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PROGRAM ROZWOJU OBSZAROW WIEJSKICH 2014-2020

Operacja wspoHinansowana ze Srodkow Europejskiego Funduszu Rolnego na rzecz
Rozwoju Obszarow Wiejskich

" Wzrost konkurencyjnosci spolki na rynku drobiarskim poprzez
wdrozenie innowacji dotyczacej wylegu pisklat"

Numer umowy o dofinansowanie: 00020.DDD.6509.00006.2018.04.

Temat zadania badawczego:

Wplyw dimeru lizozymu, laktoferyny oraz bialka Y (jolkiny), podanych in
0VO na rozwdj i status immunologiczny pisklat

Wstep

Mozliwos¢ farmakologicznego sterowania endogennymi mechanizmami uktadu
odpornosciowego zwierzat prowadzi do znacznego postepu w terapii wielu schorzen o podtozu
immunologicznym. W lecznictwie weterynaryjnym zaréwno u ssakow jak réwniez u ptakow
do regulacji funkcji komorek uktadu immunologicznego stosowane sg leki o dziataniu
immunomodulujagcym, ktére w zaleznosci od stanu funkcjonalnego docelowych komorek
immunologicznych moga pobudza¢ lub hamowac¢ ich aktywnos¢. Kierunek i efekt dzialania
immunomodulatora jest zatem zalezny od statusu odporno$ciowego zwierzecia, ale rowniez od
wielko$ci dawki, drogi podania i liczby kolejnych podan. Z reguty leki immunomodulujgce nie
wplywaja na prawidlowa czynno$¢ komorek immunologicznych. Ze wzgledu na to, ze
efektywnos¢ terapii lekami immunomodulujagcymi zalezy przede wszystkim od stanu
funkcjonalnego komoérek immunologicznych istotne jest okreslenie przed rozpoczeciem terapii
biologicznie czynnymi immunomodulatorami (Biological Response Modifiers) statusu
immunologicznego pacjenta. W weterynarii leki o dziataniu immunomodulujacym stosowane
sa w stanach nabytych wtornych niedoboréw odpornosciowych, ktéore moga manifestowac si¢
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zwigkszong zapadalnosciag na infekcje bakteryjne, wirusowe i grzybicze, wystgpowaniem
nawracajacych i/lub oportunistycznych infekcji, wystepowaniem chorob alergicznych,
autoimmunologicznych  oraz  nowotworowych  (indukcja lub  poprawa nadzoru
immunologicznego). Korzystne efekty terapeutyczne wuzyskuje si¢ po stosowaniu
immunomodulatoréw w terapii schorzen bakteryjnych w leczeniu ktérych mozna stosowac leki
immunomodulujace per se (terapia pro-host) lub w interakcji z chemioterapeutykiem
przeciwbakteryjnym. Leki o dzialaniu immunomodulujacym majg rowniez zastosowanie do
rekonstrukcji uktadu odpornosciowego zwierzgcia poddanego wczesniejszej terapig srodkami
immunosupresyjnymi, cytotoksycznymi lub po przewleklej terapii antybiotykami
wywierajgcymi negatywny wpltyw na uklad odporno$ciowy (aminoglikozydy, tetracykliny) lub
lekami z innych grup, ktére wykazuja niekorzystny wplyw na czynnos¢ komorek
immunologicznych (antagonisci receptora [-adrenergicznego, leki przeciwzapalne,
uspokajajace). Biologicznie czynne immunomodulatory ze wzgledu na dziatanie ostaniajace i
normalizujgce uposledzong odpornos¢ moga by¢ stosowane u zwierzat, ktére narazone sg na
immunosupresyjneme wptywy srodowiskowe (transport, halas, zimno, sttoczenie). Niektore
leki o dziataniu immunomodulujacym maja zastosowanie jako adiuwanty farmakologiczne do
potencjalizacji odpowiedzi immunologicznej po uodpornianiu czynnym (wzmaganie
odpowiedzi poszczepiennegj).

Celem obecnych badan byto okreslenie immunotropowego dzialania trzech zwiazkow
immunomodulujacych o réznej strukturze i mechanizmie immunotropowego dzialania takich
jak dimer lizozymu, laktoferyna oraz biatko Y (jolkina), ktore w zaleznosci od wielko$ci dawki
zostaty sterylnie inokulowane in ovo w 18 dniu rozwoju embrionalnego pisklecia czyli trzy
doby przed wykluciem, na rozwdj oraz status immunologiczny pisklat, ktory zostat oznaczony

w uktadzie dynamicznym tj. bezposrednio po wylegu, 7, 14, 21, 28, 35 1 42 dnia zycia kurczat.

Whioski z przeprowadzonych badan:

1. Dimer lizozymu podany in ovo w badanych dawkach (2, 20 i 200 ng/jajo) wykazuje
zdolno$¢ modulacji badanych wskaznikéw immunologicznych, przy czym efekt
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dzialania badanego zwiazku zalezy zaréwno od wielko$ci podanej in ovo dawki jak
rowniez wieku kurczat co wyrazone jest w nastepujacy sposob:

Dimer lizozymu podany in ovo wykazuje zdolno$¢ modulacji odsetka i liczbe limfocytow
B 1T CD3+ oraz subpopulacji limfocytéw T CD4+ 1 CD8+ we krwi obwodowej, przy czym
najefektywniejsze dziatanie obserwowane jest po podaniu dimeru lizozymu in ovo w
dawce 2 pg/jajo co manifestuje si¢ wzrostem w stosunku do grup kontrolnych liczby
limfocytéw B 1 T we krwi obwodowej bezposrednio po wykluciu, oraz wzrostem liczby
limfocytéw B we krwi obwodowej w 14, 35 1 42 dniu zycia kurczat. Wzrost liczby
limfocytow T we krwi obwodowe] kurczat obserwowany bezposrednio po wylegu po
podaniu dimeru lizozymu w dawce 2 ug/jajo spowodowany jest zwiekszeniem
subpopulacji limfocytéw T o funkcji indukujaco-wspomagajacej (komorki CD4+).
Rowniez podanie dimeru lizozymu w dawce 2ug/jajo powoduje wzrost w 1, 21, 351 42
dniu kurczat we krwi obwodowej limfocytow T o funkcji cytotoksyczno-supresyjnej
(komorki CD8+) co wskazuje, ze dimer lizozymu ma zdolno§¢ nasilania w miare
dojrzewania kurczat fizjologicznego wzrostu tej subpopulacji limfocytow T we krwi
obwodowe;j.

Od 14 do 42 dnia zycia w grupach ptakow, ktérym podawano dimer lizozymu niezaleznie
od wielkos$ci dawki, odsetek sledzionowych limfocytéw B jest obnizony w porownaniu do
grup ptakdw kontrolnych, zmiany takie zanotowano po podaniu dimeru lizozynu w dawce
2 pg/jajo w dniu 14, 21, 35 1 42, w dawce 20 ug/jajo w dniu 21, 28 1 35, w dawce 200
ng/jajo w 21 dniu zycia ptakéw. Nie przektada si¢ to na obnizenie bezwzglednej liczby
limfocytow B w §ledzionie, z wyjatkiem podania dimeru lizozymu w dawce 2 pg/jajo,
ktére rowniez powoduje zmniejszenie limfocytéw B w $ledzionie w 42 dniu zycia kurczat.
Natomiast podanie dimeru lizozymu 2 pg/jajo zwigksza odsetek i liczbe bezwzgledna
sledzionowych limfocytow T CD3+w 21, 35 142 dniu zycia ptakow, taki efekt jest rowniez
widoczny po podaniu dawki 20 pg/jajo w 35 1 42 dniu zycia. Obserwowany po podaniu
dimeru lizozymu in ovo w dawce 2 i 20 ug/jajo wzrost odsetka sledzionowych limfocytow

T zwigzany jest ze wzrostem zaréwno odsetka jak i liczby bezwzglgdnej obu subpopulacji
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limfocytow T CD4+ i CD8+, przy czym silniejsze dzialanie wykazuje podanie dawki 2
ug/jajo.

Podanie dimeru lizozymu w dawce 2 1 20 pg/jajo powoduje bezposrednio po wykluciu
pisklat istotny wzrost bezwzglednej liczby leukocytow CD45+ we krwi obwodowej oraz
w $ledzionie. Wzrost liczby tych komorek we krwi obwodowej stwierdza si¢ rowniez w 35
dniu zycia kurczat po podaniu dimeru lizozymu w dawce 2 pg/jajo, natomiast w $ledzionie
liczba tej populacji komorek ulega wzrostowi pomiedzy 21 a 42 dniem zycia kurczat po
podaniu dimeru lizozymu w dawce 2 i 20 pg/jajo.

Przejsciowy wzrost liczby monocytow KUL-01+ we krwi obwodowej obserwuje si¢
jedynie w 21 dniu zycia ptakéw po podaniu najwyzszej dawki dimeru lizozymu (200
ug/jajo), natomiast w §ledzionie wzrost bezwzglednej liczby makrofagéw wykazujacych
ekspresje antygenu KUL-01+ w poréwnaniu z grupg kontrolng stwierdza si¢ w 21 142 dniu
zycia kurczat po podaniu dimeru lizozymu w dawce 2 pg/jajo.

Dimer lizozymu w dawce 2 pg/jajo w 28 dniu zycia kurczat zmniejsza w osoczu krwi
stezenie IL-1, natomiast w 35 dniu zycia podwyzsza stezenie tej cytokiny w stosunku do
grup kontrolnych, przy czym najwyzsze stezenie IL-1 w grupach kurczat kontrolnych
stwierdzono w 28 dniu zycia kurczat co mogto by¢ zwigzane z uodpornieniem czynnym
ptakow, ktore nastapito w 21 dniu zycia ptakéw, dlatego tez modulacja stezenia IL-1 moze
by¢ zwigzana z aktywnoscia biologiczng badanego zwiagzku. Dimer lizozymu w dawce 2 i
20 pg/jajo powoduje w 28 dniu zycia przejsciowe zmniejszenie st¢zenia IL-2 w 0soczu, z
kolei podany w dawce 2 pg/ml powoduje w 7 dniu zycia przejSciowe obnizenie stezenia w
osoczu IL-6, w dawce 2 1 20 pg/jajo rownie w 7 dniu zycia ptakow przej§ciowy wzrost w

osoczu IL-10.

Laktoferyna podana in ovo w badanych dawkach (1, 10 i 100 pg/jajo) wykazuje
zdolno$¢ modulacji badanych wskaznikéw immunologicznych, przy czym efekt
dzialania badanego zwiazku zalezy zaréwno od wielkosci podanej in ovo dawki jak

rowniez wieku kurczat co wyrazone jest w nastepujacy sposob:
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Podanie laktoferyny in ovo moduluje we krwi obwodowej kurczat liczbg limfocytow B, T
CD3+, w tym subpopulacje CD4+ i CD8+. Liczba limfocytéw B we krwi obwodowe;j
wzrasta w stosunku do grupy kontrolnej po podaniu in ovo laktoferyny w dawce 10 pg/jajo
bezposrednio po wykluciu, po dawkach 100 i1 10 pg/jajo w 7 dniu zycia kurczat, ponadto
najwyzsza badana dawka przedtuza stymulujacy wplyw badanego zwigzku na liczbe
limfocytéw B w krwi obwodowej do 35 dnia zycia kurczat. Z kolei liczba limfocytow T
CD3+ we krwi obwodowej po podaniu laktoferyny in ovo wzrasta w 14, 28, 35 i 42 dniu
zycia ptakow, przy czym efekt dzialania zalezy od wielkos$ci podanej dawki. Najsilniejsze
dzialanie zwigkszajace liczbe bezwzgledna krazacych we krwi limfocytow CD3+
obserwuje si¢ po podaniu laktoferyny w dawce 100 ug/jajo. Subpopulacja limfocytow T
ktora ulega zwigkszeniu po podaniu in ovo laktoferyny to limfocyty T o funkcji
indukujaco-wspomagajacej (komorki CD4+) co wskazuje, ze laktoferyna w najwyzszej
badanej dawce ma zdolno$¢ nasilania w miar¢ dojrzewania kurczat fizjologicznego
wzrostu tej subpopulacji limfocytéw T we krwi obwodowej, natomiast subpopulacja
limfocytéw T cytotoksyczo-supresyjna we krwi obwodowej ulega przejsciowemu
zmniejszeniu jedynie w 7 dniu zycia kurczat po podaniu laktoferyny w dawce 10 i 100
ng/jajo.

Liczba limfocytow B w §ledzionie kurczat ulega obnizeniu w stosunku do grup kontrolnych
w 1,7, 14128 dniu zycia ptakéw. Przy czym efekt ten obserwuje si¢ w 1 dniu zycia kurczat
tylko po dawce 10 pg/jajo, w 7 1 28 dniu po dawkach 101 1 pg/jajo, natomiast w 14 dniu
zycia kurczat po podaniu laktoferyny w dawkach 100 i 10 pg/jajo. Laktoferyna podana in
ovo wykazuje rowniez wptyw na liczbg sledzionowych limfocytow T, w 14 dniu zycia
kurczat w dawkach 1001 10 pg/jajo powoduje przejsciowe obnizenie liczby $ledzionowych
limfocytow T CD3+, natomiast od 28 do 42 dnia zycia kurczat liczba limfocytéw T CD3+
w $ledzionie ulega wzrostowi, przy czym w 28 i 35 dniu efekt ten obserwuje si¢ po podaniu
laktoferyny w trzech badanych dawkach, a w 42 dniu po dawce 1 pg/jajo. Wazrost
limfocytéw T w $ledzionie po podaniu laktoferyny zwigzany jest ze wzrostem pomigdzy 7
a 42 dniem zycia kurczat liczby subpopulacji limfocytow T CD4+ w §ledzionie co

powoduje obserwowany wzrost wspotczynnika CD4+/CD8+. W 7 1 35 dniu efekt ten
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obserwuje si¢ po dawkach 1001 1 pg/jajo, w 28 dniu po wszystkich dawkach a w 42 dniu
po dawce 1 pg/jajo. Z kolei po podaniu in ovo laktoferyny we wszystkich badanych
dawkach dochodzi do przejsciowego obnizenia liczby w §ledzionie limfocytow T CD8+
co obserwuje si¢ w 7 1 14 dniu zycia kurczat.

Laktoferyna podana in ovo nasila fizjologiczny wzrost leukocytow CD45+ we krwi
obwodowej obserwowany w miar¢ procesu dojrzewania kurczat. Efekt dziatania
laktoferyny zalezy od podanej dawki. Najsilniejsze dzialanie obserwuje si¢ po podaniu
laktoferyny in ovo w dawce 100 pg/jajo co powoduje sukcesywny wzrost liczby
leukocytéw CD45+ we krwi obserwowany od 7 dnia zycia kurczat do ukonczenia przez
kurczgta 42 dnia zycia. Z kolei wplyw laktoferyny podanej in ovo na liczbe sledzionowych
leukocytéw CD45+ jest modulujacy poniewaz podanie in ovo laktoferyny w dawkach 10 i
1 ng/jajo powoduje jedynie w 28 dniu zycia ptakéw wzrost odsetka leukocytow CD45+ w
sledzionie, natomiast liczba §ledzionowych leukocytéw CD45 jest nizsza w 7 1 14 dniu
zycia w grupach ptakow, w ktorych in ovo podano laktoferyne, przy czym w 7 dniu efekt
ten wykazano po dawkach 101 1 pg/jajo, a w 14 dniu po dawkach 1001 10 pg/jajo.
Bezposrednio po wykluciu sie kurczat liczba bezwzgledna we krwi obwodowe;j
monocytow wykazujacych ekspresje antygenu KUL-01+ jest wyzsza niz w grupie
kontrolnej po podaniu laktoferyny w dawce 10 pg/jajo. Z kolei w 7 dniu po podaniu
laktoferyny we wszystkich trzech badanych dawkach i 14 dniu po dawce 1 pug/jajo liczba
tej populacji komorek we krwi ulega przejSciowemu zmniejszeniu w stosunku do grup
kontrolnych. Nastepnie w 21 dniu zycia kurczat po dawkach 1001 1 pg/jajo i 35 dniu zycia
kurczat po dawkach 100 i 10 pg/jajo liczba bezwzgledna komoérek KUL-01+ we Krwi
obwodowej ponownie wzrasta. Laktoferyna podana in ovo w badanych dawkach nie
zmienia w $ledzionie liczby makrofagéw wykazujacych ekspresj¢ antygenu KUL-01+ od
momentu wyklucia do ukonczenia przez kurczeta 42 dnia zycia.

Bezposrednio po wykluciu kurczat oraz od 28 do 42 dnia zycia ptakéw podanie laktoferyny
in ovo w badanych dawkach (1, 10 i 100 pg/jajo) nie zmienia st¢zenia interleukiny-1 w
osoczu kurczat w porownaniu do kurczat grup kontrolnych, natomiast w 7, 14 i 21 dniu

zycia laktoferyna w dawkach 11 10 pg/jajo powoduje przejsciowe obnizenie w osoczu IL-
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1. Podanie laktoferyny in ovo w dawce 11 10 pg/jajo powoduje w 7 dniu zycia kurczat
przejsciowy wzrost stezenie w osoczu IL-2, natomiast bezposrednio po wykluciu, w 14 i
35 dniu zZycia st¢zenie tej cytokiny ulega obnizeniu po podaniu laktoferyny w dawce 1
ng/jajo. Obnizenie stezenia w osoczu IL-6 obserwuje si¢ w 14 dniu zycia kurczat po
podaniu in ovo laktoferyny w dawce 10 i 1 pg/jajo, natomiast w 35 dniu po dawce 10
ug/jajo. Laktoferyna podana in ovo powoduje jedynie w 42 dniu zycia kurczat wzrost
stezenia w osoczu krwi interleukiny przeciwzapalnej jaka jest interleukina 10, efekt

dziatania wykazano po dawce 1 pg/jajo.

Jolkina podana in ovo w badanych dawkach (1, 10 i 100 pg/jajo) wykazuje zdolnosé
modulacji badanych wskaznikow immunologicznych, przy czym efekt dzialania
badanego zwigzku zalezy zarowno od wielkosci podanej in ovo dawki jak réwniez
wieku kurczat co wyrazone jest w nastepujacy sposob:

Podanie jolkiny in ovo wykazuje zdolnos¢ modulacji we krwi obwodowej kurczat odsetka
1 liczbe limfocytow B, T CD3+, w tym subpopulacje CD4+ 1 CD8+. W 7 dniu zycia kurczat
podana in ovo jolkina w dawce 100 pg/jajo powoduje przejsciowy wzrost odsetka i liczby
limfocytow B we krwi obwodowej. Podanie badanego zwigzku w dawce 10 krotnie nizszej
(10 pg/jajo) powoduje bezposrednio po wykluciu i w 14 dniu zycia kurczat wzrost we krwi
obwodowej wzrost odsetka i liczby limfocytéw T wykazujacych ekspresje antygenu CD3+,
réwniez podanie dawki 1 1 100 pg/jajo powoduje wzrost liczby limfocytow T CD3+ we
krwi w 42 dniu zycia kurczat. Subpopulacjg limfocytéw T, ktora ulega wzrostowi we krwi
obwodowej pod wptywem jolkiny podanej in ovo sg zarowno limfocyty T o funkcji
indukujaco-wspomagajacej (komorki CD4+) jak i o funkcji cytotoksyczno-supresyjnej
(komorki CD8+). W dawce 10 pg/jajo jolkina powoduje wzrost we krwi obwodowe]
limfocytow T CD4+ bezposrednio po wykluciu oraz w 14 dniu zycia kurczat, w dawce 100
ng/jajo w 28 dniu zycia a w dawce lug/jajo w 42 dniu zycia. Z kolei wzrost we krwi
obwodowej limfocytéw T CD8+ wystepuje bezposrednio po wykluciu i w 14 dniu zycia

po podaniu yolkiny in ovo w dawce 1 1 10 pg/jajo, natomiast zwigkszenie dawki podanego
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zwigzku do 100 pg/jajo przedtuza stymulujace dzialanie yolkiny na liczbe limfocytow
CD8+ do 42 dnia zycia kurczat.

Podanie jolkiny in ovo niezaleznie od wielko$ci dawki powoduje w 14 dniu zycia kurczat
przej$ciowe zmniejszenie liczby limfocytow B w §ledzionie, w miarg procesu dojrzewania
ptakéw liczba limfocytow B w $ledzione ulega sukcesywnemu wzrostowi osiggajac
wartosci jak w grupach kontrolnych. Podanie in ovo jolkiny réwniez niezaleznie od
wielkosci podanej dawki powoduje bezposrednio po wykluciu pisklat wzrost zar6wno
odsetka jak 1 liczby bezwzglednej limfocytéw T CD3+ oraz CD4+ w $ledzionie. Dawka
jolkiny 11 10 pg/jajo powoduje rowniez w 42 dniu zycia kurczat wzrost liczby limfocytow
T CD3+ w tym CD4+ w §ledzionie. Z kolei liczba limfocytow T o funkcji cytotoksyczno-
supresyjnej (komorki CD8+) ulega zwigkszeniu w 42 dniu zycia kurczat po podaniu in
ovo jolkiny we wszystkich badanych dawkach.

Jolkina podana in ovo nasila fizjologiczny wzrost leukocytow CD45+ we krwi obwodowej
obserwowany w miar¢ procesu dojrzewania kurczat w stosunku do grup kontrolnych.
Najsilniejsze dzialanie obserwuje si¢ po podaniu jolkiny in ovo w dawce 100 pg/jajo co
powoduje sukcesywny wzrost liczby leukocytow CD45+ we krwi obserwowany od 1 do
ukonczenia przez kurczeta 35 dnia zycia. Jolkina podana in ovo w dawce lug/jajo
powoduje rowniez w 42 dniu zycia kurczat wzrost w $ledzionie leukocytow wykazujacych
ekspresje antygenu CD45+.

Jolkina podana in ovo w dawce 1 pg/jajo powoduje w 1 i 42 dniu zycia kurczat istotny
wzrost w stosunku do grup kontrolnych liczby monocytow we krwi obwodowej
wykazujacych ekspresje antygenu KUL-01+. Z kolei jolkina w dawce 10 1 100 pg/jajo
powoduje przejsciowy spadek s$ledzionowych makrofagéw wykazujacych ekspresje
antygenu KUL-01+, natomiast podana w dawce 1 pg/jajo powoduje spadek tej populacji
komorek w §ledzionie rowniez w 28 1 35 dniu zycia ptakow.

Jolkina podana in ovo w dawce 1ug/jajo powoduje w 1, 14 i 28 dniu zycia w stosunku do
wartosci w grupach kontrolnych wzrost stgzenia IL-1 w 0soczu, natomiast w dawkach 10
1 100 krotnie wyzszych badany zwigzek powoduje przejsciowy spadek w osoczu tej

cytokiny obserwowany w 21 dniu zycia ptakow. Wplyw modulujacy yolkiny na st¢zenie
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IL-1 w osoczu w pierwszych 4 tygodniach zycia kurczat moze by¢ zwigzany z
oddziatywaniem badanego zwigzku na odpowiedZ immunologiczng po standardowym
uodparnianiu czynnym kurczat przeciwko zakaznemu zapaleniu oskrzeli oraz chorobie
Gumboro, ktore jest przeprowadzane w dniu wylegu i rewakcynacja w 10 dniu zycia
przeciwko zakaznemu zapaleniu oskrzeli oraz w 21 dniu zycia szczepienie przeciwko
chorobie Gumboro. Podanie jolkiny in ovo w dawce 11 10 pg/jajo powoduje w 1 i 42 dniu
zycia wzrost stezenia IL-2 w osoczu w poréwnaniu do grup kontrolnych. Z kolei podanie
in ovo najwyzszej badanej dawki jolkiny (100 pg/jajo) powoduje w 35 dniu zycia
obnizenie stezenia IL-6 w osoczu. Najnizsza badana dawka jolkiny (1 pg/jajo) powoduje z
kolei w 35 dniu zycia kurczat wzrost IL-10 w 0soczu.

4. Poziom ekspresji hormonu wzrostu (cGH) w dniu wylegu byta wyzsza we wszystkich
badanych dawkach jolkiny, w grupie ktora otrzymata $rednig dawke lizozymu i w
grupie ktora otrzymata najwyzsza dawke lizozymu oraz w grupie ktoéra otrzymata
najnizszag dawke laktoferyny. Wyzszy poziom ekspresji hormonu wzrostu w dniu
wylegu nie korelowatl z poziomem ekspresji genow migsniowych (myoD, myoG,
MRF4). Nie stwierdzono zaleznosci miedzy podanymi dawkami immunomodulatoréw
a pOzniejszym utrzymujacym si¢ wyzszym (lub nizszym) poziomem ekspresji ¢cGH,
myoD, myoG, MRF4. Wyniki te sg zbiezne z obrazem klinicznym ptakow, gdzie nie
obserwowano wyraznie wyzszych koncowych mas ciala w zZadnej z grup
doswiadczalnych. Nie obserwowano wyraznego trendu poprawy przyrostow masy ciala

w zadnej z badanych grup doswiadczalnych.
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