Zapalenie gruczotu sutkowego kréw powoduje zmiany w sktadzie chemicznym mleka i przyczynia sie do powstania strat
ekonomicznych, zaréwno w chowie kréw mlecznych jak i w przemysle mleczarskim. Obecno$¢ bakterii w mleku, zwkaszcza
bakterii chorobotworczych, produkujacych termostabilne toksyny, ktore nie s niszczone w procesie pasteryzacji, stanowi
zagrozenie dla zdrowia konsumentow. Straty spowodowane stanami zapalnymi wymion kréw mlecznych siegajag miliardéw
dolaréw i euro w USA i w Europie w skali roku. Wymie nie jest jednak bezbronne w stosunku do czynnikdw chorobotworczych.
Ochrona gruczotu sutkowego przed patogenami jest mozliwa dzieki mechanizmom odpornosci immunologicznej, ktére
nadzorowane sg przez rézne populacje komoérek i mediatory przez nie wydzielane. Charakterystyka profilu genéw uktadu
immunologicznego w tkankach gruczotu sutkowego kréw, pochodzacych od zwierzat zdrowych jak i charakteryzujacych sie
obecnoscia w mleku réznych rodzajow bakterii, moze poméc w wyjasnieniu mechanizméw immunologicznych i szczegdtowo
wskazac jakie, tkankowo specyficzne, procesy fizjologiczne i szlaki biochemiczne biorg udziat w odpowiedzi na rdzne rodzaje
zakazenia. Zmiany epigenetyczne, w tym metylacja DNA i profil ekspresji niekodujacego RNA (w tym mikroRNA) maja
kluczowe znaczenie w mechanizmach regulacji ekspresji genow.

Termin epigenetyka odnosi sie do nauki o cechach, ktorych ekspresja nie zalezy od sekwencji DNA. Zmiany te sa odziedziczalne,
ale odwracalne. Metylacja DNA to przyfgczanie grup metylowych (-CH3) gtéwnie do cytozyny przy udziale specyficznych
enzymow. Przytgczanie grup metylowych nastepuje do cytozyn wystepujacych w tzw. wyspach CpG (dinukleotydach) lezacych w
promotorach genéw. Rejony promotorowe majg istotne znaczenie regulatorowe dla ekspresji danego genu. Przytaczanie grup
metylowych wptywa na obnizenie ekspresji danego genu. Z kolei mikroRNA to krotkie (ok. 20 nukleotydéw), jednoniciowe,
niekodujace czasteczki RNA, ale regulujace (regulacja negatywna) ekspresje innych genéw.

Pierwsze odkrycia dotyczace metylacji gendw zwigzane byly ze starzeniem sie organizméw — im starsze zwierze/cztowiek tym
nizszy poziom metylacji. Ponadto, nieprawidtowy wzor metylacji prowadzi do szybszego starzenia sie organizmu. Wiekszos¢
tkanek ma swoj charakterystyczny wzér metylacyjny, wiec zjawisko to wykorzystywane jest m.in. do diagnozy choréb (w tym
nowotwordw) i do oceny wieku biologicznego, szczegdlnie ludzi (zegar biologiczny).

W badaniach prowadzonych na koniach i bydle mlecznym udokumentowano znaczenie mikroflory bakteryjnej w rozwoju nabytej
odpornosci u koni do trzeciego miesigca zycia poprzez mechanizm epigenetyczny. Wykazano, ze obecno$¢ patogendéw w
Srodowisku wychowu Zrebiat jest jednym z czynnikéw powodujacych spadek metylacji promotora genu kodujgcego interferon
gamma, skorelowanego ze wzrostem jego ekspresji. Wykazano réwniez, iz poziom metyzacji genu alfaS1-kazeiny rosnie wraz z
uptywem laktacji oraz dinukleotydy CpG ulegaja metylacji podczas zapalenia spowodowanego przez E. coli. Ponadto, poziom
metylacji tego genu jest podobny u jatdwek w trakcie dojrzewania, u kréw nielaktujacych oraz u krow ze stwierdzonym stanem
zapalnym wymienia (ang. mastitis). Jest to zgodne z powszechng wiedza, ze zawartos¢ biatek kazeinowych w mleku
pochodzacym z ¢wiartek objetych (pod)klinicznym stanem zapalnym drastycznie spada na korzys¢ biatek serwatkowych, a tym
samym spada przydatnos$¢ technologiczna takiego mleka powodujac straty ekonomiczne w przetwdrstwie.

Jak dotad niewiele jest informacji dotyczacych wptywu zakazer bakteryjnych na wzorzec metylacji DNA. Dlatego tez celem
projektu jest okreslenie wptywu zakazenia tkanki wydzielniczej wymienia kréw mlecznych gronkowcami koagulazo-ujemnymi i
koagulazo-dodatnimi na metylacje wybranych genow i wzor ekspresji mikroRNA.

Zatozeniem projektu jest, ze zakazenia bakteryjne wywotujg zmiany w poziomie ekspresji genéw zwiazanych z odpowiedzig
immunologiczng na zakazenie poprzez specyficzng metylacje ich regulatorowych rejonéw. Ponadto, ze zakazenia bakteryjne
wptywaja na profil ekspresji niekodujgcego RNA, ktéry wptywa na metylacje DNA i reguluje ekspresje genéw. Dzieki temu
mozliwe bedzie okreslenie wptywu zakazenia gronkowcami koagulazo-ujemnymi i koagulazo-dodatnimi na regulacje
epigenetyczne genéw zwiazanych z odpowiedzig immunologiczng na zakazenie, z procesami starzenia sie organizmu i genéw
produkcyjnych.

Projekt bedzie realizowany w ramach czterech, scisle uzupetniajacych sie, analiz:

1) Charakterystyka poziomu metylacji: Poprzez tzw. pirosekwencjonowanie zostanie przeprowadzona analiza metylacji. Zostanie
oceniony stopien metylacji znanych wysp CpG w promotorach wybranych genéw.

2) Charakterystyka miRNA wybranych genéw: Ze wzgledu na to, iz poziom mRNA oraz poziom metylacji DNA jest scisle
zwigzany z aktywnoscig specyficznego niekodujacego RNA, zostanie przeprowadzona analiza profilu mikroRNA.

3) okreslenie stezenia produktéw biatkowych wybranych gendw za pomoca testéw ELISA.

4) oszacowanie zwigzku miedzy profilem miRNA i poziomem metylacji wybranych genéw a poziomem ich ekspresji na
poziomie biatka i mMRNA z uzyciem metod statystycznych.



