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Zaréwno podkliniczne jak i ostre zapalenie wymienia powoduje ogromne straty ekonomiczne w hodowli
bydta mlecznego i przemys$le mleczarskim. Jednak podtoze choroby, zwigzane z procesami zapalnymi w
zdrowych i zakazonych ¢wiartkach wymion nadal nie jest w petni znane. Wprawdzie prowadzono nieliczne
badania dotyczace proceséw zachodzacych w zdrowych ¢wiartkach wymienia sasiadujacych z zakazonymi,
jednak naukowcy najczesciej wykorzystywali mleko i/lub komorki somatyczne z mleka jako materiat do
analiz. Tylko nieliczne analizy prowadzone sg na tkance wydzielniczej. Ponadto zazwyczaj sa to probki
pozyskane po sztucznym zakazeniu ¢wiartek wymienia w celu uzyskania zdrowych tkanek jako grupa
kontrolna do zakazonych tego samego wymienia. Celem pracy jest okreslenie zjawisk zachodzacych w
migzszu gruczotu mlekowego krow mlecznych z przewaga tkanki wydzielniczej (ST) pochodzacej z
¢wiartek sasiadujacych z zakazonymi gronkowcami koagulazo-dodatnimi (CoPS) lub —ujemnymi (CoNS),
powodujacych podkliniczne, chroniczne zapalenia (AHCOPS ¢wiartka sgsiadujaca z zakazong CoPS;
AHCONS — ¢wiartka sgsiadujgca z zakazong CoNS) w poréwnaniu z ¢wiartkami z catych zdrowych wymion
(H — grupa kontrolna sktadajaca si¢ ze zdrowych ¢wiartek). Niniejsze badanie bedzie kontynuacja
dotychczas prowadzonych badan.

Planowane analizy: 1. Analiza poziomu mRNA i profilu IncRNA (dtugie niekodujace RNA) w AHCOPS i
AHCONS vs. CoPS, CoNS i H (NGS), 2. Analiza jakosciowa i ilosciowa biatek w tych samych probkach
(MALDI-TOF), 3. Analiza bioinformatyczna wynikéw analiz transkryptomicznej, proteomicznej i
epigenomicznej oraz profilu INCRNA, 4. Analiza statystyczna w celu oceny zaleznosci migdzy profilami
mRNA, biatek i IncRNA. Przeanalizowane zostang rowniez wyniki profilu miRNA uzyskane w ramach
poprzednich projektéw, 5. Analizy funkcjonalne gendéw o zréznicowanej ekspres;ji.

OczekiwaliSmy wyzszej ekspresji gendw cytokin w ¢wiartkach sgsiadujacych z zakazonymi niz w H.
Okazalo si¢ jednak, ze ekspresja genéw cytokin na poziomie mMRNA i biatka w AHCoPS byta na zblizonym
poziomie co W H i nizsza niz w CoPS, natomiast odwrotne wyniki otrzymano dla AHCoNS (ekspresja byta
wyzsza niz w H). Bylo to bardzo zaskakujace, tym bardziej, ze zakazenia CoNS zazwyczaj klasyfikowane sa
jako niepatogenne. Sugeruje si¢ rowniez, ze krowy zakazone CoNS sg mniej podatne na inne infekcje oraz,
ze zakazenie CoNS nie wptywa negatywnie na wydajno$¢ mleczng i jej sktad. Dlatego bardzo interesujace
jest poznanie doktadnych proceséw zachodzacych w ¢wiartkach AHCoPS i AHCoNS, gdyz rutynowo mleko
z nich pobierane, jest przeznaczone do spozycia, jezeli krowa nie jest leczona antybiotykami (szczegdlnie
przy podklinicznym zapaleniu wymienia CoPS czy CoNS, ktore sg czgsto niediagnozowane).

Hipotezy: 1. Procesy zachodzace w ¢wiartkach zakazonych gronkowcami wptywajg na procesy
fizjologiczne zachodzace w sasiadujacej, zdrowej ¢wiartce poprzez wptyw na procesy transkrypcji lub
translacji — stan zapalny wystepujacy w co najmniej jednej zakazonej ¢wiartce zaburza homeostaze w
sasiadujacej ¢wiartce prowadzac do produkcji czynnikéw prozapalnych, ktore uszkadzaja zdrowe tkanki
pomimo braku czynnikoéw chorobotworczych i obnizaja ich produktywnos¢; 2. Substancje stymulujace
odporno$¢ mogg rowniez przenika¢ przez bariere migdzy ¢wiartkami i prowadzi¢ do wywotania odpowiedzi
immunologicznej w ¢wiartce niezakazonej. Oznaczatoby to, ze eksperymenty, ktére traktujg niezakazona
éwiartke jako kontrolng dla sasiedniej, zakazonej éwiartki, obarczone sa znacznym bledem. Cwiartki
wymion bydta sa nadal uwazane za cztery osobne gruczoty.

Probki tkanek wydzielniczych z kazdej ¢wiartki 50 krow mlecznych rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
zostang pobrane po uboju, i przechowywane w temperaturze -80°C. Probki podzielono na pigé grup: (1)
CoPS (N=10), (2) AHCoPS (N=10), (3) CoNS (N=10), (4) AHCoNS (N=10) i (5) H (N=10). Te same probki
beda wykorzystane do izolacji catkowitego RNA i biatka do badan, odpowiednio transkryptomicznych i
profilu INcRNA oraz proteomicznych. Analizy zaplanowane w projekcie zostang przeprowadzone dla co
najmniej 7 najlepszych prébek z kazdej grupy, wybranych na podstawie jakosci MRNA - o najnizszym
stopniu degradacji i najlepszych wskaznikach RIN (RNA Integrity Number). Wyniki profilu miRNA z
aktualnie prowadzonego projektu (PRELUDIUM BIS 2) oraz wyniki poziomu ekspresji biatek, mRNA i
profilu INCRNA z planowanego projektu postuza do analiz statystycznych i funkcjonalnych w celu uzyskania
bardzo kompleksowych wynikéw. Pozwoli to na szerokie spojrzenie na procesy zachodzgce w wymionach
krow, z co najmniej jedng ¢wiartka zakazong gronkowcami. Zatem petne analizy zjawisk zachodzacych w
¢wiartkach zakazonych i z nimi sasiadujacych vs. H pozwola na uzyskanie pelnej informacji o zmianach
zachodzacych podczas zapalenia wymienia zard6wno w zakazonych, jak i zdrowych ¢wiartkach. Dodatkowo,
wyniki powinny jasno wyjasniaé, czy uzycie zdrowych ¢wiartek sasiadujacych z zakazonymi jako grupy
kontrolnej dla ¢wiartek zakazonych jest metoda wlasciwa, czy obcigzong duzym btgdem. Nastepnie zostanie
zbadane, czy mleko z ¢wiartek sgsiadujacych z zakazonymi, przeznaczone na rynek jest bezpieczne dla
konsumentow. Zaplanowane analizy poszerza nasza wiedze¢ i pozwolg zrozumie¢ ztozone mechanizmy
choroby oraz pozwola na wyciagnigcie prawidtowych wnioskoéw koncowych na temat proceséw
zachodzacych w calym wymieniu, gdy zakazona jest co najmniej jedna ¢wiartka. Innowacyjno$¢ projektu
polega na zbadaniu wptywu zakazenia bakteryjnego jednej ¢wiartki na zjawiska transkryptomiczne,
proteomiczne i epigenomiczne w ¢wiartkach sasiadujacych.



