci jako zminéné proteiny uvniti vejce (Wellman-Labadie et al., 2008b). Kromé
vySe uvedenych (lysozymu, ovotransferinu, ovoalbuminu) byly ve skofapce nalezeny i
proteiny specifické pouze pro skotapkovou matrix — ovokalyxiny a ovokleidiny. Hlavni
funkei téchto proteinti je regulace mineralizace skotfapky a jeji antimikrobidlni obrana
(Rose a Hincke, 2009). Mezi ty, které mohou mit vyznamnou roli v ochrané vaje¢ného
obsahu pted mikroorganismy na Grovni skotapky, byvaji fazeny zejména dva z nich -
OCX — 32 a OCX - 36. Avsak vyzkum proteini obsazenych ve skofapce a kutikule je
zatim na zac¢atku. Hlavni diraz je proto stale kladen na ovotransferin, lysozym a avidin.

Dalsi raritou ptaki je, ze kladou vejce se skotapkami zbarvenymi pigmentem.
Prvni ptaci vejce vSak pigmentaci ziejmée postradala, byla cela bila jako napiiklad vejce
dnesnich pstrost. Existuje nes¢etné mnozstvi interpretaci tohoto unikatniho rysu ptacich
vajec (viz Kilner, 2006). Mezi jinymi i ta, ze skofapkové pigmenty se mohou jistou
meérou podilet také na antimikrobialni obrané¢ obsahu vejce (Ishikawa et al., 2010).
Nicméné jen velmi malo studii se timto zabyva, proto jednoznaény dikaz pro tuto
hypotézu zatim stéale chybi.

Kvalita vejce miiZze byt ovlivnéna riznymi vnéj$imi faktory, jako jsou Ziviny,
teplota okolniho prostfedi, podminky chovu, i wvnitfnimi faktory, jako jsou wvék
a ptislusnost k druhu, konkrétnimu plemenu (napt. Scott a Silversides, 2000).
Dulezitym faktorem, ktery ovlivitluje vysledné slozeni vejce, je také stres.
Experimentalni studie prokazaly, Ze environmentalni stres miZe rizné modifikovat
expresi proteinll vaje¢ného bilku u nosnic prostiednictvim steroidnich hormont
(napt. Kim a Choi, 2014). Jako primarni stresovy hormon u ptakd je oznaCovan
kortikosteron, ktery stimuluje glukoneogenezi s cilem poskytnout energii potiebnou
pro preziti u vystresovanych kufat (Saino et al., 2005). Stres tedy mtize ovlivnit expresi
kvalitativnich i kvantitativnich znak, stejné jako zdravi kufat plisobenim endokrinnich,
metabolickych, fyziologickych i behavioralnich zmén (Henriksen a Rettenbacher,
2013).
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1.1 Proteiny s vyznamnym antimikrobialnim potencidlem v pta¢im bilku

a kutikule

Ptaci bilek je komplexni multifunkéni médium, podporujici rist a vyvoj
embrya. U kura doméaciho (Gallus gallus domesticus) je tvoten z 88% vodou a z 10%
proteiny (Burley a Vadehra, 1989), které jsou ukladany béhem tvorby bilku v magnu.
Mann et al. (2008) identifikovali celkem 78 proteina tvoficich tento proteinovy podil.
Pozdé&ji tento pocet navySili az na 158 proteini (Mann a Mann, 2011). Kromé
poskytovani vody a zivin vyvijejicimu se embryu bilek zabranuje také ristu
mikroorganismi. K vyznamnému sniZzeni mikrobidlni proliferace napomaha alkalické
pH vajec¢ného bilku a zvlasté ptitomnost proteinti s antimikrobialnimi u¢inky (Deeming,
2002), jako jsou cystatin (Wesierska et al., 2005), makroglobulin (Miyagawa et al.,
1991), avidin, ovotransferin, lysozym, ovoalbumin aj.

Nemineralni slozky pfedstavuji okolo 2% hmotnosti kalcifikované skotéapky.
Pravdépodobné ovlivituji mechanické vlastnosti skofapky a podili se riiznou mérou
na jeji antimikrobidlni obrang. Skofapkové proteiny lze na zdklad€ jejich chovani
Vv kyselinach (napt. HCI, kyselin¢ octové) ¢i chelata¢nich Cinidlech (EDTA, EGTA)
roz¢lenit na rozpustné a nerozpustné. Toto déleni neni zcela pfesné. Zavisi na postupu,
ktery byl kizolaci proteini matrix pouzit. Zastupci jedné skupiny se tak mohou
vyskytovat i1 ve skupin€ druhé.

V posledni dobé¢ bylo identifikovano okolo 530 proteini skofdpkové matrix
rozpustnych v kyselinach (Mann et al., 2006, 2008). Zd4 se, ze vétsinu z tohoto poctu
tvoii rezidua z predchozich fazi formovani vejce, nebo intracelularni proteiny uvolnéné
rozpadem bun€k ze stén vejcovodu, které byly béhem procesu kalcifikace casto
nespecifickym zpisobem asimilovany z d€lozni tekutiny do skotfdpky (Mann et al.,
2006). U tady znich neni zndma a ani pfedpokladana jejich specificka funkce
ve skofapce. U jinych, hojnéji zastoupenych proteinii matrix, naopak existuji studie,
které jejich vlastnosti a funkci dobfe mapuji.

Tyto proteiny miZeme déle rozclenit do tii skupin podle jejich primarniho
umisténi ve skotapce (Mann et al., 2006; Rose a Hincke, 2009):

1) proteiny a glykoproteiny bilku, které jsou také pfitomny ve skofapce (ovalbumin,

lysozym a ovotransferrin),
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2) vSudypiitomné proteiny, které se nachdzeji v mnoha tkénich (osteopontin, klusterin,
sérovy albumin, keratiny, kolageny a hemoglobin)

3) proteiny specifické pro skofapkovou matrix, tj. proteiny unikatni pro proces
kalcifikace skotapky, které jsou vyluCovany bunkami ve specifickych oblastech
vejcovodu (ovokalyxiny a ovokleidiny).

Mezi proteiny s prokazanou antimikrobialni aktivitou patfi zejména nejhojné&;jsi
bilkovy protein ovoalbumin, ktery zaujima az 54% celkového mnoZstvi proteint v bilku
(Hincke et al, 1995) a byl také nalezen ve vnitini mamilarni vrstvé skotapky (Miksik
etal., 2010). Nemén¢ dilezitymi antimikrobidlnimi proteiny jsou ovotransferin a
lysozym (viz 1.1.1 a 1.1.2). Protein OVAX (protein X spojeny s ovoalbuminem) se
vyskytuje v bilku ptiblizné v mnozstvi 2,4 mg/ml v priméru a podobn¢ jako ovalbumin
vykazuje antimikrobialni aktivitu (Rehault-Godbert et al., 2013). Antimikrobialni
obranu na urovni skofapky zajistuji téz specifické skorapkové proteiny ovokalyxiny a
ovokleidiny. Jednim z moznych kandidati pro antimikrobialni ¢innost v extraktech
ptaci skofapky je OCX-32 (Wellman-Labadie et al., 2008b). Rekombinantni OCX-32
slepice inhibuje rist Bacillus subtilis a ma inhibiéni karboxypeptidazovou aktivitu
(Xing et al., 2007). Dalsi zastupce ovokalyxini OCX-36 se zda byt homologni
k lipopolysacharid - vazajicim proteinim, tj. proteinim zvySujicim baktericidni
permeabilitu, stejné jako k proteiniim rodiny Plunc. Gautron et al. (2007) navrhli, Ze by
se mohl podilet na antimikrobidlni obran¢ uvnitt kufeci skotapky.

Nerozpustné slozky matrix zlstavaji stile malo prozkoumanou skupinou.
Miksik et al. (2010) identifikovali postupnou dekalcifikaci skofapky roztokem EDTA
odligné proteinové profily v kutikule, palisadové a mamilarni vrstvé skofapky. Nalezli
celkem 28 proteini nerozpustnych v EDTA. Mezi nimi i kli¢ové slozky matrix
jmenované vyse (OCX - 32, OCX - 36, OC - 17 a 116, Klusterin a ovalbumin,
ovotransferin, lysozym).

Jednim z nejhojnéjSich nerozpustnych proteini skotfapkové matrix je ,,Kunitz-
like protease inhibitor. Tento protein s peptiddzovou inhibi¢ni aktivitou je pfitomny
ve vSech vrstvach skotépky. Ukazuje se, Ze ma téz antimikrobidlni funkeci.
Je pravdépodobné, Ze odpovida difive popsanému ovokalyxinu - 25 (OCX - 25)
(Gautron et al., 2007).
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1.1.1 Lysozym

Lysozym je selektivni, ale efektivni antimikrobialni protein s hydrolytickou
aktivitou proti peptidoglykanim na bunécné sténé gram-pozitivnich bakterii
(napt. Micrococcus spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp.) (Hincke et al., 2000;
Ibrahim et al., 1991; Wellman-Labadie et al., 2008a; Callewaert a Michiels, 2010),
kde stépi S vazbu mezi kyselinou N-acetylmuramovou a N-glukosaminem. V mensi
mife pusobi také proti gram-negativnim bakteriim. Patii mezi nejhojnéji zastoupené
proteiny v zivo¢isné fisi. Poprvé byl objeven zcela ndhodou Alexandrem Flemingem
v roce 1922. Mimo jiné se nachazi v mléce, slinach, slzach a krevni plazmé. Tvoii také
1 - 4% proteinové slozky bilku v zavislosti na druhu (Smolelis a Hartsell, 1951). Podle
ptacich tada, pro které jsou typické, rozliSujeme dva typy lysozymu v bilku — lysozym c
(chicken) a lysozym g (goose). Lysozym typu ¢ se vSak nevyskytuje pouze u zastupct
fadu hrabavych (Galliformes), mizeme ho také nalézt samotny ¢i spolu s lysozymem
typu g v bilcich vrubozobych (Anseriformes) (Wellman-Labadie et al., 2008a). Oba
lysozymy se navzédjem lisi v sekvencich, ale podobaji se v tercialni struktuie. Jejich
antimikrobialni aktivita se odviji od pH (Callewaert a Michiels, 2010). Spolu
s ovotransferinem se lysozym vyskytuje v podskotapeénych blanach a modifikuje rist
krystali (Gautron et al., 2001). Lysozym typu C byl zjistén v proteinovych extraktech
z vnéjSich vrstev skofapky a kutikuly slepi¢ich, kachnich a husich vajec (Wellman-
Labadie et al., 2008b). Bylo prokéazano, ze proteazova a glykolyticka aktivita bakterii
rodu Bacillus spp. i hub mize rozlozit kutikulu skotapky a tim usnadnit v§eobecnou
mikrobidlni invazi prostiednictvim radikalné zvySeného poctu otevienych pora (Cook et
al., 2003). Lysozym, zastoupeny v proteinové Casti kutikuly, mize tedy byt jednim
z ¢initelt, kteti mohou redukovat bakteridlni zatéZz skotapky likvidaci pionyrskych
mikroorganismu, jez naruSuji kutikulu, tim pomahd zachovat strukturalni integritu
povrchu vajec. V konecném dusledku brani vnikani dal$ich, jiz k lysozymu necitlivych
mikroorganismi, které by se mohly mnozit po dosazeni bilku. Lysozym typu c uvnitf
vajecné kutikuly a vné&jsi skofapky muize tedy potencidlné snizit kontaminaci vaje¢ného
obsahu houbami a bakteriemi (Wellman - Labadie et al., 2008b). Jeho vyznam
pro obranu ptaciho vejce se jevi byt klicovy v souvislosti se skute¢nosti, ze gram-
pozitivni bakterie jsou primarnimi patogeny a plivodci infekci, jez u vétSiny druht ptakt

zpusobuji mortalitu embrya (Deeming, 2002; Bruce a Drysdale, 1994).
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1.1.2 Ovotransferin

Ovotransferin je jednoifetézcovy glykoprotein bohaty na disulfidické vazby
(15 vazeb) s molekulovou hmotnosti 78 kDa, tvofeny 686 aminokyselinami.
Piedstavuje 13% z celkového mnozstvi proteinti bilku (Guerin-Dubiard et al., 2005).
Vyskytuje se hloubé&ji v skotapkové matrix. Ve vysoké koncentraci se nachazi zvlaste
Vv podskoiape¢nych blanach. V posledni dobé byl rovnéz identifikovan v kutikularni
vrstveé, avSak jeho koncentrace zde jsou dosud neznamy (Miksik et al., 2014).
Ovotransferin je ¢lenem rodiny transferinli, které maji vysokou schopnost vazat dva
Fe** ionty a mohou byt transportovany do bilku pies vejcovod slepice (Giansanti et al.,
2012). Jeho hladina v délozni tekutiné je zvySena v pocateéni fazi mineralizace
skotapky. V testech in vitro ovotransferin modifikoval morfologii krystalt kalcitu.
Muze tedy hrat roli pii kontrole tvorby uhli¢itanu vapenatého. Z mnoha studii vyplyva,
ze ovotransferin a jeho hydrolyzaty maji rozvinutou antimikrobialni, antivirovou
a antioxida¢ni aktivitu. Ovotransferin izoluje Zzelezo nutné pro bakterialni rist
(Gautron et al., 2001). Kromé¢ tohoto bakteriostatického ucinku (tj. inhibici rustu diky
chelaci zeleza) byl pozorovan i silny baktericidni Géinek (tj. snizeni bakterialni
populace vyvolanim bunééné smrti) u bakterii skupiny Bacillus cereus (Baron et al.,
2014). Prokazalo se, ze ovotransferrin méni elektrochemicky potencial
cytoplazmatické membrany. Je tedy mozné, Ze ovotransferinem zprosttedkovany
mechanismus poskozeni cytoplazmatické membrany miiZze byt zapojen do lyze bakterii
skupiny B. cereus inkubovanych v bilku (Baron et al., 2014). Giansanti et al. (2012)
nalezli zvySené koncentrace ovotransferinu v séru kufat infikovanych patogeny,
nebo oSetfenych zanétlivymi faktory. Ovotransferin koncentrovany v tenké vrstve
nebo ve specifickych zoénach (napf. v okoli pori) skotdpky by mohl pfispét

k antimikrobialni obrané (Wellman-Labadie et al., 2008b).

1.2 Pigmenty

Za celou pestrou paletu barev a vzort ptaci skordpky mohou zejména tfi
pigmenty - protoporfyrin IX, biliverdin 1Xa a zinkovy chelat biliverdinu (Miksik et al.,
1996). Zatimco biliverdin s protoporfyrinem byly identifikovany jako klicové pigmenty

ptaci skofapky pred vice neZ sto lety, funkce posledniho z této trojice byla odhalena
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relativné nedavno a zustava do jisté miry stale nepotvrzena. Gorchein et al. (2009)
ve své studii zpochybiiuji podil zinkovych komplexti protoporfyrinu ¢i biliverdinu
na zbarveni skotfapky, povazuji je za pouhé artefakty analytickych postupti. Tyto
tetrapyrolové slouceniny jsou odvozeny z metabolické drahy hemu, cirkuluji v krvi a
jsou metabolizovany v déloze (Wang et al., 2009). ZvySeni hladiny jednoho ptedvida
snizeni hladiny druhého znich, protoZze jsou odvozeny ze stejného prekurzoru.

Ptredpoklada se, ze protoporfyrin IX je téz prekurzorem biliverdinu (Cassey et al.,
2012).

HOOC COOH

Obr. 2: Tetrapyrolové struktury protoporfyrinu IX a biliverdinu. P¥evzato od Sparks (2011).

Vysledna skvrnitost skofdpky pak zavisi na mnozstvi a presné lokalizaci
deponovanych pigmentt ve skofapce. Pievlada nazor, ze vyrazné skvrnky na skotapce
jsou zpusobeny sekreci pigmentu do kutikularni vrstvy, zatimco vétsi fleky a pruhy jsou
vysledkem deponace velkého mnoZstvi pigmentu béhem zavérecnych fazi tvorby
skotapky, pravdépodobné v diisledku rotace vejce (Sparks, 2011).

Vyrazna mezidruhova i vnitrodruhova variabilita ve zbarveni a ornamentaci
ptaci skofapky poutd pozornost védci jiz staleti. Za tu dobu byla vytvotfena cela fada
adaptivnich hypotéz, které se snazi tento fenomén ptaci skotapky vysvétlit. Nejstarsi
znich pochazi z 19. stoleti, kdy Wallace (1890) vyslovil pfedpoklad, Zze zbarveni
skotapky ma kryptickou funkci. I v dne$ni dobé¢ se zdé tato teorie nejpravdépodobné;jsi

spolu s hnizdnim parazitismem (Kilner, 2006). Mezi dalsi hojn¢ diskutovana vysvétleni
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variability ve zbarveni a vzorovani ptaci skofapky patfi aposematismus, mimeze,
termoregulace, rozpoznani vajec, sexudlni konflikt, konstrukéni vyztuzeni a signalizace
(Kilner, 2006). Avsak prace z poslednich let poukazuji na fakt, ze rozdilna distribuce
pigmentti by mohla odrazet odliSnou miru bakterialni zatéze, které jsou snisky ptaka

vystaveny (Polacikova et al., 2009).

1.2.1 Biliverdin

Biliverdin a jeho zinkovy chelat vytvafeji modré a modrozelené odstiny
skotapek (Miksik et al., 1996). Biliverdin je G¢inny antioxidant. Jeho depozice muze
tedy signalizovat antioxida¢ni kapacitu (Moreno a Osorno, 2003). Modrozelené
zbarveni by mohlo byt sexudlné selektované jako signdl samciim o genetické kvalité
samice. Existuje celd fada ditkazii o spojeni kvality samice s intenzitou modrozeleného
zbarveni (Jagannath et al., 2008), avSak chybi dikazy o tom, jaka na zakladé toho délaji
samci reprodukéni rozhodnuti. Lahti (2008) navrhl, Ze modrozelend pigmentace
poskytuje ochranu embryu pied sluneénim zafenim. Uginné absorbuje zafeni v oblasti
UV (Shafey, 2004), které je smrtelné pro vétSinu hub a bakterii. Vykazuje silné
antibakterialni ucinky. Existuji domnénky, ze biliverdin také odrazi miru hnizdniho
parazitismu (Polacikova et al., 2009). Vysoké koncentrace biliverdinu ve skotapce jsou
spojeny s druhy hnizdicimi v otevieném prostoru a s biparentalni pé¢i o potomstvo.
Jemozné, Ze koncentrace biliverdinu pozitivné ovliviiuje délku a nacasovani

reprodukce, odraZi se v intenzit€ rodicovske péce.

1.2.2 Protoporfyrin

v

Protoporfyrin IX je nejhojnéjSim skotfdpkovym pigmentem. Donedavna
ptrevladal nazor, Ze vétsina protoporfyrinu (70%) je piitomna v Kutikule, zhruba 27% se
pak nachazi v nejsvrchnéjsi ¢asti palisadové vrstvy (Miksik et al., 2007). Samiullah a
Roberts vSak v roce 2013 pfisli s neCekanym zjisténim, ze u slepic S hnéd¢ zbarvenymi
vejci je protoporfyrin piedev§im deponovan do kalcifikované skotapky (80 — 87%),
kutikula obsahuje pouze 13 — 20% tohoto pigmentu. Protoporfyrin produkuje ¢ervené,
hnédé a cerné zbarveni skotfapky (Miksik et al., 1996; Gorchein et al, 2009). Zodpovida
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nejen za sytost barvy pozadi, ale i za tvorbu skvrn (Duval et al., 2013). Témeét zcela
chybi v bilych vajecnych skotapkach. Podobné¢ jako biliverdin je odvozen z metabolické
drahy hemu u ptaku (Frankenberg et al., 2003; Wang et al., 2009). Ackoliv synteticka
draha protoporfyrinu je dobfe znama, o piesném mistu syntézy se stale vedou debaty
(Sparks, 2011). Nicmén¢ piibyva dukazl, ze k syntéze dochazi v déloze, konkrétné
Vv ¢asti zvané ,,shell gland*, ktera produkuje skofapku (Wang et al., 2013). Protoporfyrin
ma pro-oxida¢ni vlastnosti, tzn. indukuje oxidativni stres (Martinez de la Puente et al.,
2007). Jeho koncentrace ve skofapce a kutikule jsou vysoké predev§im u druht
hnizdicich v dutinach ¢i na zemi (Cassey et al., 2012).

Vedle poskytovani kamuflaze (Jagannath et al., 2008) hnédé protoporfyrinové
skvrny mohou zesilit skofapku. Gosler et al. (2005) ukazali, ze pocet skvrn na vejcich
sykory konadry negativné koreluje S tloustkou skotfdpky. Tmavsi protoporfyrinové
skvrny byly lokalizovany na tencich a vice propustnych (tj. porovitych) castech
skorapky. Nekteré studie rovnéz prokazaly, ze skvrnitost skordpky odrazi dostupnost
vapniku, kdy s klesajici hladinou vapniku se zvySuje skvrnitost ptacich vajec (Gosler
et al., 2005). Skvrnéni vajec tedy miZe omezit propustnost skofapky, ovlivnit tak
rychlost odparu vody z vejce béhem inkubace (Higham a Gosler, 2006). Pravdépodobné
umoznuje vedeni plynt pies matrix skotfapky (Cassey et al., 2012). Slozity systém skvrn
muze slouzit sekundarné jako unikéatni podpis vlastnich vajec, nastroj pro jejich
rozpoznani, a tedy jako obrana proti vnitro i mezidruhovému hnizdnimu parazitismu
(Avilés et al., 2006). Protoporfyrin podobné¢ jako biliverdin absorbuje UV zafeni, hraje
roli v eliminaci mikrobialni infekce. Protoporfyriny jsou vyuzivany v mediciné jako
fotosenzitizery. V posledni dobé Ishikawa et al. (2010) prokazali v laboratofi
a pod viditelnym svétlem, ze bakterialni rist byl niz§i v pfitomnosti hnédé a zelené
skofapky v porovnani s bilymi skotfdpkami. Tyto vysledky ukazuji na moZnost,
Ze pigmenty deponované ptacimi samicemi do vajecné skotfdpky se mohly, mimo jiné,
vyvinout v pfirodé€ jako obranny systém proti mikrobidlnim patogentim (Ishikawa et al.,
2010). V disledku toho, pigmentace skotfdpky milize byt rovnéz povazZovana
za adaptivni matefskou strategii, jejimz cilem je zabranit vystaveni potomkili patogenim
ovliviiujicim jejich fenotyp jak béhem raného vyvoje, tak i v postnatalni fazi (Javirkova
et al., 2014). Na druhou stranu nova studie Fargallo et al. (2014), provedena na postolce

obecné (Falco tinnunculus), neprokazala negativni efekt vlivu sniZzeni pigmentl
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skofapky na lihnuti vejce, imrtnost mlad’at behem hnizdniho obdobi, télesnou kondici

mladat, ¢i na lokalni imunitni odpovéd’ mlad’at na antigen PHA (phytohaemagglutinin).

1.3 Faktory ovliviiujici deponaci proteinii a pigmenti

Deponace lysozymu do bilku je vnimana jako vyznamny maternalni efekt.
Predpoklada se, Ze samice mize zvySenou sekreci lysozymu do bilku navysit
antimikrobidlni potencial vejce, tzn. jeho obranyschopnost proti patogenim, a tim
zlepsit zivotaschopnost vajec a prezivani potomkl. Saino et al. (2002) ve studii
na vlastovce obecné (Hirundo rustica) prokazali, Ze prvni vejce ve snuSce obsahovalo
vice lysozymu nez vejce posledni, kter¢é byvd vystaveno vlivim okoli,
mikroorganismim nejkratsi dobu. Roli v deponaci tohoto proteinu do bilku mize hrat
také atraktivita partnera. U sykory modiinky (Cyanistes caeruleus) byla zaznamenana
vyssi koncentrace lysozymu v bilku vajec produkovanych po spéfeni s atraktivnéj$im
samcem (D’Alba et al., 2010). Zda se, Ze koncentrace lysozymu v bilku se miize ménit
I v zavislosti na pohlavi embrya (Bonisoli-Alquati, 2010). Koncentrace ovotransferinu
je pak spiSe ovlivnéna fylogenezi. Pfi porovnani antibakterialni aktivity bilku u kura
(Gallus gallus), krocana (Meleagris gallopavo), kachny (Anas platyrhynchos) a husy
(Anser anser) byly naméfeny vyssi koncentrace ovotransferinu v bilku vajec zastupct
hrabavych (Galliformes) nez u vrubozobych (Anseriformes) (Wellman-Labadie et al.,
2008a). Obdobné vysledky méfeni zaznamenal i Miguel (2005) u bazanta (Phasianus
colchicus), kura (Gallus gallus) a kiepelky (Coturnix coturnix) ve srovnani s kachnou
(Anas platyrhynchos). Studie provedené na pévcich (Passeriformes) ukazuji zna¢nou
mezidruhovou variabilitu v mnozstvi ovotransferinu ve vajeéném bilku (Shawkey et al.,
2008). O faktorech ovlivitujicich deponaci antimikrobialnich proteini do skotapky se
toho mnoho zatim nevi. Wellman-Labadie et al. (2008b) nalezli proteiny kutikularni
vrstvy skotfdpky s podobnou antimikrobidlni aktivitou ve vejcich druhd liSicich se

fylogenezi, které byly vystaveny podobnym enviromentalnim tlaktm.

Variabilita ve zbarveni skofapky souvisi s riznym pomérem zastoupeni obou
pigmentii. Wang et al. (2009) prokazali, Ze modrd a hnéda vejce se navzajem lisi

pomérem protoporfyrinu a biliverdinu ve skofapce, coz vyplyva ze skute¢nosti, Ze jsou
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odvozeny ze stejného vychoziho materialu (viz 1.2). Jednotlivé pigmenty jsou
pod nezavislou genetickou kontrolou. Odstin skofapky zavisi na riznych trovnich
genoveé exprese sedmi geni, kodujicich klicové enzymy biosyntetické drahy hemu,
uvnitt tkani produkujicich vejce (Zheng et al., 2014). Intenzita tmavych (Cervenych,
hnédych, cernych) skvrn, zplGsobenych protoporfyrinovymi pigmenty, je pak jesté
regulovana dalSimi specifickymi geny samice (Gosler, Barnett a Reynolds, 2000).
Genetické mechanismy kontrolujici skvrnitost mohou byt mezidruhové variabilni
(Mahler et al., 2008). Nicméné na deponaci pigmentt do skofapky se podileji také
epigenetické faktory prostiedi (Avilés et al., 2007). Naptiklad bylo dokumentovano, ze
ve zvlasté vlhkych hnizdnich habitatech, kde je vyssi riziko mikrobialni infekce, ptaci
ukladaji do skotapek vice protoporfyrinu (Cassey et al., 2012). Stejné tak dutinovi ptaci,
pfestoZze maji tendenci klast bila vejce (Hewiston, 1846), jejichz UV reflektance je
vys$si, nez ta u druhi hnizdicich v otevienych habitatech (Avilés et al., 2006), maji
ve svych skofapkace a kutikulach vyssi koncentrace protoporfyrinu nez biliverdinu.
Podobné ptaci tropt, kde je sice zvySend intenzita UV zafeni, ale také vEtSi bakterialni
zatéz, ukladaji vice protoporfyrinu nez ptaci mirného padsma (Feister et al. 2002). Jak jiz
bylo zminéno vyse, intenzita hnédych skvrn se také 1isi mezi lokalitami podle
dostupnosti vapniku potiebného k produkci skofapky. Pfi nedostatku antioxidantt
V potravé samice japonskych kiepelek (Coturnix coturnix japonica) snizily svou
hmotnost, ale nezménily kvalitu snesenych vajec. Studie ukazala, ze doslo K trade-off
mezi kvalitou vejce a kondici samic, tedy ke zvySeni investic do protoporfyrinu a
sniZzeni mnoZstvi uloZeného biliverdinu do skotfépek bez viditelné zmény ve zbarveni
skofapky. Snizeni télesné kondice samice mohlo byt spojeno s poklesem antioxidacni
kapacity, resp. zvySenim oxidac¢niho stresu, spojeného s investicemi do pigmentace
skofapky. Jinymi slovy, vys§i deponace protoporfyrinu do skofapky byla cestou
k odstranéni tohoto pro-oxidantu z t€la samice (Duval et al., 2013). V neposledni fadé,
vlivy okolniho prosttedi, ve kterém se samice nachazi, jsou preklddany do fe¢i hormont
a fyziologickych procest, hladina deponovanych pigmenti mutze byt tedy ovlivnéna

skrze prostredi také hormonalné.
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1.3.1 Role steroidnich hormont pri deponaci antimikrobidlnich sloZek

do bilku a kutikuly

PtestoZze hormondalni podstata pigmentace nebyla dosud zevrubné studovéna,
existuje studie prokazujici, ze proces ukladani pigmentii do skofapky je regulovan
primarné steroidnim hormonem progesteronem (Soh a Koga, 1997). Tento pohlavni
hormon také reguluje syntézu calbindinu, proteinu, ktery vaze Ca*" behem formovani
skotapky. Jak jiz bylo zminéno, nedostatek vapniku zpiisobuje zeslabeni skotrapky,
které je kompenzovano zvysenou deponaci protoporfyrinu do kutikuly a vné&jsi vrstvy
palisad (Gosler et al., 2011). Za zmény v intenzit¢ a zpisobu pigmentace muze tedy
dostupnost vépniku béhem kladeni vajec. AvSak ve skute¢nosti to neni nedostatek
vapniku, ale pravé koncentrace progesteronu, ktera ovliviiuje pigmentaci Vvejce.
Zvysena koncentrace progesteronu v plazmé samice snizuje transport Ca** do Zlazy
sekretujici pigmenty a sniZuje dostupnost Ca** b&hem formovani skorapky, ale naopak
zvySuje deponaci protoporfyrinu.

Na rozdil od savct, ptaci nemaji v krvi specialni globuliny, které by vazaly
pohlavni steroidy (Deviche et al., 2001). Proto jejich plazmové globuliny vazajici
kortikosteroidy (CBGs) vyvazuji glukokortikoidy, stejné jako androgeny. Avsak bylo
pozorovano, ze maji vyS$i nebo stejnou afinitu ke kortikosteronu a progesteronu.
Vzhledem k tomu jen velmi malé mnoZstvi hormonii zistava nevazané, nebo jen slabé
vazan¢ (Malish a Breuner, 2010). Nicméné, pouze volné hormony mohou byt
fyziologicky aktvini (Hammond, 1995; Andersen, 2002). Soupefeni kortikosteronu a
progesteronu o volnd vazebna mista na CBGs pak miZe hrat roli v deponaci pigmentd,
kdy fyziologickym stresem vyvolané zvySeni hladiny kortikosteronu v plazmé
vytésiiuje navazany progesteron na CBGs. Volny progesteron pak vySe popsanym
mechanismem vyvolava hromadéni pigmentt, vede k intenzivnéjsi pigmentaci
skotfapky.

Podobné jako pigmenty i proteiny jsou deponovany na zakladé hormonélniho
vyladéni samice. Experimentalni studie ukdzaly, Ze glukokortikoidy kortizol
a kortikosteron moduluji mnozstvi proteinti v bilku (Kim a Choi, 2014). Dean et al.
(1996) zjistili, Zze glukokortikoidy zvySuji expresi mRNA v bunikdch syntetizujicich
vyznamny bilkovy protein ovoalbumin v magnu slepiciho vejcovodu. Obdobné reaguje

na podani glukokortikoidd 1 ovotransferin (Le Bouc et al, 1985). Nicméné Le Bouc
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etal. jiz vroce 1985 prokazali, Ze efekt glukokortikoidii zavisi na jejich dodaném
mnozstvi. V jejich studii byla exprese genu pro ovoalbumin a ovotransferin a syntéza
proteinit v magnu zvySena u kufat, kterym byly podavany glukokortikoidy v mnozstvi
2 mg/mladé v 6 hodinovych intervalech, ale poklesla u nich pfi oSetfeni ddvkou 10 mg
glukokortikoidl. Naopak ve studii Kim a Choi (2014) bylo zastoupeni proteinu OVAX
vyznamné zvyseno v bilku slepic, kterym byl podavan kortikosteron spole¢né se stravou
v davce 30 mg/kg stravy, zatimco exprese ovoalbuminu a OVAY proteinu zlstala
nezménéna jak u stresovang, tak i kontrolni skupiny. Ovotransferin pak byl vyznamné
zvySen v magnu a mirné zvysen i v bilku, nicméné exprese jeho genu v magnu byla
vyznamné snizena, coZ naznacuje, Ze exprese ovotransferinu je zavisld na pouzité
koncentraci kortikosteronu (Kim a Choi, 2014).

Syntéza a sekrece ovoalbuminu jsou také fizeny estrogenem (Dougherty
a Sanders, 2005). Manipulace kortikosteronem snizuje rovnéz plazmatickou koncentraci
estrogenu (Henriksen et al., 2011) a expresi ovoalbuminu (Dean et al., 1996; Le Bouc et
al., 1985). Obdobn¢ stres (napt. pelichdni, termdlni ¢i environmentalni stres) mize také
snizit plazmatickou koncentraci estrogenu (Berry, 2003) a snizit tak expresi proteinu
ovoalbuminu a jeho deponaci do riznych struktur vejce (Ahmed et al., 2005). Zda se
tedy, ze exprese genti pro rizné bilkové a skotapkové proteiny je regulovana
glukokortikoidy rozdilné v zavislosti na typu proteinli, koncentraci hormont a

zavaznosti stresu.
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2. Hypotézy a cile prace

Jelikoz primarni, vizualné signalni funkce pigmentace ptacich vajec zacina byt
V nejrecentnéjSich studiich zpochybniovana (napt. Hanley et al. 2015), dostavaji se
do popiedi hypotézy o mechanické a antimikrobidlni funkci pigmentace ptaciho vejce.
Na zaklad¢ téchto hypotéz si tato prace kladla za cil objasnit, zda existuji korela¢ni
vztahy i trade-off mezi deponaci vybranych antimikrobidlnich slozek (proteint
apigmentl) do jednotlivych struktur ptaciho vejce a stanovit, jak se na téchto
procesech podileji hormonélné regulaéni mechanismy, které jsou ve smyslu sekrece
antimikrobidlnich slozek do vejce studovany velmi okrajove. Konkrétné si prace kladla

za cil:

U porovnat koncentrace vybranych antimikrobialnich proteind v bilku - lysozymu
a ovotransferinu, u vajec sruzné barevnou skotfapkou a stanovit, jakou miru

variability vysvétluji fyziologické a genetické faktory

U stanovit, zda existuje vztah mezi koncentracemi pigmenti v kutikularni vrstveé
skotapky  akoncentracemi  antimikrobialnich  proteini -  lysozymu

a ovotransferinu v bilku vejce

U stanovit, jak steroidni hormony ovliviiuji intenzitu deponace pigmentl

do kutikularni vrstvy skofapky a antimikrobialnich proteint do bilku

Na zakladé prokazané antimikrobialni funkce pigmentu protoporfyrinu a biliverdinu
jsme piedpokladali, Ze vejce s nizkymi koncentracemi pigmentt v kutikule, tedy vejce
S bilou a svétlou skofapkou, budou mit vyssi obsah antimikrobidlnich proteint v bilku
V porovnani s vejci hnédymi ¢i tmavé hnédymi, tedy vejci s vysokymi koncentracemi

pigmentt v Kutikule.

Jelikoz s navrhovanou antimikrobialni funkci pigmentace skofapky lze ocekavat i1
vysoky stupeni plasticity v deponaci antimikrobidlnich sloZek do rtiznych struktur vejce,
pfedpokladali jsme silny vztah mezi hormondalnim statusem samice v dobé& tvorby vejce

a deponaci studovanych antimikrobidlnich latek do kutikularni vrstvy skotapky a bilku.
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3. Metodika

3.1 Modelovy druh — kur domaci (Gallus gallus domesticus)

Jako modelovy druh pro studium vzijemnych interakci jednotlivych
antimikrobialnich slozek v pta¢im vejci byl vybran kur domaci (Gallus gallus
domesticus). Tento domestikovany potomek divokého kura bankivského (Gallus gallus)
je diky intenzivnimu chovu nejpocetnéjSim ptacim druhem. Ackoliv byva chovan
hlavné kvili gastronomickym ucelim (maso a vejce), neméné vyznamnym impulsem
k Slechténi byla i krasa jeho pefi ¢i bojovnd povaha jeho piedka. Postupné bylo
vyslechténo néekolik set plemen (Verhoef-Verhallen a Rijs, 2013). Diky své oblibé
u chovatelti, ktefi predvadi nejhez¢i exemplafe spliujici naroéné parametry
na soutéznich vystavach, a zvlasté péci svazii odbornych chovatell, které zabezpecuji
plemenitbu zvifat, ochranu genofondu a zvySovani Grovné plemen, nabizi tento druh
rozmanitou a piesto standardizovanou skalu morfometrickych, fyziologickych znakii.
Mezi takové znaky patii i zbarveni vejce.

Na zdklad¢ rozdilného zbarveni skotapky bylo vybrano 24 plemen, od kterych
bylo béhem let 2012 az 2015 sesbirano celkem 408 wvajec, tj. pfiblizné¢ 17
vajec/plemeno. Postupné doslo z praktickych davodi k rozdéleni plemen do 5
barevnych skupin. Vzorky konkrétniho plemene pochéazi vétSinou od 2 - 3 chovateli.
Vyjimku tvofi plemeno jokohama a brabantka, jez jsou v Ceské republice chovany

velmi vzacné, proto jsou reprezentovany vejci pouze od 1 chovatele.

Tabulka 1: Rozdéleni plemen podle barvy skofapky

Plemena, ktera nejsou zastoupena dostatecnym poctem vzorkll, zvyraznéna Sede.

barevna kategorie pocet vybrana plemena pocet vajec
plemen na plemeno
- - brabantka, bantamka, minorka, holandanka, -
hila ] ] ) ] . cca 17
paduanka japonka Sabo, jokohamka
frémovd - holokrtka, sebntka, rousna zakrsla, hedvabnitka, cca 18
! teika, fénivka, kofinka
hnEdi - amrokska, plymutka, australka hempSirka —_—
' vyandotka, bojovnice Samo, bojovnice ko Samo -
tmavé hnéda 2 maranska, bameveldka cca 21
maodra 1 araukana cca 20
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3.2 Sbér a priprava materialu

Cerstva (max. 6 dni stara) vejce byla nejprve Vv laboratofi zméfena digitalni
Suplerou (Sitka, délka). V ptipad¢ silného znecisténi vejce trusem ¢i stelivem byl tento
nanos mechanicky opatrné odstranén, avSak vejce nebyla nijak omyvana ani otirana,
aby nedoslo k poskozeni kutikuly na jejim povrchu. Nésledné byla vejce prenesena
do plastikovych, uzaviratelnych sackt (80 x 120 mm) s 40 ml roztoku 5 % EDTA a
10 mM Mercaptoethanol. Roztok byl piipraven smichanim 1000 ml ddH,O s50 ¢
EDTA a 17 g NaOH, postupné pfisypavanymi za stalého michani na magnetické
michacce. Po vypufrovani na pH 7,4 pfidavanim NaOH ¢i CH3COOH bylo do roztoku
v digestofi napipetovano 780 ul Mercaptoethanolu. VSe bylo dobfe promichano.
Po hodin€ luhovani byl vzdy tento roztok slit do Sroubovacich zkumavek (50 ml),
z kazdého vejce byla s pouzitim skalpelu a stficky s ddH,O seSkrabana kutikula
na Petriho misku, odkud byla poté pienesena do 1 — 4 eppendorfek (1,5 — 2 ml),
v nékterych piipadech 1 do Sroubovacich mikrozkumavek (1 ml) dle ziskaného
mnozstvi. Vejce byla dikladn€ omyta vodou a osuSena, aby nedoSlo pii jejich
rozklepnuti k pfipadné kontaminaci bilku zbytky roztoku EDTA/Mercaptoethanol.
Nasledovalo oddéleni bilku od zloutku nad Petriho miskou. Po odebrani bilka
do sroubovacich zkumavek (50 ml) a ulozeni skotfapek do papirovych obalek byly
vzorky umistény do mrazakid — roztoky kutikul a bilky do - 20 °C, kutikuly do - 80 °C.

Pfed samotnymi analyzami byly takto uchovavané bilky rozmrazeny (3 — 4 h),
dikladné zvortexovany a poté z nich bylo odebrano pipetou se S$pickou na vazké
tekutiny 4 x 200 pl do 4 eppendorfek (1,5 — 2 ml). VSechny bilky byly pak opét ulozeny
do - 20 °C. Obdobn¢ jako u bilki byly i roztoky kutikul nejprve rozmrazeny (2 — 3 h).
Nasledné byl zméfen jejich presny objem v odmérném valci (50 ml) a oddéleno 4 x
200 pl do 4 eppendorfek (1,5 ml) pro samotné analyzy. VSe bylo znovu zamrazeno.
Pro experimenty byly pouZity, znovu rozmrazeny pouze vzorky v eppendorfkach; bilky

a roztoky kutikul v 50 ml sroubovacich zkumavkach slouzily jako zasobni.
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3.3 Analyza koncentrace antimikrobiidlnich proteint v bilku

Pted vlastni analyzou koncentrace proteinti ve vzorcich bilku bylo nutné ovéfit,
zda  béhem  zpracovani vajec  (luhovdni) nedoslo  k praniku  roztoku
EDTA/Mercaptoethanol pory ve skotdpce do bilku. Dulezitym bodem bylo zjistit, jak
ptfitomna EDTA a Mercaptoethanol ovlivituji detekci obou sledovanych proteint
zvolenymi metodami - metodou radidlni difize (pro lysozym) a kolorimetrickou

metodou (pro ovotransferin).

3.3.1 Urceni inhibi¢ni konstanty EDTA/Mercaptoethanolu pro lysozym a

ovotransferin

V piipad¢ lysozymu byl nejdfive piipraven Britton - Robinsoniv puft.
Na analytickych vahach bylo postupné navazeno 1,476 g HsBO3, 2,346 g H3PO,4 a 1,440
g CH3COOH, které¢ byly rozmichany v 915 ml dH,O. Nakonec bylo do roztoku
pfisypano 2,520 g NaOH. Poté bylo pfiddnim CH3COOH ¢i NaOH upraveno pH
roztoku na 7,0. Do 600 ml tohoto pufru bylo ddno 6 g agaru. Co nejlépe rozmichany
agar byl povatren v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi (4 - 6 min). Po zchladnuti
agaru na 60 - 70 °C bylo ptidano jest¢ 300 mg lyofilizovanych bunék bakterie
Micrococcus lysodeikticus (Sigma — Aldrich) rozpusténych v malém mnozstvi Britton —
Robinsonova pufru. Takto piipraveny agar byl po diukladném promichani nalit
do Petriho misek. Po zatuhnuti agaru bylo do kazdé misky vysekano pomoci trubicky
(biopsy punch) 12 jamek. Poté byly pfipraveny 2 sady standardi, které se od sebe liSily
pouze pouzitym mediem. Pro kazdou sadu bylo do 6 jednotlivych eppendorfek
navazeno 0,02, 0,015, 0,007, 0,004, 0,002 a 0,0005 g krystalického lysozymu (hen egg
— white lysozyme, Sigma - Aldrich) a ptidano bud’ 1 ml Britton — Robinsonova pufru
(1. sada), nebo 1 ml roztoku EDTA/Mercaptoethanol (2. sada). Standardy byly dobte
zvortexovany, nasledné pipetou s filtrem naneseny v objemu 10 pl/jamka do 20
ptipravenych Petrtho misek. Po 23 h inkubace pii pokojové teplot¢ byly misky
naskenovany a nasledné v programu ImageJ (freeware) zméfeny nejdelsi horizontalni a
vertikalni useCky vytvofenych lyzacnich zoén slouzici k vypoctu jejich obsahu.
Znaméfenych  hodnot pak byla spocitana inhibi¢ni konstanta roztoku
EDTA/Mercaptoethanol pro lysozym.
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Prvnim krokem testovani kolorimetrické metody pro stanoveni inhibi¢ni
konstanty roztoku EDTA/Mercaptoethanol na ovotransferin byla piiprava 3 roztoku.
Roztok 1 byl namichan navazenim 7,3 g Tris, 6,4 g Na,CO3 a 0,84 g Triton — X
rozpu$ténych v 200 ml ddH,O. Do 150 ml tohoto roztoku bylo jesté ptidano 600 pl
Iron standard solution. Zbylych 50 ml roztoku 1 (bez lIron standard solution) bylo
pouzito k fedéni standardl. Roztok 2 byl ptipraven rozpusténim 0,49 g Ferrozinu, 0,6 g
Tris a 0,574 g L — kyseliny askorbové v 100 ml ddH,O. Roztok 3 vznikl pfidanim
25,2 g kyseliny citronové a 0,38 g Thiourea do 200 ml ddH,O. Pii zjistovani inhibi¢ni
konstanty roztoku EDTA/Mercaptoethanol, jeho vlivu na realnou koncentraci
ovotransferinu v bilku se vychézelo z 2 typt standardi rozpusSténych v riznych pufrech.
Prvni standard (standard A) byl pfipraven rozpusténim 40 mg Cistého ovotransferinu
(conalbumin, Sigma — Aldrich) v 1 ml roztoku 1 — bez Iron standard solution. Druhy
standard (standard B) byl namichan obdobné — k 40 mg ovotransferinu bylo pfidano 1
ml roztoku EDTA/Mercaptoethanol. Po intenzivnim a dlouhém vortexovani byly oba
roztoky rozpipetovany po 200 pl do 5 eppendorfek (1,5 ml). VSechny eppendortky byly
zamrazeny v — 20 °C, opétovné rozmrazeny tésné pied analyzou dle aktualni potieby.
Dale byly pfipraveny postupnym fedénim obou standardi 2 dilu¢ni fady kazda s 11
roztoky o koncentracich 30, 20, 15, 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,25, 0,15 a 0,1 mg/ml. Ptesny
postup fedéni viz Piiloha 1 (Tabulka 2 a 3).

Po nachystani obou fedicich tad standardu bylo z kazdé zkumavky naneseno
25 ul roztoku kazdého standardu do jedné jamky ve Ctyfech opakovanich
pod sebe na mikrotitraéni desti¢ku (pureGrade ™| BRAND, 96 jamek). Jako prvni byly
do sloupce 1 napipetovany oba standardy. Do dalsich sloupct pak byly aplikovany po
fadé vzorky ze zkumavek 1 — 11. Konkrétné do jamek 1 — 12 v tadcich A, B, C, D byly
umistény vzorky z 12 zkumavek fady standardu A. Druhd polovina desti¢ky (jamky 1 -
12 tadkt E, F, G, H) byla zaplnéna vzorky roztokt z 12 zkumavek fedici fady standardu
B. Do kazdé jamky bylo néasledné pfidano automatickym davkovacem 120 pl roztoku 1.
Tahlym, krouzivym pohybem byla desticka opatrné, ale dikladné¢ promichéna a
zbavena bublin. Poté byla vlozena do spektrofotometru (Tecan), kde byla ihned
zmefena absorbance vzorkt pfi vinovych délkach 570 a 660 nm. Takto ziskané hodnoty
slouzily jako ,,blank* pro kazdou méfenou jamku. Po vyhtati pfistroje na 37 °C byla
desticka 5 min inkubovéna. V dal§im kroku bylo do kazdé jamky naneseno 25 pul
roztoku 2. Po dikladném promichéni byla opét inkubovana ve spektrofotometru
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po dobu 5 min pfi 37 °C. Po skonceni inkubace bylo do vSech jamek aplikovano jesté
100 pl roztoku 3. Desticka byla uz jen kratce promichana, poté okamzité promeétena
pii obou vinovych délkach (570 a 660 nm). Posledni métfeni absorbance pii stejnych
vlnovych délkach prob&hlo po 6 minutach inkubace.

Na zakladé téchto pre-experimentli nebyl ani pro jeden analyzovany protein
zjistén zadny inhibicni efekt roztoku EDTA/Mercaptoethanol. Mohli jsme tedy vyloucit
negativni vliv pfipadného proniknuti roztoku EDTA/Mercaptoethanol pfi naméceni

vejce k ziskani jeho kutikuly na nami nasledné studované bilkové proteiny.

3.3.2 Stanoveni lysozymu pomoci radialni difize

Koncentrace lysozymu v bilku byla urena pomoci metody radialni diftze
(podrobnéji viz 3.2.1). Nejprve byla rozmrazena vzdy 1 eppendorfka s 200 pl bilku.
Po dikladném zvortexovani bylo odebrano do nové eppendortky 20 pl bilku
pro analyzu. Tyto vzorky byly nasledn¢ nafedény Britton — Robinsonovym roztokem
v poméru 1:1 (20 pl bilku + 20 ul Britton — Robinson), sto¢eny na centrifuze (90 s,
5,9 ref) a znovu dobie zvortexovany. Poté byly naneseny v mnozstvi 10 ul/jamka
Vv duplikacich vedle sebe do jamek v agaru s piimési lyofilizované bakterie Micrococcus
lysodeikticus, ktera je obzvlasté citliva na pusobeni lysozymu. Na kazdou Petriho misku
bylo kromé 3 vzorkd bilku v duplikacich umisténo také 6 standardd s koncentracemi
lysozymu 0,02, 0,015, 0,007, 0,004, 0,002 a 0,0005 g/ml. Béhem inkubace (23 h) se
v okoli jamek vytvotily tzv. lyzani zony signalizujici, ze v daném prostoru doslo
v disledku pfitomnosti lysozymu k lyze bunck bakterii. Po uplynuti inkubacni doby
byly misky naskenovany barevné i Cernobile a poté zméfeny plochy vSech lyzacnich
z6n v programu Image]. Absolutni koncentrace lysozymu ve vzorku byla vypocitana

podle kalibra¢ni kiivky standardi sestavené pro kazdou misku zvlast’.

3.3.3 Stanoveni ovotransferinu pomoci kolorimetrické metody

V analyze koncentrace ovotransferinu ve vzorcich bilku pomoci kolorimetrické
metody bylo vyuzito schopnosti ovotransferinu vazat zelezo. Metoda byla zalozena
na principu zjisténi maximalniho mnozZstvi Zeleza potiebného k navazani ovotransferinu
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ve vzorku ve 3 krocich. Podrobny postup ptipravy potfebnych roztokli a standardu A
viz 3.3.1 a postup fedéni ptehledné Ptiloha 1 (Tabulka 4).

Poté bylo z kazdého vzorku naneseno 25 pl/jamka na mikrotitra¢ni desticku,
vzdy ve 4 opakovéanich vedle sebe. Do poslednich 2 fadkt (G, H) bylo u kazdé desticky
aplikovano v duplikacich pod sebou 25 pl z 12 roztokl ftedici fady (standard A -
zkumavka 11). Posléze byla desticka podrobena opakovanému méfeni absorbance
ve spektrofotometru po aplikaci 3 klicovych roztoku (detaily viz 3.3.1). Koncentrace
ovotransferinu ve vzorcich bilku byla spocitana interpolaci hodnot absorbance pro
standard a vzorky, ktera odpovidala rozdilu hodnot absorbance pii 570 a 660 nm

naméfenych na zacatku a na konci Sestiminutové periody.

3.4 Analyza koncentrace antimikrobialnich proteinua v kutikule

Diive, nez se pfistoupilo k pre — analyzdm kutikul, byly provedeny analyzy
roztokd, ve kterych byla vejce luhovana pro ptipad, ze béhem Iluhovani doslo

k vylou¢eni sledovanych proteini z kutikuly do roztoku.

3.4.1 Pre - analyza roztoku kutikul

Stanoveni inhibi¢ni konstanty EDTA/Mercaptoethanolu pro roztoky kutikul
bylo provedeno podle stejnych protokoli jako v pfipadé¢ bilki. Testovani
roztokd na ptitomnost antimikrobialnich proteinti lysozymu a ovotransferinu probéhlo
vySe popsanymi (viz 3.3.1) metodami radidlni diftze a kolorimetrické reakce.
Koncentrace obou proteini byly nejprve stanoveny pro zkuSebni vzorek 21
(pro lysozym), 18 (pro ovotransferin) vzorkt. Ukazalo se, Zze lysozym ani ovotransferin
se Vvroztocich kutikul nevyskytuji v detekovatelném mnoZstvi. Proto byly roztoky

kutikul z dal$ich analyz vynechany.

3.4.2 Pre — analyza kutikul

V ramci pilotni studie bylo nejprve 77 kutikul zlyofilizovano, u 15 z nich byla
zméfena jejich presnd hmotnost. Poté byl vybran jeden zkuSebni vzorek kutikuly,

ze kterého byla na analytickych vahach odvazena polovina do nové eppendortky
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(1,5 ml). Nasledn¢ k ni bylo pfidano 1 ml Britton — Robinsonova pufru. VVzorek byl asi
10 min vortexovan, avsak pelet ziistal kompaktni. Pfistoupilo se tedy k mechanickému
rozruseni kutikuly pomoci Spicky. Kutikulu se podatilo rozd€lit na jednotlivé, nestejné
velké cary, nicméné Uplné homogenizace vzorku kutikuly se touto cestou docilit
nepovedlo. Z takto pfipraveného vzorku byla udélana tedici fada. Do 11 eppendorfek
bylo dano 500 ul Britton — Robinsonova pufru. Poté bylo odebrano 500 ul pfipravené¢ho
vzorku a umisténo do 1 eppendorfky s 500 ul Britton — Robinsonova pufru (zkumavka
1). Po dikladném zvortexovani bylo ztéto zkumavky pieneseno 500 pl do jiné
eppendorfky s Britton — Robinsonovym roztokem (zkumavka 2). Stejnym zptsobem
bylo piipraveno vSech 11 zkumavek. Dale se postupovalo stejné jako u analyzy
lysozymu v bilku s tim rozdilem, Ze roztoky z 12 zkumavek (pivodni vzorek + fedici
fada) uz dale nebyly fedény Britton — Robinsonovym pufrem v poméru 1 : 1, ale
naneseny rovnou Vobjemu 10 pl, v duplikacich vedle sebe do jamek v agaru.
K vytvoreni lyza¢nich zén vSak ani v jednom piipadé nedoslo. Nabizela se 3 mozna
vysvétleni tohoto jevu: 1. z divodu nedokonalé homogenizace se nepodafilo do jamky
aplikovat dostatené mnozstvi vzorku kutikuly, 2. EDTA pochazejici z roztoku,
ve kterém byla vejce kvili oddéleni kutikuly luhovana, inhibovala natolik plisobeni
pfitomného lysozymu ve vzorku, Ze reakce nemohla probéhnout, 3. koncentrace
lysozymu ve vzorku byla touto metodou nedetekovatelna. Proto bylo pfistoupeno
K pozménéni metodiky.

Aby se vyloucil vliv 1 a 2, byl vybran novy vzorek kutikuly, ze kterého bylo
oddéleno 5 mg do nové eppendorfky (2 ml). Po pfidani 500 ul ddH,O byla provedena
homogenizace pomoci sonikatoru (Hielscher UP50). Na zacatku byla kutikula po dobu
10 min vystavena dlouhym pulzim pii amplitudé¢ 80 %. Poté byla amplituda navySena
na 100 %. Homogenizace pokracovala pierusované Vv desetiminutovych intervalech.
Po zhruba 1 h 45 min byla kutikula pfevedena do homogenni suspenze. Vzorek byl
po celou dobu chlazen v ledové lazni, aby nedoslo k degradaci proteini a pigmentd
Vv disledku zahfivani sonika¢niho trnu. Samotna dlouhodoba sonikace by neméla mit
na kvalitu vzorku vliv.

Nasledn¢ byla homogenizovana kutikula otestovana na ptitomnost Ca* ionth
uvolnénych ze skotfépky pfi Skrabani kutikuly. Konkrétn€ bylo zjistovano, kolik 10%
EDTA roztoku se bude muset pifidat ke kutikule, aby se vyvéazal vSechen pfitomny
vapnik. Stanoveni bylo zalozeno na zachyceni barevné zmény ptidaného indikatoru
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z ¢ervené na modrou pii dosaZzeni equilibria, tj. vyvazéni volnych ionti na EDTU.
Nejdiive byl namichan barevny indikator rozpusténim 0,1 g Eriochromové cerni
v 10 ml 96% ethanolu. K 100 pl suspenze kutikuly bylo pfidano jesté¢ 500 ul ddH,O a
roztok byl pfenesen do malé kadinky. Pomoci sklenéné pipety byl do roztoku kutikuly
postupné piikapavan indikator. Oproti puvodnimu ptedpokladu se vSak roztok
po ptidani 1 kapky (40 pl) barevného indikatoru nezbarvil do Cervena, ale do modra.
Proto byl cely experiment zopakovan s jinym dédvkovanim indikatoru. Po aplikaci 2 pl
Eriochromové cerni roztok kutikuly opét slabé zmodral. Jedingm nalezenym
vysvétlenim pozorovaného efektu bylo, ze ve vzorku kutikuly bylo pfitomno tolik
EDTA z luhovaciho roztoku EDTA/Mercaptoethanol, Ze vyvazala vSechny volné Ca®,
Na’, Mgz+, samovolné bylo dosazeno equilibria. Od dodavani dal$iho roztoku EDTA
ke vzorkim bylo upusténo.

Koncentrace lysozymu v  kutikule byla jest¢ jednou ovéfena
na homogenizovaném vzorku. Pro tento ucel byl odebran 1 mg lyofilizované kutikuly,
ke kterému bylo pfiddino 300 pl ddH,O. Toto mnozstvi bylo béhem 35 min
zhomogenizovano. Nasledné€ byl vzorek kutikuly nanesen nefedény i1 fedény v poméru
1:1a2:1sBritton — Robinsonovym pufrem v duplikacich do jamek v agaru v objemu
10 pl/jamka. Stejné jako v prvnim pokusu s homogenizaci kutikuly se kolem jamek
nevytvotily zadné lyzaéni zony, coz potvrdilo, Ze koncentrace lysozymu v kutikule jsou

velmi pravdépodobné pod limitem detekce nami zvolenou metodou radidlni difuze.

3.5 Analyza pigmenti v kutikule

Analyza obsahu pigmentii byla provedena u 50 vybranych vzorkl servisné na
oddéleni Analyzy fyziologicky aktivnich latek ve Fyziologickém ustavu Akademie véd
pomoci HPLC. Zvolenych 50 vzork lyofilizovanych kutikul zahrnovalo 19 plemen a
jednotlivé barevné kategorie skotfdpky a byly vybrany na zaklad¢ ptedchozich analyz
lysozymu a ovotransferinu v bilku tak, aby pokryvaly priméry a celkovou variabilitu
zjiSténych koncentraci pro oba proteiny. Pro standardizaci analyzovaného mnoZstvi
kutikuly, ve které byly pigmenty nasledné analyzovany, bylo u kazdého vzorku pouzito
20% z celkové vahy lyofilizované kutikuly. Protoporfyrin IX a biliverdin byly
stanoveny ve form¢& dimethylesterti. Postup byl zalozen na dfive publikované metodée
pro urCeni porfyrinii ve vajecnych skotapkach (Miksik et al., 1996). Vzorky byly
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extrahovany (a esterifikovany) 5 ml absolutniho methanolu (LiChrosolv, gradient grade
pro chromatografii, Merck, Darmstadt, Germany), obsahujicitho 5% koncentrovanou
kyselinu sirovou, pii pokojové teploté, v temnu pod atmosférou N, po dobu 2 dnt.
Extrakty byly nejprve odfiltrovany a poté byly pfidiny 4 ml chloroformu (Merck,
chloroform GR, ISO) a 4 ml destilované vody, vse bylo nasledné protiepano. Nizsi
(chloroformova) faze byla sesbirdna, vys$i (vodnd) faze byla opét extrahovana
chloroformem (chloroformové faze z obou extrakci byly shromazdény). Tyto faze byly
promyty nejdiive 2 ml 10% roztoku chloridu sodného, nasledné destilovanou vodou,
dokud nebylo promyvaci rozpoustédlo neutralni. Extrakty byly odpafeny dosucha a
rekonstituovany v 0,5 ml chloroformu s pouzitim vnitiniho standardu (5, 10, 15, 20 -
tetra (4 - pyridyl) - 21H, 23H - porfin, Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
0,01 mg / ml). Standardy pro kvantifikaci (protoporfyrin IX a biliverdin, MP
Biomedicals, LLC, Eschwege, Némecko) byly osetfeny stejnym postupem.

Pigmenty byly stanoveny (a kvantifikovany) reverzni fazi vysoce uc€inné
chromatografie s pouzitim Agilent 1100 LC systému (Agilent, Palo Alto, CA, USA),
sestavajiciho se z odplynovace, binarni pumpy, autosampleru, kolony s termostatem
a diodového detektoru. HPLC bylo také spojeno s ion-trap hmotnostnim spektrometrem
(Agilent LC-MSD Trap XCT-Ultra, Agilent, Palo Alto, CA, USA). Chromatograficka
separace byla provedena v Gemini 5u C18 110A koloné¢ (250 x 2,0 mm ID,
Phenomenex, Torrence, CA, USA). Vzorek (10 pul) byl injikovan do kolony a eluovan
s gradientem tvofenym z linearniho gradientu (A = voda s 0,1% kyseliny mraven¢i,
a B = acetonitril s 0,085% kyselinou mravenci) pii pritokové rychlosti 0,35 ml / min
ateploté 55 ° C. Gradient zacal na poméru A / B 80:20, po 15 minutich dosahoval
poméru 10:90 a po 5 minutach dosahl 100% B. Po dalsich 10 min byla eluce
isokraticka. Eluce byla monitorovana absorbanci pii 375 a 410 nm. Byla pouzita
atmosféricka tlakova ionizace-ionizace elektrosprej (API-ESI) v pozitivnim modu ion-
trap hmotnostni spektrometriec v MRM (vicenasobné monitorovani reakce),
kdy prekurzorové ionty byly 619 (vnitini standard), 611 (biliverdin) a 591
(protoporfyrin IX). Provozni podminky: plyn k vysuseni (N), 11 | / min; teplota plynu
350 ° C; tlak nebulizeru 30 psi (207 kPa). Kvantifikace byla provedena dvéma zptsoby:
pro vysokou koncentraci protoporfyrinu (15000-15 ng / ml) a biliverdinu (15000 —
500 ng/ml) byla pouzita absorbance pii 410 nm (pro protoporfyrin) a 375 nm
(pro biliverdin), kdy kalibra¢ni kfivka byla linearni v tomto rozsahu s regresnimi
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koeficienty R2 = 0,9979, resp. 0,9947. Pro nizkou koncentraci biliverdinu (50 -
0,5 ng / ml) byla pouzita metoda MRM MS, kdy kalibra¢ni kfivka byla linearni v tomto
rozmezi s regresnim koeficientem R2 = 0,9865. Limit detekce byl 0,15 ng / ml. Bohuzel
se v kutikulach podafilo zanalyzovat pouze koncentrace protoporfyrinu IX. V zadném
z analyzovanych vzorkl kutikul se nepodafila zméfit koncentrace biliverdinu a to

nejspise z divodu pouziti pouze 20% celkového vzorku kutikuly.

3.6 Analyza hormoni v bilku

Stanoveni koncentrace steroidnich hormont (androstendionu, kortikosteronu,
progesteronu, testosteronu, pregnenolonu, 17 hydroxypregnenolonu) u 50 vybranych
vzorkli bilkii prob&éhlo servisné na Odd¢leni steroidi a proteofaktort
Endokrinologického ustavu v Praze. M¢feni bylo provedeno pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (LC — MS/MS) dle protokolu Sosvorova et al.,
2015. Konkrétné do vSech zkumavek byly naddvkovéany potifebné deuterované interni
standardy (ISTD), soubézné stim byla pfipravena kalibraéni tada. Nasledovalo
odpareni na vakuové odparce. Vzorky bilkd v 50 ml Sroubovacich zkumavkach byly
homogenizovany pomalym protiepanim. Poté z nich bylo pomoci odbérové zkumavky
na mo¢ odebrano 2 ml bilku. Toto mnoZstvi bylo nafedéno 3 ml vody na HPLC a
promichano (1200 otacek). Do extrakénich zkumavek s ISTD bylo pfidano 1250 ml
nafedéného bilku. V dal$im kroku byla provedena extrakce 2 ml diethyletheru a vzorky
slity do extrakénich sklenénych zkumavek. Poté probéhla inkubace vzorki
s derivatiza¢nim roztokem po dobu 15 min pii 60 °C. Po inkubaci bylo rozpoustédlo
odpareno proudem dusiku. SuSina byla rozpusténa v 100 ul 10 mM roztoku mravencanu
amonné¢ho v50% metanolu. Vzorky byly intenzivné promichdny, odstfedény
(2000 otacek, 4 min, 22 °C), pteneseny do vlozek pro vialky a vstiiknuty do UPLC.
Posléze byla uskute¢néna LC — MS/MS. Analyty byly kvantifikovany pomoci
kalibra¢nich kiivek vytvofenych na zdkladé znadmych koncentraci ve smésich
analyzovanych standardd s konstantnimi hladinami ISTD. Z analyzovanych steroidi se
podafily zachytit vSechny s vyjimkou kortikosteronu, ktery byl stanoven pouze

u 8 analyzovanych vzork bilku. U ostatnich byl pod limitem detekce.
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3.7 Spektrofotometrické charakteristiky skoirapek u jednotlivych plemen

Pro dodate¢né vyjadieni zbarveni skofapky na zakladé spektrofotometrickych
charakteristik bylo na subsetu 8 studovanych plemen (araukana, barneveldka, bantamka,
¢eska, holokrcka, rousna zakrsla, sebritka a vyandotka) provedeno meéteni reflektance
skotapek téchto plemen pomoci pienosného spektrofotometru Avantes na Katedie
ekologie Ceské zemédélské univerzity. Nejprve byly vybrany co mozna nejcelistvejsi
skotapky, ze kterych nebyla pfed tim odebirdna kutikula, v po¢tu 10 ks/plemeno,
pochazejici od 2 — 3 chovatelt (tj. 3 — 5 ks/chovatel/plemeno). Nasledné byla kazda
skofapka proméfena na 3 mistech (viz obrazek 3) spektrofotometrem (Avantes) dle
ptislusného protokolu. Celkové tak bylo k dispozici 30 méfeni na plemeno. Kvili
nedostatku vhodného materidlu (skorapek s kutikulou) a ¢asu se podatilo zanalyzovat

pouze 8 plemen z celkového poétu 21 zahrnutych do této studie.

1x

1x

1x

_/_\_

Obr. 3: Mé¢feni reflektance skotapky.
Kazdou skotfépku méfime na 3 mistech — na vrcholu, na levém okraji, na pravém okraji. Sondu

spektrofotometru prikladame tésné ke skotapce pod uhlem 90 °.

Po nacteni bilého (REF) a ¢erného (DRK) standardu v modu S bylo provedeno
samotné méfeni reflektance v modu T (transmitance)/R (reflektance) s nastavenymi
parametry no. of flashes 1, smoothing 3, spline off , average 15. M¢feni reflektance
probihalo v rozsahu 250 — 750 nm po 1 nm. Po pfevedeni vystupnich souborti programu
AvaSoft (software spektrofotometru Avantes) do piijatelnéjsiho formatu byl v Excelu
spocitan celkovy jas podkladové barvy (brightness), vyjadieny jako celkovéa reflektance
(R) mezi vinovou délkou 300 - 700 nm, modro — zelené spektrum (BGC) pocitané jako
R400-575 nm/R300-700nm,  Cervené  spektrum  Rsgs - 655 nm/R300-700nm @ UV spektrum
R320- 400 nm/R300-700 nm- Jednotlivé hodnoty reflektance v danych 4 kategoriich byly

vyjadieny jako primér dané kategorie reflektance na studované plemeno.
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3.8 Statistické zpracovani dat

3.8.1 Vypocty koncentraci lysozymu a ovotransferinu v bilku

Koncentrace lysozymu (mg/ml) ve vzorcich bilku byly vyjadfeny jako primér
ze 2 opakovanych méfeni (duplikatt) interpolovanych z kalibra¢ni kiivky vykazujici
linedrni zévislost méfené absorbance na mnozstvi proteinu ve vzorcich standardu
(konkrétni hodnoty standardu lysozymu viz 3.3.2). Podobné koncentrace ovotransferinu
(mg/ml) ve vzorcich bilku byly vyjadieny jako primér ze 4 opakovanych méfeni
(kvadruplikatii) interpolovanych z kalibra¢ni kiivky vykazujici nelinedrni sigmoidalni
zavislost méfené absorbance na mnozstvi proteinu ve vzorcich standardu (konkrétni
hodnoty standardu ovotransferinu viz 3.3.3). Pro kazdou analyzovanou mikrotitra¢ni
desticku u analyz ovotransferinu a Petriho misku u lysozymu byla vytvofena samostatna
kalibraéni kiivka. Koeficienty determinace R? pro jednotlivé kalibraéni kiivky byly
vrozmezi 0,95 - 0,99. Repeatabilita duplikati u lysozymu a kvadruplikati
U ovoransferinu byla vysoka, R2|ysozym = 0,96; Rzovotransferin = 0,89. Veskeré
interpolované hodnoty koncentrace ovotransferrinu a lysozymu ve vzorcich bilku byly
vyjadieny s 95% CI. U ovotransferinu byly interpolované hodnoty koncentrace zpé&tné
transformovany z logaritmickych hodnot na ptirozené. Celkovy intra-assay koeficient
variance byl 15%. Inter-assay koeficient variance pro ovotransferin byl CV = 19%)
apro lysozym (CV = 12%). Veskeré vypocty koncentraci probihaly s vyuzitim
programu GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).

3.8.2 Analyzy efektu barevnosti skorapky na koncentrace antimikrobialnich

proteini v bilku

Jelikoz prumémé koncentrace lysozymu a ovotransferinu Vv bilcich spolu
navzajem nekorelovaly (Pearson’s product moment correlation: r = 0,20, t = 3,3596,
df = 255, p-value < 0,12, R® = 0,03), byl kazdy testovany protein zahrnut
jako vysvétlovana proménna v samostatném modelu. Pied zatazenim ovotransferinu
a lysozymu do jednotlivych modelt byly hodnoty jejich koncentrace zlogaritmovany
(X =1ogl0X). A hodnoty objemu vejce byly vyskalovany. Pro zjisténi zavislosti vSech
vysvétlujicich proménnych (barva skotépky, objem vejce, chovatel, rok, plemeno)
na koncentrace ovotransferinu a lysozymu bylo vyuzito zobecnénych linearnich modela
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(Im). Ty u lysozymu prokazaly vysoce signifikantni efekt barvy skofdpky, roku,
chovatele a plemene (Pfiloha 2) a u ovotransferinu prukazny efekt barvy skotapky, roku
a plemene (Pfiloha 6). Aby byl zohlednén efekt vysoce prukaznych vysvétlujicich
proménnych, bylo vyuzito zobecnénych linedrnich model se smisenymi efekty (Ime,
library:nlme) a u modelll pro lysozym byly zafazeny nejprve rok a chovatele jako
hierarchicky uspotddané nahodné vysvétlujici proménné a poté také rok, chovatele
a plemeno jako hierarchicky uspofadané nahodné proménné (viz Pfiloha 3 a Pfiloha 4 —
plné modely s razné¢ definovanymi ndhodnymi efekty). U modeli pro ovotransferin
jsme pak jako ndhodnou proménnou zaradili rok (Pfiloha 7) a nésledn¢ také rok
a plemeno (Ptiloha 8) jako hierarchicky uspotadané ndhodné proménné. Barva skorapky
a objem vejce byly u obou GLMM pro ovotransferin i lysozym zafazeny jako pevné
vysvétlujici proménné. Postupnou zpétnou (backward) eliminaci nesignifikantnich
proménnych bylo dosazeno minimalnich adekvatnich modelt (MAM). V téch pak byla
také odhadnuta variabilita jednotlivych nahodnych efekti na celkové vysvétlené
variabilité pomoci funkce VarCorr (library:nlme).

Pro analyzy vztahu mezi spektrofotometrickymi parametry skofdpky a
koncentracemi lysozymu a ovotransferinu, bylo nejprve vyuzito zobecnénych linearnich
modelu (Priloha 10, Ptiloha 11) pro kazdy studovany protein samostatn¢. V kazdém
modelu byly koncentrace lysozymu a ovotransferinu vysvétlované proménné a chovatel,
rok, celkova reflektance ve viditelném spektru, blue-green chroma, red chroma a UV
chroma jako vysvétlujici proménné. Stejné jako v prechozich analyzach, byl nalezen
pro lysozym prikazny efekt chovatele i roku a pro ovotransferin pouze vliv roku. Z toho
divodu bylo pro oSetfeni vlivu téchto proménnych pouZito zobecnénych linedrnich
modeld se smiSenymi efekty (Ime, library:nlme) a tyto proménné byly zafazeny
jako nahodné proménné. JelikoZ jednotlivé hodnoty reflektance vystupujici jako spojité
vysvétlujici proménné byly navzajem silné korelované a hrozilo riziko multikolinearity
pii pouziti GLMM s témito vzdjemné korelovanymi vysvétlujicimi proménnymi
(viz Priloha 17), bylo pro analyzy vztahu mezi jednotlivymi hodnotami reflektance a
barvou skofapky vyuzito samostatnych GLMM pro kazdou kategorii reflektance
zvlast’, kde koncentrace lysozymu ¢i ovotransferinu byly vysvétlovanymi proménnymi a
dana kategorie reflektance a barva skofapky vysvétlujicimi proménnymi. Nahodnymi

efekty pak byly u modell pro ovotransferin rok a u modeld pro lysozym rok a chovatel.
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3.8.3 Analyzy vzajemnych vztaht mezi koncentracemi protoporfyrinu
v kutikularni vrstvé skorapky, antimikrobialnimi proteiny v bilku a

androgennimi hormony v bilku

Pii téchto analyzach bylo pouzito rovnou zobecnénych linearnich modela se
smiSenymi efekty (Ime, library:nlme). Pro dosazeni normality vysvétlovanych
proménnych byly koncentrace protoporfyrinu, lysozymu a ovotransferinu
zlogaritmovany (y=log10X).

Pro model testujici vztah mezi koncentracemi protoporfyrinu v kutikule
a antimikrobialnimi  proteiny v bilku byly pevnymi spojitymi vysvétlujicimi
proménnymi koncentrace lysozymu a ovotransferinu a objem vejce a kategorickymi
proménnymi pak barva skotapky. Do modelu byly zafazeny také dvojné interakce barva
skofapky : koncentrace lysozymu a barva skofapky : koncentrace ovotransferinu.
Néhodnou proménnou bylo plemeno (viz Ptiloha 13 — plny model).

Pro modely testujici vztahy mezi koncentracemi protoporfyrinu v kutikule,
koncentracemi lysozymu a ovotransferinu v bilku a androgennimi hormony pak byly
vysvétlujicimi proménnymi koncentrace pregnenolonu, progesteronu, testosteronu a
17 hydroxypregnenolonu a jejich dvojné interakce. Jednotlivé vysvétlujici proménné
mezi sebou nebyly nijak vyznamné korelovany (Ptiloha 18). Nahodnou proménnou bylo
u vSech tfi modeld plemeno (viz Ptiloha 14, 15, 16 — plné modely).

Minimalnich adekvatnich modeli (MAM) bylo dosazeno zpétnou (backward)
eliminaci nesignifikantnich proménnych. VeSkeré analyzy probihaly v programu R
3.2.1 (R Developement Core Team 2015).
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4. Vysledky
4.1 Vztah mezi Kkoncentracemi antimikrobiilnich proteini v bilku
Vv zavislosti na barvé skorapky

4.1.1 Koncentrace lysozymu v zavislosti na barvé skoirapky

Analyza vztahu mezi koncentraci lysozymu v bilku vajec s rizné¢ barevnou
skotapkou prokazala prikazny vliv barevnosti skotfapky (Tabulka 5). Prikazné rozdily
byly v koncentraci lysozymu ve vejcich s krémovymi a tmavé hnédymi a bilymi
skotapkami, kdy priikazné nejvyssi koncentrace lysozymu byly ve vejcich tmaveé
hnédych a krémovych oproti vejcim bilym, kterd méla lysozymu nejméné (Tabulka 5,
Graf 1). Nicméng, po odfiltrovani vlivu plemene, tedy zafazeni plemene do modelu jako
nahodné vysvétlujici proménné, zustal prikazny vliv pouze mezi rozdily
Vv koncentracich lysozymu u vajec s tmavé hnédou a bilou skofdpkou, zatimco pro
krémové skotapky byl efekt marginilné nesignifikantni (Tabulka 6). Analyzou
komponent rozptylu pro nahodné a pevnou vysvétlujici proménnou bylo prokazano, ze
barva skotapky vysvétluje 51% z celkové variability v primérné koncentraci lysozymu
v bilku. Podil jednotlivych ndhodnych efekti na celkové vysvétlené variabilité byl pak
plemene (10%). Hodnoty primérné koncentrace lysozymu u vSech analyzovanych

plemen jsou znazornény v Pfiloze 5.

Tabulka 5: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml)
u vajec s ruzné barevnou skotfapkou (N=359, nahodny efekt = ~1|rok/chovatel). Signifikantni

proménné jSou vyznaceny tuc¢né

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0620845 0,03471705 30,592591 0,0000
barva skofapky hnéda 0,0024325 0,01955255 0,124411 0,9011
barva skoiapky krémova 0,0491179 0,02163446 2,270357 0,0239
barva skofapky modra 0,0415947 0,03226222 1,289268 0,1983
barva skoiapky tmavé hnéda 0,0740582 0,02537080 2,919033 0,0038
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Tabulka 6: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml)
u vajec sruzné barevnou skofapkou po zohlednéni efektu plemene (N=359,

nahodny efekt = ~1|rok/chovatel/plemeno). Signifikantni proménné jsou vyznaceny tuc¢né

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0558798 0,03631902 29,072364 0,0000
barva skofapky hnéda 0,0044399 0,02423361 0,183213 0,8618
barva skofapky krémova 0,0550700 0,02339142 2,354281 0,0652
barva skofapky modra 0,0516104 0,03995014 1,291869 0,2529
barva skoiapky tmavé hnéda 0,0872065 0,02934338 2,971932 0,0311

Graf 1: Primérné koncentrace lysozymu (mg/ml) v bilku (+ 95% CI) v zavislosti na barevnosti

skotapky. Hodnoty koncentrace lysozymu jsou na logaritmické skale
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4.1.2 Koncentrace ovotransferinu v zavislosti na barvé skorapky

Analyza vztahu mezi koncentraci ovotransferinu v bilku vajec s razné
barevnou skoifdpkou prokazala prikazny vliv barevnosti skotapky (Tabulka 7).
Statisticky prukazny rozdil byl vSak pouze v koncentraci ovotransferinu ve vejcich
s krémovymi a modrymi skotapkami, kdy pritkazné nejvyssi koncentrace ovotransferinu
byly ve vejcich krémovych oproti vejcim modrym, kterd méla lysozymu nejméné
(Tabulka 7, Graf 2). Nicmén¢, po odfiltrovani vlivu plemene, tedy zafazeni plemene do
modelu jako nahodné vysvétlujici proménné, nezistal efekt barevnosti skotfapky
prukazny a byl mirné¢ za hranici signifikance (p = 0,063; Tabulka 8). Analyzou
komponent rozptylu bylo prokazano, Ze barva skotfapky vysvétluje 68% z celkové
variability v primérné koncentraci ovotransferinu v bilku. Podil jednotlivych
nahodnych efektl na celkové vysvétlené variabilit¢ byl pak nejvyssi pro efekt roku
(28%) a nejnizsi podil cCinil efekt plemene (3,5%). Hodnoty primérné koncentrace

ovotransferinu u v§ech analyzovanych plemen jsou znazornény v Ptiloze 9.

Tabulka 7: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku
(mg/ml) u vajec s rizné barevnou skofapkou (N = 256, nahodny efekt = ~1|rok). Signifikantni

proménné jsou vyznaceny tuéné

Value Std. error t - value p - value
intercept 0,13991205 0,14765381 0,9475682 0,3443
barva skofapky hnéda 0,03433417 0,05686188 0,6038170 0,5465
barva skoiapky krémova 0,10239126 0,04950065 2,0684832 0,0396
barva skofapky modra -0,14112559 0,09789300 -1,4416311 0,1507
barva skofapky tmavé hnéda 0,06780065 0,07590067 0.8932813 0,3726
objem vejce -0,00000371 0,00000203 -1,8291380 0,0686
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Tabulka 8: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku
(mg/ml) u vajec srizné barevnou skofapkou po zohlednéni efektu plemene (N=256,

nahodny efekt = ~1|rok/plemeno).

Value Std. error t - value p - value
intercept 0,13943666 0,15277357 0,9127015 0,3624
barva skofapky hnéda 0,03419083 0,06733305 0,5077867 0,6157
barva skofapky krémova 0,11129533 0,05740182 1,9388815 0,0630
barva skofapky modra -0,14108462 0,10941913 -1,2893963 0,2082
barva skofapky tmavé hnéda 0,07508162 0,08788113 0,8543543 0,4004
objem vejce -0,00000380 0,00000227 -1,6729875 0,0957

Graf 2: Primérné koncentrace ovotransferinu (mg/ml) v bilku (+ 95% CI) v zavislosti

na barevnosti skofapky. Hodnoty koncentrace ovotransferinu jsou na logaritmické skale
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4.1.3 Koncentrace lysozymu a ovotransferinu Vv zavislosti

na spektrofotometrickych parametrech skorapky

Analyza vztahu mezi koncentraci lysozymu V bilku a spektrofotometrickymi
parametry skotapky neprokazala zadny vztah mezi méfenymi parametry reflektance
skotapky na primérnou koncentraci lysozymu v bilku (Tabulka 9, 10, 11, 12).
U ovotransferinu byl prokazan pozitivni vztah mezi celkovou reflektanci ve viditelné
casti spektra a koncentraci ovotransferinu v bilku (Tabulka 13, Graf 3). Tento
prokazany vztah korespondoval s hodnotami celkové reflektance ve viditelné c¢asti
spektra a rozdily v koncentracich ovotransferinu v riizn¢ barevnych vejcich (Graf 4, 2),
kdy nejvyssi hodnoty reflektance ve viditelné ¢asti spektra i ovotransferinu méla vejce
s krémove zbarvenou skofdpkou. Nutno vSak podotknout, Ze vejce modra, ktera
reflektance ve viditelném spektru totozné jako vejce krémova. Tento vysledek je velmi
pravdépodobné  zplisoben velmi malym  poctem vajec, pro analyzu
spektrofotometrickych parametri modrych vajec araukan (N = 12). Vztah mezi
hodnotami reflektance v modro-zelené¢ a cervené casti spektra a koncentracemi
ovotransferinu v bilku nebyl prokazan (Tabulka 14, 15) a vztah mezi UV reflektanci
a koncentracemi ovotransferinu v bilku byl marginalné nesignifikantni (p = 0,07;
Tabulka 16).

Tabulka 9: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml)
v zavislosti na celkové reflektanci ve wviditelné casti spektra (N = 148, ndhodny

efekt = ~1|rok/chovatel)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,117333 0,03482664 32,08270 0,0000
total reflectance (R) 0,000000 0,00000003 -0,48959 0,6253
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Tabulka 10: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml)
v zavislosti na celkové reflektanci v modro - zelené casti spektra (N = 148, nahodny

efekt = ~1|rok/chovatel)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,180174 0,07168267 16,463862 0,0000
blue - green chroma (BGC) -0,192601 0,16718960 -1,151992 0,2516

Tabulka 11: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml)
v zavislosti na celkové reflektanci v cCervené casti spektra (N = 148, ndhodny

efekt = ~1|rok/chovatel)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0336511 0,0806454 12,817229 0,000
red chroma (RC) 0,3282674 0,3405924 0,963813 0,337

Tabulka 12: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml)
v zavislosti na celkové reflektanci v UV ¢asti  spektra (N = 148, ndhodny

efekt = ~1|rok/chovatel)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,1523050 0,0549204 20,981368 0,0000
UV chroma -0,4199131 0,4267604 -0,983955 0,3271

Tabulka 13: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku
(mg/ml) v zavislosti na celkové reflektanci ve viditelné Casti spektra (N = 148, nahodny

efekt = ~1|rok). Signifikantni proménné jsou vyznaceny tu¢né

Value Std. error t - value p - value
intercept -0,06328516 0,12134356 -0,521537 0,6032
total reflectance (R) 0,00000016 0,00000007 2,190102 0,0310
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Tabulka 14: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku
(mg/ml) v zavislosti na celkové reflektanci v modro-zelené ¢asti spektra (N = 148, nahodny
efekt = ~1|rok)

Value Std. error t - value p - value
intercept -0,1582708 0,2322900 -0,68135 0,4973
blue - green chroma (BGC) 0,5785692 0,5449307 1,06173 0,2911

Tabulka 15: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku
(mg/ml) v zavislosti na celkové reflektanci v Cervené casti spektra (N = 148, nahodny

efekt = ~1|rok)

Value Std. error t - value p - value
intercept 0,3567049 0,2422559 1,472430 0,1443
red chroma (RC) -1,2951248 0,9611285 -1,347504 0,1811

Tabulka 16: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku
(mg/ml) v zavislosti na celkové reflektanci v UV ¢&asti spektra (N = 148, nahodny
efekt = ~1|rok)

Value Std. error t - value p - value
intercept -0,1613883 0,1602196 -1,007295 0,3164
UV chroma 2,1572857 1,1853698 1,819926 0,0720

46



Graf 3: Zavislost mezi koncentracemi ovotransferinu v bilku (mg/ml) na hodnotach celkové

reflektance ve viditelné ¢asti spektra (r = 0,20, p = 0,03). Hodnoty koncentrace ovotransferinu

jsou na logaritmické skale
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Graf 4: Primérné hodnoty celkové reflektance v oblasti viditelného spektra (Rspo — 700 nm)

pro vejce s rizné barevnou skotdpkou. Hodnoty reflektance jsou na logaritmické Skale
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4.2 Analyza pigmenti v kutikule

Pii analyze pigmentu v kutikule z 50 vajec byly naméfeny pouze koncentrace
protoporfyrinu (max = 961,6; min = 0,1923; primérna = 55,97 pg/20% celkové vahy

kutikuly). U zadného ze vzorki nebyla detekovana ptitomnost biliverdinu.

4.2.1 Vztah mezi mnozstvim protoporfyrinu v kutikularni vrstvé skorapky

a antimikrobialnimi proteiny v bilku

V experimentalnich vejcich, kterd slouzila pro analyzy vztahu mezi
deponovanymi proteiny v bilku a koncentracemi protoporfyrinu v kutikule nebyla
prokazana zadna korelace mezi koncentracemi ovotransferinu a lysozymu (Pearson's
correlation, N= 43, t = 0,042147, df =41, r = 0,0065, p - value = 0,9666). Primérna
koncentrace protoporfyrinu (ng/20% celk. hmotnosti kutikuly) v kutikularni vrstvé
skotapky vyznamné souvisela s barvou skotfapky (p < 0,001; Tabulka 17). Tmavé
hnéda vejce vykazovala signifikantné vyssi koncentrace protoporfyrinu v porovnani
vejce bila, nejvyssi pak vejce Stmavé hnédou skotapkou (Graf 5). Koncentrace
protoporfyrinu (ng/20% celk. hmotnosti kutikuly) v kutikularni vrstvé skotfapky se nijak
nemeénila v zavislosti na koncentracich ovotransferinu v bilku, nicméné byl prokazan
marginalné signifikantni vztah (p = 0,047) mezi koncentraci lysozymu v bilku a
koncentraci protoporfyrinu v kutikularni vrstvé skotapky (Tabulka 17). S timto vztahem
souvisela také prokazana signifikantni interakce (p < 0,01) mezi koncentracemi
protoporfyrinu v kutikule skofapky a lysozymu v bilku u vajec srizné barevnou
skotapkou. Zatimco u krémovych a tmavé hnédych vajec koncentrace protoporfyrinu
v kutikule rostla spolu s koncentracemi lysozymu v bilku, bila vejce, ktera méla vice
lysozymu v bilku, vykazovala mensi koncentrace protoporfyrinu v kutikule (Graf 6).
Pro hnéda a modra vejce nebyl tento interakéni vztah prikazny (p = 0,51) a u modrych

vajec byl mirn€ za hranici signifikance (p = 0,087; Tabulka 17).
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Tabulka 17: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci protoporfyrinu
v kutikularni vrstvé skotfapky, koncentraci lysozymu, ovotransferinu a barvou skofapky (N=43;

nahodny efekt = ~1|plemeno). Signifikantni proménné jsou vyznaceny tucné

Value Std. error t - value p - value
intercept 3,816476 1,659295 2,300059 0,0336
lysozym -3,223515 1,513591 -2,129713 0,0473
barva skofapky hnéda -1,380654 3,833513 -0,360154 0,7241
barva skoiapky krémova -6,664353 2,080389 -3,203417 0,0064
barva skofapky modra 8,029046 4,013012 2,000753 0,0652
barva skofapky tmavé hnéda -4,723361 2,7126263 -1,732540 0,1051
lysozym : barva skotapky hnéda 2,445066 3,632143 0,673175 0,5094
lysozym : barva skorapky krémova 6,454841 1,881499 3,430691 0,0030
lysozym : barva skofapky modra -6,212126 3,438739 -1,806512 0,0876
lysozym : barva skoiapky tm. hnéda 6,124252 2,460298 2,489232 0,0228

Graf 5: Vztah mezi koncentraci protoporfyrinu (ug/20% vahy kutikuly) v zavislosti na barvé

skorapky. Hodnoty koncentrace protoporfyrinu jsou na logaritmické Skale
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Graf 6: Vztah mezi koncentraci protoporfyrinu (ug/20% vahy kutikuly) v zavislosti
na koncentraci lysozymu v bilku (mg/ml) u vajec sruzné barevnou skofapkou. Hodnoty

koncentrace protoporfyrinu i lysozymu jsou na logaritmické skale
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4.3 Analyza hormoni v bilku
4.3.1 Vztah mezi mnoZzstvim protoporfyrinu v kutikularni vrstvé skorapky

a hormonalnim statusem samice

Z testovanych hormont, které by mohly mit vliv na deponaci protoporfyrinu
do kutikularni vrstvy skofapky se podafil prokazat pouze vliv testosteronu (p = 0,039;
Tabulka 18). S rostouci koncentraci testosteronu V bilku se sniZzovala koncentrace
protoporfyrinu v kutikularni vrstvé skofapky (Graf 7). Ostatni hormony, ani jejich
interakce nemély na deponované mnozstvi protoporfyrinu do kutikuly skotapky vliv

(Tabulka 18).
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Tabulka 18: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci protoporfyrinu (pg/20%
vahy kutikuly) v kutikularni vrstvé skotfapky a koncentraci hormont v bilku (N=47; nahodny

efekt = ~1|plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,307783 0,2248611 5,815959 0,0000
testosteron -0,340945 0,1579531 -2,158520 0,0399

Graf 7: Vztah mezi koncentraci protoporfyrinu (ng/20% vahy kutikuly) v zavislosti
na koncentraci testosteronu (ng/ml) v bilku (r = — 0,28, p = 0,039). Hodnoty koncentrace
protoporfyrinu jsou na logaritmické Skale
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4.3.2 Vztah mezi koncentracemi antimikrobialnich proteini v bilku

a hormonalnim statusem samice

Pfi studiu vztahu mezi koncentracemi hormoni v bilku samice bylo zjiSténo, Ze
s vyjimkou progesteronu, u kterého nebyl prokazany zadny efekt, mely na koncentraci
lysozymu v bilku prukazny vliv vSechny studované hormony (Tabulka 19). Nejsilngjsi
efekt byl prokazan u pregnenolonu a testosteronu (p < 0,002) avSak s protichidnymi

efekty. Zatimco se stoupajici koncentraci pregnenolonu se koncentrace lysozymu
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snizovala (Graf 8), s nariistajici koncentraci testosteronu se zvySovala také koncentrace
lysozymu (Graf 9). Pro 17 hydroxypregnenolon byla prokazana stejna, avSak méné
vyznamna pozitivni korelace (p = 0,040; Graf 10). Pro ovotransferin se nepodafilo

prokazat vliv zadného z testovanych hormonti na jeho koncentraci v bilku (Tabulka 20).

Tabulka 19: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentracemi hormont a lysozymu

v bilku (N=42; nahodny efekt = ~1|plemeno). Signifikantni proménné vyznaceny tu¢né

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0951726 0,01482034 73,89658 0,0000
17 hydroxypregnenolon 0,0341624 0,01551122 2,20243 0,0402
pregnenolon -0,0593815 0,01600685 -3,70975 0,0015
testosteron 0,0563960 0,01516786 3,71813 0,0015
progesteron 0,0117665 0,01546534 0,76083 0,4561

Tabulka 20: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu v bilku

koncentraci hormont v bilku. Plemeno = random efekt (N=43)

Value Std. error t - value p - value
intercept -0,03542681 0,05331805 -0,664443 0,5133
17 hydroxypregnenolon -0,08593124 0,05396436 -1,592370 0,1256
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Graf 8: Vztah mezi koncentraci lysozymu (mg/ml) v zavislosti na koncentraci pregnenolonu
(ng/ml) v bilku (r = - 0,34, p < 0,002). Hodnoty koncentrace lysozymu jsou na logaritmické

skale
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Graf 9: Vztah mezi koncentraci lysozymu (mg/ml) v zavislosti na koncentraci testosteronu

(ng/ml) v bilku (r = 0,40, p < 0,002). Hodnoty koncentrace lysozymu jsou na logaritmické Skale
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Graf 10: Vztah mezi koncentraci lysozymu (mg/ml) v zavislosti na koncentraci

17 hydroxypregnenolonu (ng/ml) v bilku (r = 0,19, p = 0,040). Hodnoty koncentrace lysozymu

jsou na logaritmické skale

lysozym (mg/ml)

17 hydroxypregnenolon (ng/ml)

4.3.3 Vliv stresu na deponaci antimikrobidlnich proteinii do bilku

a protoporfyrinu do kutikularni vrstvy skorapky

Analyza vztahu mezi koncentracemi Kkortikosteronu v bilku, ktery by mél
odrazet miru stresu samice v dobé tvorby vejce, a koncentracemi lysozymu,

ovotransferinu ¢i protoporfyrinu, nepfinesla diikaz o jeho existenci (Tabulka 21, 22, 23).

Tabulka 21: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci protoporfyrinu a

koncentraci kortikosteronu v bilku (N=7; ndhodny efekt = ~1|plemeno)

Estimate Std. error t—value p - value Signif. code
intercept 1,719 0,798 2,154 0,0747
kortikosteron 1,441 1,157 1,245 0,2597

F — statistic: 1,549; multiple R — squared: 0,2052; adjusted R — squared: 0,07275; p — value:0,2597
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Tabulka 22: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci lysozymu a koncentraci

kortikosteronu v bilku (N=8; nahodny efekt = ~1|plemeno)

Estimate Std. error t - value p - value Signif. code
intercept 1,11758 0,16711 6,688 0,00113 fala
kortikosteron -0,05548 0,23609 -0,235 0,82352

F — statistic: 0,05523; residual standard error: 0,1603; multiple R — squared: 0,01093;
adjusted R — squared: - 0,1869; p — value: 0,8235

Tabulka 23: Minimalni adekvatni model pro vztah mezi koncentraci ovotransferinu a

koncentraci kortikosteronu v bilku (N=7; nahodny efekt = ~1|plemeno)

Estimate Std. error t - value p - value
intercept -0,1096 0,4105 -0,267 0,8000
kortikosteron -0,3446 0,5799 -0,594 0,5782

F — statistic: 0,3532; residual standard error: 0,3937; multiple R — squared: 0,06598;
adjusted R — squared: - 0,1208; p — value: 0,5782
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5. Diskuze

Vejce je nezbytné pro ptaci reprodukci, a mikrobidlni kontaminace jeho obsahu
vede ke snizenému reprodukénimu uspéchu (Cook et al., 2003, 2005), schopnosti pieziti
¢i zménam fenotypu mlad’at. Donedavna ptevladal ndzor, Ze antimikrobidlni obrana
ptaciho vejce se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, fyzické bariéry, poskytované intaktni
skotapkou, a chemické obrany, vyplyvajici z alkalického pH bilku a pfitomnosti
riznych proteinovych komponent bilku s antimikrobidlnimi vlastnostmi (Board a
Tranter, 1986). V poslednich letech se ukazuje, ze skorapka neplni pouze roli fyzické
bariéry, ale téz disponuje vlastnim arzendlem ucinnych ,chemickych zbrani“
proti bakteriim ¢i houbam na jejim povrchu, at uz se jedna o specifické proteiny
skotapkové matrix, ¢i proteiny S dobie prokdzanymi antimikrobidlnimi ucinky,
ptritomnymi také v bilku (Mann et al., 2006, 2008; Wellman-Labadie et al., 2008 a, b;
Rose a Hincke, 2009; Miksik et al., 2010, 2014; Rose-Martel et al., 2012)

Existuje velké mnozZstvi interpretaci, pro¢ jsou ptaci vejce barevna. Dnes
pfevlada ndzor, ze prvni ptaci vejce byla pouze bild, bez viditelné pigmentace v podobé
skvrn, nicméné mohla obsahovat i ur¢ité mnozstvi pigmentti. Vyrazna ornamentace Se
U nich objevila az pozdé&ji a dosahla nebyvalé vnitrodruhové i mezidruhové variability
(Kilner, 2006). Jiz od 19. st. byva kladen diraz zejména na hypotézu, Ze pigmentace
ptacich skotéapek se vyvinula z divodu potieby skryt vejce pied potencidlnimi predatory
(Wallace, 1890). Casto uvadénymi impulsy byvd téz ochrana pred hnizdnim
parazitismem (unikatni podpis pro rozpoznani vlastnich vajec), termoregulace
¢i konstrukéni vyztuzeni (viz Kilner, 2006). Nemalé mnozstvi praci se zabyva také
hypotézou, ze zbarveni vejce je signalem samci o kondici samice, tedy indukuje zvyseni
investic samce do péfe o potomky (Moreno a Osorno, 2003). Kone¢né je také mozZné,
Ze intenzita pigmentace odrazi miru bakteridlni zatéze vajec (Polacikova et al., 2009).
Vétsina dutinovych ptakt klade bila vejce (Hewiston, 1846), avSak s protoporfyrinovym
skvrnénim, jehoz funkce neni dosud zcela objasnéna, naproti tomu ptaci hnizdici
na zemi, Vv otevieném prostoru maji vejce barevnd, vyrazné skvrnitd. V nékterych
soucasnych pracich byva zpochybiovana signalni funkce ptaci pigmentace. Hanley et
al. (2015) zjistili, ze zbarveni skotfapky pigmenty zabira jen 0,08 — 0,10% toho, co je
ptaci oko schopno vnimat. Zda se, Ze pigmentace skofapek se vyvinula v dasledku

pusobeni nékolika selekénich tlaki zaroven. Ishikawa et al. (2010) zjistili, Ze
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Vv pfitomnosti zelené a hnédé skotapky, které obsahuji vysoké koncentrace biliverdinu ¢i
protoporfyrinu (Wang et al, 2009), dochazi k omezeni bakteridlniho rlstu, coz
naznacuje, ze pigmenty obsazené ve skofapce pravdépodobné maji antimikrobialni
potencial. Nicméné zatim nikdo nestudoval, zda existuje né&jaka souvislost mezi ruzné
zbarvenymi vejci a jejich celkovym antimikrobidlnim potencidlem. Na zakladé
dostupnych studii, které prokazuji antimikrobidlni potencidl protoporfyrinu a
biliverdinu, jejichz depozice do skotfapky je pro samici velmi nakladna, by se dalo
predpokladat, ze u vajec 1épe vybavenych antimikrobialnim potencidlem ve skotfapce,
kterd je prvni bariérou pied mikroorganismy, samice uz nebudou tolik investovat

do vnitinich vrstev vejce.

5.1 Variabilita v koncentracich antimikrobialnich proteint v bilku u plemen

S rizné zbarvenou skorapkou

Procentudlni zastoupeni bilku a Zloutku ve vejci se liSi v zéavislosti
na vyspé€losti mlad’at v dobé lihnuti (Sotherland a Rahn, 1987). Druhy s bezbrannymi,
altricidlnimi mladd’aty maji ve svych vejcich 68 - 79% bilku a jen 12 -27 % zloutku.
Naopak druhy s pln¢ vyvinutymi, prekocialnimi mlad’aty maji vyssi podil zloutku 32 —
41% na tkor bilku 51 - 56%. Podobné se muze liSit 1 zastoupeni antimikrobidlnich
proteinli v bilku mezi altricidlnimi a prekocidlnimi druhy (Saino, 2007). Nicméné
rozdily v koncentraci bilkovych proteint byly zaznamendny i1 v ramci druhu.

Lysozym zaujima 1 — 4% proteinové slozky bilku v zavislosti na pta¢im druhu
(Smolelis a Hartsell, 1951). Na zakladé nasich vysledkt se zda, Ze u kura domaciho
velikost vejce, resp. objem bilku na podil lysozymu nema vyznamny vliv. Naproti tomu
barva skotapky zifejmé hraje jistou roli v deponaci lysozymu do bilku. Nicmén¢ tento
efekt se projevuje jinak, nez jsme o€ekavali. Nejveétsi mnozstvi lysozymu bylo zjisténo
ve vejcich s tmavé hnédymi a krémovymi skofdpkami, nejmensi koncentrace pak byly
zaznamenany v bile zbarvenych vejcich. Ukdazalo se, Ze mnozstvi deponovaného
lysozymu do bilku je téZ velmi ovlivnéno okolnimi podminkami. Nalezli jsme silny
efekt roku (23%), ve kterém byla vejce odebrana. Podobny vliv byl prokazan i
pro chovatele (17%), od kterého vzorky pochazely. Nejmensi, avSak nezanedbatelny

podil na variabilit¢ koncentraci lysozymu v bilku mél efekt plemene (10%).
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je odrazem investic samice (napf. Saino et al., 2002).

Ovotransferin reprezentuje 13% vSech proteini obsazenych v bilku (Guerin-
Dubiard et al., 2005). Objem vejce na koncentraci ovotransferinu v bilku dle nasich
vysledkii nemd vliv. Podobné jako u lysozymu i u ovotransferinu byl prokazan
vyznamny efekt barvy skofapky na jeho ukladani do bilku. Nejméné ovotransferinu
obsahuji vejce s modrou skofdpkou, nasleduji bild a hnédd vejce. Nepatrné vice
ovotransferinu nez v hnédych vejcich bylo naméieno v bilcich vajec s tmaveé hnédou
skorapkou. Nejvice ovotransferinu je pak jednoznaéné deponovano do bilki krémovée
zbarvenych vajec. Na rozdil od lysozymu se koncentrace ovotransferinu v bilku jevi byt
vice pod vlivem efektu plemene a genetiky nez dalSich faktorG prostfedi (roku a
chovatele). A to i presto, ze efekt plemene byl jesté nizsi (3,5%) nez u lysozymu.
Souvisi to s faktem, ze efekt roku sbéru byl relativné mensi (28%) nez v pripadé
lysozymu, vliv chovatele se neprokazal vibec.

Jiz dfive bylo prokdzano, Ze lysozym a ovotransferin v bilku mohou na sebe
pusobit, ovliviiovat navzdjem svou antimikrobialni aktivitu. Diky tomu pak vejce
S vy$§im obsahem lysozymu mohou mit niz§i obsah ovotransferinu a naopak. Cook et
al. (2003) zjistili, ze mira bakteridlni zatéze vajec se muze liSit. Stejné tak i druhové
sloZzeni mikrobialnich spolecenstev neni totozné (Shawkey et al., 2009). V takovém
pfipadé muze byt vyhodnéjsi mit vyssi koncentrace toho ¢i onoho proteinu podle jeho
efektivity vuci konkrétni skladbé mikrobidlnich spolecenstev. Lysozym mé ptevazné
baktericidni ucinky, ptisobi na bunky pfimo, zatimco ovotransferin plisobi primarné
bakteriostaticky, 1 kdyZ existuji nové prokdzané efekty zplsobujici apoptézu. Nam se
zadny podobny vztah zaznamenat nepodatfilo. Naopak se zd4, Ze deponace obou
proteinli do bilku jsou na sob& navzajem nezavislé. Ukladani lysozymu se jevi v nasi
studii byt modulovano spiSe faktory prosttedi, naopak deponace ovotransferinu je fizena
zejména genetickym pozadim konkrétniho plemene, coz podporuje i studie Wellman-
Labadie et al. (2008a). Ackoliv pozorovany efekt barvy byl prukazny pro oba proteiny,
vysledky je tfeba ovéfit u volné Zijicich ptakiti. Kur domaci je dobrym modelovym
druhem pro variabilitu barvy skofapky, nicmén¢ podléha jiz tisice let Slechténi. Jednim
ze sledovanych znakli je pravé barva skotapky, kdy nejzadanéjsi je krémova a bila
skofapka. Tento tlak ze strany spotiebiteli na vzhled vejce je urCujici zvlasté
v komercnich chovech. Nicméné svou stopu zanechal i u drobnych chovateltl.
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5.2 Variabilita v koncentracich antimikrobialnich proteini v kutikule

Kutikula je dulezitym prvkem antimikrobialni ochrany vejce. U vajec
s netplnou kutikulou byla pozorovana vyrazné vyssi bakterialni kontaminace obsahu
vajec nez u té&ch s celistvou kutikulou (Sparks a Board, 1984). Pohyb vody a vzduchu
ptes skofapku prosttednictvim sité¢ jednoduchych port umoziuje vyvoj embrya, zaroven
ale poskytuje cestu pro bakterialni kontaminaci obsahu vajec (Board a Tranter, 1986).
Tenkd (10 pm) vrstva kutikuly pokryva nerovnomémeé cely povrch skofapky véetné
nalevkovitého usti port (do hloubky 50 pm) (Ruiz et al., 2000) a tim zabranuje ¢aste¢né
prebyteénému odparovani vody z vejce a chrani jej tak pted priinikem mikroorganismu
a necistot z vnéjsiho prostiedi (Hincke et al., 2008; Ptiloha 19, obrazek 6). Kutikula je
tvofena tenkou, vnitini vrstvou z hydroxyapatitu (Dennis et al., 1996) a vnéjsi vrstvou,
slozenou z glykoproteint, polysacharidi a lipidd. V poslednich letech bylo
identifikovano kolem 50 proteind, z nichz nékteré jsou soucasti kalcifikované skotapky
a bilku (napt. lysozym c, ovotransferin, cystatin, ovoinhibitor), kde prokazatelné hraji
roli v antimikrobialni obrané vejce (Rose-Martel et al., 2012).

Prokédzané antimikrobidlni U€inky lysozymu proti gram-pozitivnim bakteriim
se jevi byt nesmirn¢ dulezité zejména pro primarni obranu vejce proti kolonizaci
vajeéného obsahu mikroorganismy na urovni kutikuly a skofapky (Wellman-Labadie et
al., 2008b). Navzdory vysledkim studii Wellman-Labadie et al. (2008b) ¢i Miksik et al.
(2014), ktefi jednozna¢né nalezli lysozym typu c v extraktech z vngjSich vrstev
skotapky a kutikuly husich, kachnich 1 slepicich vajec, nam se pfitomnost lysozymu
v kutikule metodou radialni difuze v agaru potvrdit nepodafilo. Pfi¢inou muze byt
pouziti jiné metody neZ u vySe zminénych praci; zachycené mnozstvi ziejmé bylo pak
natolik nizké, Ze nemohlo byt zvolenou metodou radidlni difize v agaru detekovéno.
Proto jedinou ovéfenou metodou urceni koncentrace lysozymu v kutikule zhstava
analyza pomoci HPLC, ke kter¢ jsme ovSem nepfistoupili z diivodu sloZité interpretace
pfi komparaci koncentraci lysozymu v kutikule a bilku na zdkladé rozdilnych
metodickych pfistupti.

Wellman-Labadie et al. (2008b) naznacili, ze ovotransferin koncentrovany
v tenké vrstvé nebo ve specifickych zénach (napi. v okoli porit) by mohl piispét
k antimikrobialni obrané skofapky a kutikuly. Ackoliv Miksik et al. (2014) nalezli

pfi analyze kutikularni vrstvy skofapky sekvence odpovidajici ovotransferinu, jeho
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skutecnd koncentrace v kutikule zatim nebyla stanovena. Z divodu komplikaci
pfi extrakei proteint z kutikuly a analyzy obsahu lysozymu z extrakti bylo nakonec
od testovani koncentraci ovotransferinu v kutikule kolorimetrickou metodou upusténo.

Vzhledem  k prokdzané  pfitomnosti  ovotransferinu i lysozymu
Vv kalcifikovanych vrstvach skotfdpky i pfimo na povrchu port skofapky (Wellman-
Labadie et al., 2008b), lze ptedpokladat, Ze pro stanoveni koncentrace téchto proteint
ve skofdapce bychom museli analyzovat jednotlivé vrstvy skotfapky, vcetné ptilehlych
podskotfapecnych blan, kde jsou oba proteiny hojné¢ zastoupeny (Gautron et al, 2001;
Nys et al, 2004). Detailn¢jsi popis mikrostuktur skotapky viz Ptiloha 19.

5.3 Koncentrace antimikrobialnich proteinti v zavislosti

na spektrofotometrickych parametrech skorapky

Celkova reflektance neboli jas podkladové barvy odrdzi miru toho, co vidi
¢loveék pouhym okem. DalSimi analyzovanymi parametry byly blue — green chroma,
které odpovidd miie krémové a bilé pigmentace, red chroma, které naopak souvisi
s hnédou pigmentaci. Poslednim méfenym parametrem bylo UV chroma pro porovnani,
jak zbarveni skofapky vnima ptaci oko. Tento parametr sice nenahrazuje ptaci vizudlni
model (Hanley et al, 2015), nicméné¢ nam umoznil zkusit zjistit, za piedpokladu
platnosti signalni funkce pigmentace, zda UV reflektance sdéluje ptakiim néco o kvalité
vejce z hlediska antimikrobialniho potencialu. Studie totiz Fecheyr — Lippens et al.
(2015) totiz ukazala, ze UV reflektance se méni v zavislosti na kutikuldrni vrstvé
skotapky. U lysozymu analyza spektrofotometrickych parametrii skotapky neprokéazala
zadny vztah mezi méfenymi parametry reflektance skofapky a praimérnou koncentraci
lysozymu v bilku u vajec s rizné zbarvenou skotapkou. Naopak u ovotransferinu byl
nalezen pozitivni vztah mezi celkovou reflektanci ve viditelné casti spektra
a koncentraci ovotransferinu v bilku u krémové zbarvenych vajec. Nicméné je tfeba
podotknout, ze zdGvodu nedostatku casu a vhodn¢ho materidlu (tj. skofapek
se zachovanou kutikulou) byla kazda barevna skupina reprezentovana vzorky pouze
od 1 plemene, vyjma krémové barvy, pro kterou byly k dispozici vzorky od 3 plemen,
coz neni dostatecné zastoupeni. Z tohoto divodu lze tyto neprokdzané vztahy mezi

spektrofotometrickymi charakteristikami rizné barevnych skofdpek a koncentracemi
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lysozymu brat jako artefakt nedostate¢ného poctu méfeni. Lze piredpokladat, Ze
pfi vyS$im poctu zmétenych skofdpek od vice plemen, reprezentujicich danou barevnou
kategorii, bychom dosahli hodnot reflektance, které by korespondovaly s barevnymi

kategoriemi, které jsme vytvoftili dle vnimani barevnosti skotapky lidskym okem.

5.4 Variabilita v koncentracich pigmenti v kutikule u plemen s ruzné

zbarvenou skorapkou vejce

Barva vajec u nosnic z komer¢nich chovii je primarné dana genotypem slepice.
Svou roli ve vysledném zbarveni miize hrat zejména u drobnych chovatelt ale i slozeni
potravy, doba sneseni vejce a jiné (viz Charlton et al., 2005). Campo et al. (2007) zjistili
u nosnic s hnédé zbarvenymi vejci, Ze vejce snesena dopoledne jsou tmavsi nez vejce
snesena odpoledne. Morales et al. (2011) pak ve své studii na tereji modronohém (Sula
nebouxii) zaznamenali zvySeni depozice nakladného biliverdinu do druhého vejce
ve sniiSce, nezdvisle na alokaci pigmentu do prvniho vejce, po obohaceni potravy
0 karotenoidy.

Protoporfyrin je pivodcem hnédého zbarveni skorapek (Miksik et al., 1996;
Gorchein et al., 2009). Tomu odpovidaji i nase vysledky méfeni koncentraci
protoporfyrinu v kutikule u plemen s rtizné zbarvenou skofapkou. Nejvyssi koncentrace
protoporfyrinu IX byly naméfeny ve vzorcich kutikul odebranych z tmavé hnédych
skotapek. Nejméné protoporfyrinu IX bylo naopak zaznamendno v bile zbarvenych
vejcich. V nedavné studii Samiullah a Roberts (2013) zjistili, ze u komeréniho plemene
kura doméciho shnéd¢€ zbarvenymi skofdpkami je pievazna cast protoporfyrinu
Miksik et al., 2007), které oznalily jako hlavni misto deponace tohoto pigmentu
proteinovou kutikulu. Nekteré studie uvadi, Ze protoporfyrin mize také ve skotapce
plnit funkci ndhradniho vyztuzeni pfi nedostatku vapniku pro tvorbu skofapky (Gosler
et al., 2011). Je tedy otazkou, zda vysledek studie Samiullah a Roberts (2013) nesouvisi
se Slechténim plemen, komeréné vyuzZivanych na produkci vajec pro potravinaisky
pramysl, s cilem dosdhnout co nejpevnéjSich vajecnych skotdpek, a tak minimalizovat
ztraty pii transportu vajec. V dalsi studii by bylo zajimavé se zamé&fit na ovéteni, zda
stejny trend zaznamenany v deponaci protoporfyrinu v kutikule u rizné zbarvenych

vajec vykazuji 1 podily protoporfyrinu deponovaného do kalcifikované skotapky.
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Na zakladé nasich dat byla dale prokazana interakce mezi koncentracemi protoporfyrinu
v kutikule a lysozymu v bilku. Zatimco u krémovych a tmavé hnédych vajec
koncentrace protoporfyrinu v kutikule rostla spolu s koncentracemi lysozymu v bilku,
bild vejce, ktera meéla vice lysozymu v bilku, vykazovala men$i koncentrace
protoporfyrinu v kutikule. Vzhledem k faktu, ze kutikula ovliviiuje UV reflektanci
ptacich skotapek (Fecheyr — Lippens et al., 2015), pozorovany vztah mezi lysozymem a
protoporfyrinem u bilych vajec by mohl byt zejména dtlezity u dutinovych ptaka, ktefi
primarné kladou vejce s bilymi skofdpkami, avSak zaroven maji ve svych skotépkach
vyssi podil protoporfyrinu. Protoporfyrin zasadné snizuje UV reflektanci skotapky, jak
ukazuji i naSe meteni UV reflektance rtizn€ barevnych skotapek (viz Piiloha 12), kterou
vSak dutinovi ptaci hojné vyuZzivaji pfi orientaci v hnizd¢, kde je UV reflektance sama o
sob& zhorSend Spatnymi svételnymi podminkami uvnitt dutiny. Pak by tedy snizovani
koncentrace protoporfyrinu ve skotapce bilych vajec mohlo byt adaptaci dutinovych
ptakd, ve snaze nesnizovat uz tak prostiedim zpisobenou minimalni UV reflektanci
vajec v dutinovych hnizdech. Tento pokles antimikrobialni ochrany na trovni skofapky
by pak mohl byt kompenzovan pravé zjisténou zvysenou deponaci lysozymu do bilku.
Obdobné zaznamenany trend pro krémova a tmavé hnéda vejce by mohl odpovidat
pozadavkim ptakt s otevienymi, pozemnimi hnizdy. Tento pfedpoklad je vSak nutno
overit a dale studovat u volné Zijicich druht ptakl. Kromé efektu barvy skotfapky a
interakce koncentraci lysozymu v bilku a protoporfyrinu v kutikule nebyl Zadny dalsi
efekt, ktery by ovliviioval vysledné mnozstvi deponovaného pigmentu do kutikuly
prokazan.

Vysledné zbarveni ptaci vajené skotfdpky je vétSinou dano pomérem dvou
pigmentt — protoporfyrinu IX a biliverdinu (ptipadné i zinkového chelatu biliverdinu)
(Gorchein et al., 2009; Miksik et al., 1996). U tmav¢ zbarvenych ¢i skvrnitych skotapek
vyrazn¢ pievladd koncentrace protoporfyrinu nad koncentraci biliverdinu, u svétle
zbarvenych skofapek naopak dominuje pfitomnost biliverdinu nad protoporfyrinem
(Wang et al., 2009). Biliverdin také prikazn¢ zptisobuje modré a modrozelené zbarveni
skotapky (Miksik et al., 1996; Gorchein et al., 2009). Navzdory témto dobie znamym
vztahim obou pigmentt, které pochazi z jednoho spole¢ného prekurzoru hemu, tudiz
jsou jejich koncentrace spolu pevné provazané, se nam nepodatilo ani u jednoho z 50
vzorkll dodanych na analyzu koncentrace pigmentti v kutikule identifikovat pfitomnost
biliverdinu. Nejvice zarazejici je tento vysledek zejména pro vzorky Kkutikuly
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pochézejici z modrozelené zbarvenych vajec plemene araukana. Vysvétlenim tohoto
ptekvapivého zjisténi mize byt odbér pfilis malého mnozstvi vzorku kutikuly pro
analyzu pigmentt (20 % z celkové vahy kutikuly na misto obvyklych 100 %) z dvodu
planovaného provedeni analyz koncentraci antimikrobialnich proteinti ovotransferinu a
lysozymu v kutikulach, ke kterému nakonec z metodickych divoda nedoslo (viz 3.4.2).
O pfesném mistu a dob& syntézy pigmentl panuji pochyby (viz Sparks, 2011). Tedy je
mozné, ze biliverdin je deponovan diive nez pii tvorbé kutikuly, jiz v zavérecnych
fazich tvorby skotapky. Jinymi slovy za nenalezenim biliverdinu v odebranych vzorcich
kutikul by mohla byt skutecnost, ze biliverdin je deponovan jest¢ hloubé€ji nez
protoporfyrin. A tak mnozstvi biliverdinu ve vzorku kutikuly bylo natolik nizké, Ze jej
nebylo moZzné HPLC detekovat.

5.5 Vliv hormonii na deponaci antimikrobialnich proteinii do bilku

Ptaci vejce obsahuje celou fadu hormonit, které jsou povazovany za nastroj
samice, jak ovlivnit stavajici a budouci podminky potomka s cilem maximalizovat jeho
fitness (Groothuis et al., 2005). VétSina studii se zaméfuje zejména na androgeny a dalsi
steroidni hormony produkované v gonadéach. V posledni dobé jsou ve velké mife
studovany ale také glukokortikoidy jako signaly stresu. Hladiny téchto hormont
ve vejei se liSi jak v ramci jedné snliSky, tak i mezi sniSkami a maji kratkodobé i
dlouhodobé ucinky na vyvoj potomkil. Sviij podil na tom miZze mit celd fada faktorti —
potfadi snaSeni, dostupnost potravy, sezona, kvalita samce nebo hustota a socialni
interakce (Grothuis et al, 2005).

Nase studie koncentraci hormont v bilku potvrdila, Ze deponace lysozymu
do bilku je ovlivnéna hormonalné. U lysozymu byl zaznamenan efekt zejména dvou
hormonl — pregnenolonu a testosteronu, avsak i ostatni studované hormony mély vliv
na jeho koncentraci. Zatimco se stoupajici koncentraci pregnenolonu se koncentrace
lysozymu sniZzovala, s narGstajici koncentraci testosteronu se zvySovala také
koncentrace lysozymu. Podobny vztah byl zjistén i pro 17 hydroxypregnenolon.
Androgenni hormony ovliviiuji fyziologii samice a jeji pifipravenost na reprodukci.
Pozorovany vztah mezi koncetracemi hormonti a lysozymu v bilku by mohl byt
maternalnim efektem. Koncentrace testosteronu ve zloutku ovliviiuje kvalitu mlad’at

(Schwabl, 1996; Schwabl et al., 2012). Tedy zaznamenany vliv testosteronu
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na deponaci lysozymu do bilku by mohl odrézet kvalitu investice samice do potomka.
Zvysend hladina lysozymu embryo chrani proti bakterialni infekci, zaroven testosteron
by mohl pozdé&ji zvyhodnovat mladé (méné bojacné, rychlejsi orientace v prostoru).
Pregnenolon byl jiz dfive zaznamendm v ptacim zloutku jako prekurzor progesteronu
(Retenbacher et al., 2009). Obdobn¢ Quillfeldt et al. (2011) potvrdili, ze pregnenolon
spolu s progesteronem jsou piitomny ve vysokych koncentracich v Zloutku vajec
motskych ptakti. Nicméné¢ role pregnenolonu v bilku je zatim nedostate¢né studovana.

Na rozdil od lysozymu pro ovotransferin se nepodafilo prokazat vliv Zadného
z testovanych hormonti na jeho koncentraci v bilku. Ve studii na tkanovych kulturach in
vitro vsak byl pozorovan efekt pridavani hormonti na sekreci ovotransferinu (Palmiter et
al., 1981). Nicméné my jsme studovali efekty hormond na deponaci proteint in vivo.
Nameétené koncentrace hormonii také nemusi nutné¢ odpovidat koncentracim hormont
v dob¢é ovogeneze. VétSina hormontl je alokovana spise do zloutku. Avsak hormony
obsazené v bilku jsou bézné pouzivané jako ukazatel hormondalniho vyladéni samice
v dob& ovogeneze, protoze lépe odrazi ucinky akutniho stresu (von Engelhardt a
Groothuis, 2005; Downing a Bryden, 2008; Royo et al., 2008). Obecné lze fici, Ze
naméfené koncentrace hormont jsou fyziologickym obrazem zmén prostiedi, ve kterém
samice Zije. Zaznamenané efekty témét vSech hormont na koncentraci lysozymu tedy
koresponduji s vySe prokdzanym vlivem okolnich podminek na deponaci lysozymu
do bilku.

Stres prozity samici v ranych fazich rozmnoZovani je duleZitym zdrojem
epigenetickych modifikaci u potomki. Kortikosteron je povazovan za hlavni indikétor
stresu u ptakd. Vystaveni rliznym stresorim spousti aktivaci osy hypotalamus —
hypofyza, coz vede ke zvySeni hladiny glukokortikoidl cirkulujicich v plazmé. U ptaki
je hlavnim glukokortikoidem uvolnénym z kiry nadledvin pravé kortikosteron. Jak bylo
prokazano, kortikosteron mize byt pfenasen ze samice do vejce (von Engelhardt a
Groothuis, 2005; Downing a Bryden, 2008). Studie na vlastovce obecné (Hirundo
rustica) a sykotfe konadie (Parus major) pak zjistily, Zze akutni stres prozity samici
béhem ovogeneze zvysuje koncentraci kortikosteronu v bilku (Saino et al., 2005; Pitk et
al., 2012). D¢&je se tak difuzi kortikosteronu béhem tvorby bilku v magnu az do zahdjeni
sekrece skofapky (Pitk et al., 2012). Navaro a Pinson (2010) zdokumentovali
na plemenech kura domaciho (Gallus gallus domesticus), Ze vystaveni slepic
dlouhodobému stresu vede K rozdilnému efektu akumulace kortikosteronu v zloutku.

64



Vejce plemene bila leghornka obsahovala dvakrat vyssi koncentrace kosrtikosteronu
Vv zloutku nez vejce druhého studovaného komeréniho plemene slepic. Nicméné
koncentrace kortikosteronu v bilku a plazmé byly u obou plemen podobné. Ericsson et
al. (2014) ukazali na kuru bankivském (Gallus gallus) a plemenu bila leghornka, Ze
hormonalni odpovéd’ na stres a rychlost zotaveni mohou byt zménény procesem
domestikace, pravdépodobné jako soucast procesu adaptace na zivotni podminky
v blizkosti lidi, také selekce na vyssi rychlost reprodukce. Ve vzorcich bilka vybranych
na analyzu hormonti v8ak byla koncentrace kortikosteronu namétena pouze u 8 z nich.
To by naznacovalo, ze slepice, od kterych pochéazela vejce v nasem vyzkumu, nejsou
nijak stresované. Ackoliv existuje tada praci, které potvrzuji efekt kortikosteronu
na rizné parametry vejce (napf. syntézu ovotransferinu; Le Bouc et al., 1985; Giansanti
et al., 2012; Kim a Choi, 2014), té¢Z na kvalitu mlad’at (napft. rychlost ristu; Saino et al.,
2005; imunitu ¢i chovani; Rubolini et al., 2005), nepodafilo se ndm prokazat vztah mezi
koncentracemi kortikosteronu, antimikrobialnich proteinti a deponovanych pigmentd.
Nicméné tento vysledek je nejspiSe artefaktem malého poctu pozorovani. Na druhou
stranu u ptadkd je zfejmé mozna syntéza kortikosteronu z pregnenolonu jako piimého
prekurzoru, bez meziproduktu progesteronu (Sandor, 1972; Assenmacher, 1973), tedy
zaznamenany efekt pregnenolonu na koncentraci lysozymu by mohl také odrézet miru
stresu.

Nase data naznacuji, Ze riizné proteiny mohou byt rizné regulovany hormony.
Toto podporuje nedavna studie, ktera zjistila, ze exprese gend pro rizné proteiny bilku
je ovlivnéna glukokortikoidy rozdilné dle typu protein, koncentrace hormonti
a zavaznosti stresu (Kim a Choi, 2014). Zda se, ze lysozym reaguje velmi citlivé
na hladiny androgennich hormont, pfenesené tedy na zmény v prostiedi, naopak
koncentrace ovotransferinu je vice pod vlivem genetického pozadi. Kur domaci
reprezentuje ptaci druh s vysokou hladinou lysozymu v bilku (Saino, 2007). Studie
najinych druzich s odliSnym pomérem lysozymu a ovotransferinu by mohly pomoci

1épe pochopit tuto hormonalni regulaci.
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5.6 Vliv hormonii na deponaci pigmentt do kutikuly

Soh a Koga (1997) poukazali, Ze pigmentace je primarn¢ ovlivnéna steroidnim
hormonem progesteronem. Navzdory tomuto pavodnimu piedpokladu se nam
nepodafilo potvrdit vliv hladiny progesteronu na deponaci pigmentu do skofapky.
Nicméné jak se ukazuje, zmény v intenzit€é a zpusobu pigmentace souvisi také
s dostupnosti vapniku béhem kladeni vejce. Nedostatek vapniku zptsobuje zeslabeni
skofapky. To byva kompenzovano pravé zvySenou deponaci protoporfyrinu do kutikuly
a vn&j3i vrstvy palisad (Gosler et al., 2011). SniZena dostupnost vapniku ovliviiuje Ca**
transport do zlazy sekretujici pigmenty, ktery je fizen hladinou progesteronu v krevni
plazmé. Tedy prokazany efekt progesteronu v jinych studiich nemusi byt az tak
jednoznacny.

Jako mozny kandidat, ktery by mohl ovliviiovat deponaci pigmentu, se jevi
testosteron. Nase analyza ukézala, ze s rostouci koncentraci testosteronu v bilku se
snizuje koncentrace protoporfyrinu v kutikularni vrstvé skofapky. Obecné se
pfedpoklada, ze testosteron je kliCovym néstrojem samice pro ovlivnéni kvality mlad’at
(Grothuis et al., 2005). Zaroven v experimentech na kiepelce japonské (Coturnix
japonica) bylo prokazano, ze vlivem stresu dochazi ke zvySeni koncentrace
kortikosteronu a sniZeni koncentrace testosteronu ve vajecném zloutku (Okuliarova et
al., 2010). Tedy mira vlivu testosteronu na deponaci protoporfyrinu nejspise zavisi
na interakci s dalsimi hormony. Vejce zahrnuta do nasi studie pochazela od slepic, které
nebyly experimentdlné vystaveny zddnému stresu. Lze pfedpokladat, ze zaznamenany
efekt testosteronu na koncentraci protoporfyrinu tedy odpovida hormonélnimu vyladéni
slepic v idealnich podminkach.

Je nutné zminit, ze androgenni hormony soupefi s glukokortikoidy o vazbu
na globuliny vazajici hormony v krevni plazmé&. Pouze nevdzané hormony jsou
fyziologicky aktivni (Hammond, 1995; Andersen, 2002). Progesteron s kortikosteronem
pak vykazuji podobnou afinitu ke globuliniim (Malish a Breuner, 2010). Tedy jen malé
mnozstvi téchto hormonii je volné pfitomno v krevni plazmé, vétSina je vyvazana
na globulinech. Nami zméfené hladiny hormont v bilku odpovidaji spiSe koncentracim
volnych hormontll, coz ale neodrdzi koncentrace reverzibiln€ vazanych hormoni

na globulinech.
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6. Zavér

) Koncentrace antimikrobidlnich proteinii lysozymu a ovotransferinu v bilku
souvisi s barvou skofdpky. Dle naSich vysledki nejvyssi koncentrace obou

svvr

lysozymu a ovotransferinu pak byly zaznamenany u bilych a modrych vajec.

J Deponace lysozymu a ovotransferinu do bilku probiha nezavisle na sob¢. Zda se,
ze deponace lysozymu do bilku je vice ovlivnéna vnéjsimi stimuly, zejména
faktory prostfedi, ve kterém samice Zije. Naopak koncentrace ovotransferinu

v bilku se jevi byt vice pod vlivem genetického pozadi plemene.

Steroidni hormony hraji vyznamnou roli v deponaci antimikrobialnich latek
do vngjsich i vnitinich struktur vejce. Koncentrace lysozymu negativné koreluje
s hladinou pregnenolonu v bilku, pozitivné pak s hladinami testosteronu
a 17 hydroxypregnenolonu v bilku. Zvysena hladina testosteronu v bilku také

dale snizuje mnozstvi deponovaného protoporfyrinu do kutikuldrni vrstvy.

 Koncentrace protoporfyrinu IX koreluje se zbarvenim skofapky. Nejméné
protoporfyrinu bylo naméteno ve svétle zbarvenych vejcich (bilych), nejvétsi
koncentrace pak byly zaznamenany v tmavé hnédych vejcich. To potvrzuje roli

protoporfyrinu jako piivodce hnédého zbarveni skorapky.

J  Dale byl prokdzan na barvé vejce zavisly vztah mezi koncentraci lysozymu
v bilku a koncentraci protoporfyrinu v kutikularni vrstvé skotapky. Zatimco
u krémovych a tmavé hnédych vajec koncentrace lysozymu v bilku rostla spolu
s koncentraci protoporfyrinu v kutikule, u bilych vajec se s klesajici koncentraci
protoporfyrinu v kutikule koncentrace lysozymu v bilku zvySovala. Tato
prokazana interakce by mohla podporovat hypotézu o existenci trade-off,
kdy samice voli mezi investici do nakladnych pigmentd ¢i proteini v zavislosti
na efektivit¢ danych komponent v prostiedi, ve kterém bude vejce inkubovano,

tzn. typu hnizdéni.
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Priloha 1: Tabulky fedéni

Tabulka 2: Dilu¢ni fada pro standard A

sislo wysledna -
sumavky koncentrace postup fedéni
(mgz/ml)
1 30 165 pul +55u
2 20 110 pl +110pl
3 15 110 pl ze +110 pl
4 10 110 pl ze +110 ul
3 3 110 pl ze +110pl
6 25 110 pl ze +110 pl
7 1 88 pl ze +132 nl
8 0.3 110 pl ze +110pl
9 0.25 110 pl ze +110 pl
10 0.15 66 pl ze +44pl
11 0.1 2plze +293 nl

Tabulka 3: Dilu¢ni fada pro standard B

cisle k:ffff;ie stup fedéni
ek | T
1 30 165l +55u
2 20 110l + 110 pl
3 15 1100 pl ze + 110 pl
4 10 110 pl ze +110 pl
3 3 110 pl ze + 110 pl
6 25 1100 pl ze + 110 pl
7 1 88 pl ze +132 pnl
8 0.3 110 pl ze +110 pl
9 023 110 pl ze +110 pul
10 0.15 66 pl ze +44nl
11 0.1 2 pl ze +298 nl
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Tabulka 4: Dilu¢ni fada pro analyzu ovotransferinu

cislo k::::s::z;ie postup fedéni
Aumavky | g mty

1 30 82,5 pl standardu A + 27,5 pl ROZTOKU 1 - bez Iron standard solution
2 20 55 pl standardu A + 55 pl ROZTOKU 1 - hez Iron standard solution

3 13 55 pl ze zkumavky 1 + 55 pl ROZTOKLU 1 - bez Iron standard solution
4 10 55 pl ze zkumavlky 2 + 55 pl ROZTOKU 1 - bez Iron standard solution
3 3 55 pl ze zkumavky 4 + 55 pl ROZTOKLU 1 - bez Iron standard solution
i] 23 55 pl ze zkumavky 5 + 55 pl ROZTOKLU 1 - bez Iron standard solution
7 1 44 pl ze zkumavky 6 + 66 pl ROZTOKLU 1 - bez Iron standard solution
8 0.3 55 pl ze zkumavky 7 + 55 pl ROZTOKTU 1 - bez Iron standard solution
2 025 55 pl ze zkumavlky 8 + 55 pl ROZTOKLU 1 - bez Iron standard solution
10 0,15 66 pl ze zkumavlky 9 + 44 pl ROZTOKU 1 - bez Iron standard solution
11 0.1 2 pl ze zkumavky 3 + 298 pl ROZTOKU 1 - bez Iron standard solution
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Priloha 2: Plny zobecnény linedrni zobecnény model testujici vztah mezi
koncentracemi lysozymu v bilku (mg/ml) v zavislosti na barvé skofapky,
plemenu a objemu vejce, roku sbéru data a chovateli (GLM; N = 380)

Sum. sq. Mean sq. F - value p - value Signif. code
barva skofapky 0,44182 0,110455 18,2387 1,572e-13 kel
plemeno 0,95393 0,050207 8,2903 <2,2e-16 falaed
objem vejce 0,00457 0,004571 0,7548 0,3856
rok 0,12940 0,064700 10,6834 3,209e-05 falaied
chovatel 0,45068 0,016096 2,6578 2,100e-05 kel

Priloha 3: Plny zobecnény linedrni model se smiSenymi efekty testujici vztah
mezi koncentracemi lysozymu v bilku (mg/ml) v zavislosti na barvé skotapky
(GLMM; N = 359, random efekt= ~1|rok/chovatel)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0620845 0,03471705 30,592591 0,0000
barva skofapky hnéda 0,0024325 0,01955255 0,124411 0,9011
barva skoirapky krémova 0,0491179 0,02163446 2,270357 0,0239
barva skofapky modra 0,0415947 0,03226222 1,289268 0,1983
barva skoirapky tmavé hnéda 0,0740582 0,02537080 2,919033 0,0038

Priloha 4: Plny zobecnény linedrni model se smiSenymi efekty testujici vztah
mezi koncentracemi lysozymu v bilku (mg/ml) v zavislosti na barvé skotapky
(GLMM; N = 359, random efekt= ~1|rok/chovatel/plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0558798 0,03631902 29,072364 0,0000
barva skofapky hnéda 0,0044399 0,02423361 0,183213 0,8618
barva skofapky krémova 0,0550700 0,02339142 2,354281 0,0652
barva skofapky modra 0,0516104 0,03995014 1,291869 0,2529
barva skoiapky tmavé hnéda 0,0872065 0,02934338 2,971932 0,0311
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Piiloha 5: Box plot (median + 25% a 75% kvantil) koncentraci lysozymu
(mg/ml) v bilcich u vSech testovanych plemen. Hodnoty koncentrace lysozymu
jsou zobrazeny na logaritmické $kale
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Priloha 6: Plny linearni zobecnény model testujici vztah mezi koncentracemi
ovotransferinu v bilku (mg/ml) v zavislosti na barvé skofapky, plemenu a objemu
vejce, roku sbéru dat a chovateli (GLM; N = 256)

Sum. sq. Mean sq. F - value p - value Signif. code
barva skofapky 3,4792 0,86979 10,8183 5,760e-08 kel
plemeno 4,8897 0,25736 3,2009 2,065e-05 kel
objem vejce 0,3931 0,39315 4,8899 0,028136 *
rok 0,9138 0,45688 5,6826 0,003972 bl
chovatel 1,7248 0,06388 0,7945 0,756172

Priloha 7: Plny zobecnény linedrni model se smiSenymi efekty testujici vztah
mezi koncentracemi ovotransferinu v bilku (mg/ml) v zavislosti na barvé
skofapky a objemu vejce (GLMM; N = 256, random efekt = ~1|rok)

Value Std. error t - value p - value
intercept 0,13991205 0,14765381 0,9475682 0,3443
barva skofapky hnéda 0,03433417 0,05686188 0,6038170 0,5465
barva skoiapky krémova 0,10239126 0,04950065 2,0684832 0,0396
barva skofapky modra -0,14112559 0,09789300 -1,4416311 0,1507
barva skofapky tmavé hnéda 0,06780065 0,07590067 0.8932813 0,3726
objem vejce -0,00000371 0,00000203 -1,8291380 0,0686

Priloha 8: Plny zobecnény linearni model se smiSenymi efekty testujici vztah
mezi koncentracemi ovotransferinu v bilku (mg/ml) v zavislosti na barve
skofapky a objemu vejce (GLMN; N = 256, random efekt = ~1|rok/plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept 0,13943666 0,15277357 0,9127015 0,3624
barva skofapky hnéda 0,03419083 0,06733305 0,5077867 0,6157
barva skofapky krémova 0,11129533 0,05740182 1,9388815 0,0630
barva skofapky modra -0,14108462 0,10941913 -1,2893963 0,2082
barva skofapky tmavé hnéda 0,07508162 0,08788113 0,8543543 0,4004
objem vejce -0,00000380 0,00000227 -1,6729875 0,0957
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Piiloha 9: Box plot (median + 25% a 75% kvantil) koncentraci ovotransferinu
(mg/ml) vbilcich u vSech testovanych plemen. Hodnoty koncentrace
ovotransferinu jsou zobrazeny na logaritmické skale
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Priloha 10: Plny linedrni zobecnény model testujici vztah mezi koncentracemi
lysozymu v bilku (mg/ml) v zavislosti na spektrofotometrickych parametrech
skorfapky, roku sbéru dat a chovateli (GLM; N = 148)

Sum. sq. Mean sq. F - value p - value  Signif. code

total reflectance (R) 0,00704 0,007045 0,9436 0,333292
blue - green chroma (BGC) 0,01883 0,018827 2,5217 0,114902
red chroma (RC) 0,01165 0,011651 1,5606 0,213990
UV chroma 0,00044 0,000443 0,0593 0,807950
rok 0,18852 0,094260 12,6251 1,048e-05 e
chovatel 0,44862 0,022431 3,0044 0,000105 e

Priloha 11: Plny linearni zobecnény model testujici vztah mezi koncentracemi
ovotransferinu v bilku (mg/ml) v zavislosti na spektrofotometrickych
parametrech skotapky, roku sbéru dat a chovateli (GLM; N = 148)

Sum. sg. Mean sq. F - value p - value  Signif. code

total reflectance (R) 0,4107 0,41074 3,9524 0,050609
blue - green chroma (BGC) 0,0055 0,00549 0,0528 0,818941
red chroma (RC) 0,0154 0,01545 0,1486 0,700967
UV chroma 0,8823 0,88229 8,4898 0,004755
rok 2,7597 1,37987 13,2778 1,234e-05
chovatel 1,7464 0,09702 0,9336 0,542586
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Piiloha 12: Primérné hodnoty reflektance v oblasti UV spektra v zavislosti
na barvé skorapky. Hodnoty reflektance jsou zobrazeny na logaritmické skale
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Priloha 13: Plny model testujici vztah mezi koncentraci protoporfyrinu
v kutikularni vrstvé skotdpky, koncentraci bilkovych proteinli, barvy skofapky
a objemu vejce (GLMM; N = 43, random efekt = ~1|plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept 4,162296 1,987434 2,0943061 0,0549
lysozym -3,641414 1,875494  -1,9415755 0,0742
ovotransferin -0,160539 0,503381  -0,3189226 0,7549
barva skotapky hnéda -0,372350 4,539940  -0,0820164 0,9358
barva skofapky krémova -6.555054 2,598066 -2,5230515 0,0244
barva skofapky modra 12,742073 9,603455 1,3268218 0,2058
barva skofapky tmaveé hnéda -11.299374  5,692869  -1,9848292 0,0671
objem vejce -0,099497 0,205416  -0.4843677 0,6362
lysozym : barva skofapky hnéda 1,755432 4,267069 0,4113905 0,6875
lysozym : barva skofapky krémova 6,471991 2,405881 2,6900709 0,0185
lysozym : barva skofapky modra -9,864568 7,907362 -1,2475168 0,2342
lysozym : barva skofapky tmavé hnéda 12,223801 5,330711 2,2930903 0,0392
ovotransferin : barva skofapky hnéda 0,826196 1,256139 0,6577268 0,5222
ovotransferin : barva skofapky krémova -0,277738 0,742168 -0,3742253 0,7143
ovotransferin : barva skofapky modra 2,289787 3,445402 0,6645923 0,5179
ovotransferin : barva skofapky tmavé hnéda -1,894688 1,547709 -1,2241884 0,2426
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Priloha 14: Plny model testujici vztah mezi koncentraci protoporfyrinu
Vv kutikularni vrstvé skotfapky a koncentraci hormont obsazenych v bilku
(GLMM; N = 47, random efekt = ~1|plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept 0,9399860 0,2089871 4,497817 0,0003
progesteron 0,0365515 0,1861417 0,196364 0,8471
testosteron 0,0543835 0,2050847 0,265176 0,7947
17 hydroxypregnenolon -0,0751108 0,1561449 -0,481033 0,6379
pregnenolon -0,0166941 0,1501390 -0,111191 0,9130
progesteron : testosteron 0,5510911 0,4594399 1,199485 0,2502
progesteron : 17 hydroxypregnenolon 0,1189879 0,2828417 0,420687 0,6804
progesteron : pregnenolon -0,0495416 0,1486156 -0,333354 0,7438
testosteron : 17 hydroxypregnenolon -0,0839576 0,1655785 -0,507056 0,6200
testosteron : pregnenolon 0,2112264 0,2322874 0,909332 0,3786
17 hydroxypregnenolon : pregnenolon  0,3517975 0,2441316 1,441016 0,1716

Priloha 15: Plny model testujici vztah mezi koncentracemi ovotransferinu
v bilku a koncentracemi hormont obsazenych v bilku (GLMM; N = 43, random
efekt = ~1|plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept -0,03542681 0,05265430 -0,6728189 0,5092
17 hydroxypregnenolon -0,10747440 0,05510889 -1,9502189 0,0661
pregnenolon 0,06109600 0,05686978 1,0743140 0,2961
testosteron 0,06445776 0,05388897 1,1961216 0,2464
progesteron 0,04663472 0,05494586 0,8487396 0,4066
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Priloha 16: Plny model testujici vztah mezi koncentracemi lysozymu v bilku
a koncentracemi hormond obsazenych v bilku (GLMM; N = 43, random
efekt = ~1|plemeno)

Value Std. error t - value p - value
intercept 1,0951726 0,01482034 73,89658 0,0000
17 hydroxypregnenolon 0,0341624 0,01551122 2,20243 0,0402
pregnenolon -0,0593815 0,01600685 -3,70975 0,0015
testosteron 0,0563960 0,01516786 3,71813 0,0015
progesteron 0,0117665 0,01546534 0,76083 0,4561

Priloha 17: Pairs grafy znazoriujici korelacni vztahy mezi vysvétlovanou
proménnou (koncentarci ovotransferinu a  vysvétlujicimi  proménnymi
(hodnotami reflektance skotapky)
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Priloha 18: Pairs grafy znédzornujici korela¢ni vztahy mezi vysvétlovanou
proménnou (koncentarci protoporfyrinu v kutikuldrni  vrstvé skotéapky)
a vysvétlujicimi proménnymi (androgennimi hormony)
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Piiloha 19: Struktura skofapky

kutikula
|

povrchova krystalovavrstva

~  spongiézni(palisddova) vrstva

" mamildrnivrstva

} vnéjsi podskofdpecnablana

vnitini podskofapeénd blana

Obr. 5: Mamilarni vrstva skofapky s mamilarnimi $pi¢kami (A), mezimamilarnim prostorem

a pory (—). Pievzato z Osterstrom a Lilja, 2012.
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kutikula =S5

\ zatka
spongiozni i por
(palisddova) \
vrstva
mamilarnivrstva

chorioalantois
vnéjsi podskofapetnd
blédna

vnitini

podskotapecéna
blana

Zilni krev

okysli¢end krev

Obr. 6: Kanaly péru umoziiuji vyménu plynu pies skofapku. Kyslik vstupuje do vejce pies pory
v kutikule a prochézi ptes sloupce krystalt do propustnych podskotapecnych blan. Oxid uhli¢ity
a vodni para unikaji do vn&jSiho prostfedi skrze ty samé poéry. Cévy kapilarniho fecisté
chorioalantoinu spojuji vyvijejici se embryo s touto cestou vymény plynu. Pfevzato a upraveno
podle Gill, 2007.
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Piiloha 20: Pichled studovanych plemen kura domaciho a barvy jejich vajec
Obrazky plemen byly vétSinou pievzaty a upraveny dle Verhoef-Verhallen a Rijs
(2013). Vyjimky uvedeny u dil¢ich tabulek nize. Fotografie vajec pochdzi
z vlastni dokumentace sbéru materidlu. Primérné rozméry vajec jednotlivych
plemen reprezentuji primérné hodnoty vzorkti zapojenych do vyzkumu
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Tabulka 24: Ptehled studovanych plemen I

39.75 542
hnéda
42.63 56.95
S
ot ’. . \‘x“\}f‘t .
australka hnéda
43.72 59.01
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Tabulka 25: Piehled studovanych plemen II

Fotografie vejce bojovnice $amo a jeho primérné rozméry nejsou k dispozici.

plemeno barva skofapky A Eitka vejce | A délka vejce
- konkrétni varieta / zbarveni | podle plemennych standardi (mm) (mm)
bantamka - ¢erné z. bila

33.63 4527

barneveldka - dvojlemované z. tmavé hnéda

42.47 56.25

bojovnice Samo - bilé z. hnéda
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Tabulka 26: Piehled studovanych plemen III
Obrazek bojovnice ko Samo byl pievzat a upraven dle http://www.chovsedlak.estranky.cz/fotoalbum/ko-
shamo_ko-samo/Dokumenty/bojovnice-ko-samo-stribrne-psenicna.jpg.html.  Obrazek  ¢eské  zlaté

kropenky pievzat z http://www.zoofarma.cz/drubez/ceska-slepice-v-zahranici.htm.

plemeno barva skofapky A Eifka vejce | A délka vejce
- konkrétni varieta / zharveni | podle plemennych standardi (mm) (mm)
bojovnice ko $amo - stiibrné svétle hnéda
pienicné z.
35,57 48,79
bila
40,93 53.41
{¢eska slepice - zlatd kropenatd v| krémovd az svétle hnéda
41,87 56.34
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Tabulka 27: Piehled studovanych plemen IV

Obrazek fénixky zdrobnélé oranzovokrké ptevzat a upraven z http://www.faranda.websnadno.cz/--Lysa-

nad-Labem.html.

plemeno barva skofdpky A Eitka vejce | A délka vejce
fénixka - zdrobnéla krémova aZ svétle hnéda
oranovokrka v.
37.12 50,03
hedvabni¢ka - v. s vousem. svétle hnéda
bilé z.
3729 50,14
hnéda
4273 57.55
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Tabulka 28: Piehled studovanych plemen V

Obrazek japonky ¢abo byl pfevzat a upraven z

http://www.ifauna.cz/drubez/clanky/r/detail/7472/japonky-cabo/

plemeno barva skofapky A &itka vejce | A délka vejce
- konkrétni varieta / zbarveni | podle plemennych standarda (mm) (mm)
holand’anka - zdrobnéla v. bila
36.47 50,59
holokréka - zdrobnéla v. krémova aZ téméf bila
37.98 51.61
45
japonka ¢abo - hladka Zhuta v. bila
s ernym ocasem
3401 4464
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Tabulka 29: Piehled studovanych plemen VI

plemeno barva skofapky A Sitka vejce | A délka vejce
- konkrétni varieta / zbarveni | podle plemennych standardi (mm) (mm)
jokohamka slonovinova kost
36.81 4935
kocinka - bilé z krémova az svétle hnéda

37.26 4922
maranska - médéné ¢emné z. tmavé hnéda aZ ¢okoladova

43.07 57.29
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Tabulka 30: Piehled studovanych plemen VII

plemeno barva skofdpky A &itka vejce | A délka vejce
- konkrétni varieta / zbarveni (mm) (mim)
minorka - zdrobnéla v.
4393 59.74
padudnka - zdrobnéld v, bila
Zlutobilé z.
37.711 50,63
plymutka - éerné z. hnéda
42.02 60,18
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Tabulka 31: Piehled studovanych plemen VIII

plemeno barva skofapky A Gitka vejce | A délka vejce
- konkrétni varieta / zbarveni | podle plemennych standardi (mm) (mm)
rousna zakrsla - trojbarevné z. bild az krémova
3534 46,95
sebritka - zlatoc¢erné lemované z. bila aZ krémova
35,1 4426
hnéda
zihané z.
4248 582
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