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STRESZCZENIE

Jednym z wazniejszych i najbardziej rozpowszechnionych probleméw, z ktérym
borykaja si¢ hodowcy bydla mlecznego, sa infekcje wymienia. Mastitis, definiowane jako
zapalenie gruczotu mlekowego, jest jednostka chorobowa, ktorej zroznicowane podioze,
nasilenie 1 wpltyw na stan fizjologiczny zwierzecia zaleza od S$rodowiska, czynnika
chorobotwdrczego i organizmu gospodarza. Mleko z zainfekowanych ¢wiartek wymienia jest
niezdatne do konsumpcji, co niejednokrotnie prowadzi do duzych strat finansowych
ponoszonych przez przemyst mleczarski. Jedng z drog ograniczenia wystgpowania mastitis jest
wykorzystanie w pracy hodowlanej r6znic w genetycznych sktonnosciach do tego schorzenia.
Caly czas trwaja badania nad poszukiwaniem genéw markerowych powigzanych
z wystgpowaniem mastitis. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach
zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng, mogg by¢ takim uzytecznym markerem we
wcezesnym wykrywaniu przypadkow mastitis u bydta mlecznego.

Celem niniejszej pracy bylo odnalezienie zwigzkéw pomiedzy odpornoscia/
podatnos$cia na mastitis (wyrazong jako liczba komorek somatycznych SCC w mleku), dobowa
wydajno$cig mleczng oraz procentowg zawartoscig biatka 1 thuszczu w mleku a genetycznymi
wariantami gendw zaangazowanych w procesy immunologiczne — microRNA2467,
microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e.

Badaniami objeto stado liczace 644 krowy rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
odmiany czarno-biatej. W pracy zostaly zebrane wyniki z 22 292 probnych udojow,
pochodzace z dokumentacji hodowlanej 1 dotyczace dobowej wydajnosci mlecznej,
procentowej zawarto$ci bialka 1 tluszczu oraz liczby komodrek somatycznych SCC.
Od wszystkich badanych zwierzat zostala pobrana krew obwodowa, nast¢pnie wyizolowano
genomowe DNA. Polimorfizm badanych gendw microRNA — microRNA2467, microRNA2313,
microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e — identytikowany byt metodg PCR — RFLP.
Badane krowy byty w laktacji od pierwszej do 6smej. Analizy przeprowadzono osobno dla
kazdej laktacji, jedynie ze wzgledu na stosunkowg matg liczebno$¢ w pdzniejszych laktacjach
polaczono laktacje 6., 7. i 8. w jedng klas¢. Efekty wybranych gendéw byly badane takze
w trzech kolejnych stadiach laktacji. Ponadto, w badanych probkach mleka przyjeto trzy klasy
wartosci poziomu komorek somatycznych: krowy zdrowe SCC<200 tys/ml, stan podkliniczny

200<SCC=400 tys/ml i krowy chore SCC>400 tys/ml. Podziat ten zastosowano ze wzgledu na



mozliwo§¢ wystegpowania odmiennych efektoéw badanych gendéw w roznych stanach
fizjologicznych.

Uzyskane wyniki zostaly opracowane ipoddane analizie statystycznej. Okreslona
zostala struktura genetyczna badanej populacji, tj. frekwencje alleli 1 genotypow analizowanych
gendw. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow objeta takze poszukiwania asocjacji
pomigdzy klinicznymi przypadkami infekcji a polimorfizmem wytypowanych genow.
Modelowanie cech, przeprowadzone z zastosowaniem efektéw dominacyjnych oraz efektow
epistazy pomigdzy genami, obejmowalo 4 kombinacje interakcji (addytywny — addytywny,
addytywny — dominujacy, dominujacy — addytywny, dominujacy — dominujacy). Efekty byty
badane w zalezno$ci od czynnikéw takich jak kolejna laktacja, stadium laktacji i liczba
komorek somatycznych SCC.

W wyniku przeprowadzonej analizy w badanej grupie krow zidentyfikowano
polimorficzne warianty gendow microRNA2313 1 microRNA2467 oraz stwierdzono
monomorfizm w microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e. W pracy dowiedziono, ze
istniejg statystycznie istotne zwigzki pomiedzy polimorfizmem wybranych genow
microRNA2313 1 microRNA2467 a odpornoscig/podatnoscia na mastitis wyrazong jako liczba
komorek somatycznych w mleku. Co wazne, przeprowadzona analiza wykazata istnienie
efektow dominacyjnych oraz interakcji pomigdzy genetycznymi wariantami wytypowanych
genow w ksztattowaniu zmiennos$ci liczby komorek somatycznych w mleku w badanej
populacji krow oraz wykazatla, ze efekty dominacyjne 1 interakcyjne badanych alleli stanowig
wazny element pozwalajacy kompleksowo oceni¢ catkowity efekt allelu.

Dokonano szczegdtowej analizy asocjacji pomig¢dzy allelami wybranych gendw a liczba
komorek somatycznych w mleku w kolejnych laktacjach, w wybranych stadiach laktacji oraz
klasach SCC, jednak na tym etapie badan trudno jednoznacznie, na podstawie uzyskanych
wynikoéw, wytypowaé geny markerowe, ktorych polimorfizm moglby stanowi¢ podstawe do
prowadzenia selekcji majacej na celu ograniczenie wystgpowania mastitis, nie zmniejszajac
jednoczesnie wydajnosci mlecznej i koncentracji zawartych w mleku sktadnikow takich jak
thuszcz czy biatko. Nadzieje budzi jednak dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467,
ktory w kazdej laktacji zwigzany byl z nizsza zawartoscig SCC w mleku. Wydaje si¢ wiec, ze
selekcja skoncentrowana na zwigkszeniu frekwencji allelu T microRNA2467 moglaby
przynies$¢ zadawalajace rezultaty pod katem obnizenia zawarto$ci SCC w mleku u krow rasy

holsztynsko- fryzyjskie;j.



ABSTRACT

One of the most important and widespread problems faced by dairy cattle breeders is
udder infections. Mastitis, defined as inflammation of the mammary gland, is a disease whose
varied underlying causes, severity, and impact on the animal's physiological state depend on
the environment, the pathogenic factor, and the host organism. Milk from infected quarters of
the udder is unsuitable for consumption, which often leads to significant financial losses
incurred by the dairy industry. One way to reduce the incidence of mastitis is to use genetic
differences in susceptibility to this condition in breeding work. Research is ongoing to identify
marker genes associated with mastitis. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes
related to the immune response can be a useful marker for early detection of mastitis in dairy
cattle.

The aim of this study was to find associations between immunity/susceptibility to
mastitis (expressed as somatic cell count (SCC) in milk), daily milk yield, as well as the
percentage of protein and fat in milk, and genetic variants of genes involved in immune
processes - microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2, and
microRNA29e.

The study involved a herd of 644 Polish Holstein-Friesian cows of the black-and-white
variety. Results from 22 292 milk yield samples were collected from breeding records and
included daily milk yield, percentage of protein and fat, and SCC. Peripheral blood was taken
from all animals studied, and genomic DNA was isolated. Polymorphism of the microRNA
genes studied - microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2, and
microRNA29e - was identified by PCR-RFLP method. The studied cows were in lactation from
the first to the eighth. The analyses were conducted separately for each lactation, and only due
to the relatively small number of cows in later lactations, lactations 6th, 7th, and 8th were
combined into one class. The effects of the selected genes were also studied in three successive
lactation stages. In addition, the milk samples studied were divided into three classes of somatic
cell count values: healthy cows with SCC<200 thousand/ml, subclinical state 200<SCC<400
thousand/ml, and sick cows with SCC>400 thousand/ml. This division was made due to the
possibility of different effects of the studied genes in different physiological states.

The obtained results were analyzed and subjected to statistical analysis. The genetic
structure of the studied population was determined, i.e., the frequencies of alleles and genotypes

of the analyzed genes. The statistical analysis of the results also included the search for



associations between clinical cases of infection and the polymorphism of the selected genes.
The feature modeling, conducted using dominant effects and epistatic effects between genes,
included 4 combinations of interactions (additive-additive, additive-dominant, dominant-
additive, dominant-dominant). The effects were investigated depending on factors such as
subsequent lactation, lactation stage, and somatic cell count (SCC).

As a result of the analysis carried out on the group of cows, polymorphic variants of
microRNA2313 and microRNA2467 genes were identified, and monomorphism was found in
microRNA2489, microRNA29b-2, and microRNA29e. The study demonstrated statistically
significant associations between the polymorphism of the selected microRNA2313 and
microRNA2467 genes and resistance/susceptibility to mastitis expressed as the number of
somatic cells in milk. Importantly, the analysis showed the existence of dominant effects and
interactions between genetic variants of the selected genes in shaping the variability of the
somatic cell count in milk in the studied cow population and showed that the dominant and
interactive effects of the studied alleles are an important element that allows for
a comprehensive assessment of the overall effect of the allele.

A detailed analysis of the associations between the selected gene alleles and the number
of somatic cells in milk in subsequent lactations, selected lactation stages, and SCC classes was
carried out. However, at this stage of the research, it is difficult to unambiguously identify
marker genes based on the obtained results, whose polymorphism could serve as a basis for
conducting selection aimed at reducing the occurrence of mastitis without reducing milk yield
and the concentration of components such as fat or protein in milk. However, the dominant
effect of the T allele of the microRNA2467 gene, which was associated with lower SCC content
in milk in each lactation, presents a promising avenue that selection focused on increasing the
frequency of the T allele of microRNA2467 could yield satisfactory results in terms of reducing

SCC content in milk in Holstein-Friesian cows.
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WSTEP

Do jednych z najpowazniejszych problemdéw, z ktdrymi mierza si¢ hodowcy bydta
mlecznego, nalezg infekcje wymienia. Mastitis jest chorobg o duzym znaczeniu ekonomicznym
ze wzgledu na wysoka czestos¢ wystepowania jego klinicznej 1 podklinicznej formy. Zapalanie
wymienia u krow generuje ogromne koszty dla hodowcow zwigzane z leczeniem, stratami
produkcyjnymi i1 zmniejszonym dobrostanem zwierzat. Systemy rejestrowania chordb,
gromadzace dane z duzej liczby gospodarstw, nie byly do tej pory rozpowszechnione na catym
swiecie, dlatego selekcja pod katem odpornosci na zapalenie gruczolu mlekowego czesto
opierata si¢ na genetycznie skorelowanych cechach wskaznikowych, takich jak liczba komoérek
somatycznych w mleku (ang. somatic cells count, SCC). Korelacje genetyczne migdzy
klinicznym zapaleniem wymienia i innymi waznymi ekonomicznie cechami wskazuja, ze
selekcja kierunku odpornosci na mastitis wptynetaby korzystnie na podniesienie odpornosci na
inne choroby bydta, a takze zwigkszytaby zar6wno ptodnos¢ jak i dlugos¢ zycia zwierzecia.

Niemniej jednak, wydajnos¢ mleka pozostaje ujemnie skorelowana z klinicznym
zapaleniem wymienia, co podkresla znaczenie uwzglgdnienia cech zdrowotnych w celach
hodowlanych dla osiggnigcia postepu genetycznego w zakresie innych waznych cech bydta.
Dalsze badania, ktore majg na celu lepsze zrozumienie podtoza genetycznego zapalenia
wymienia, powinny doprowadzi¢ do poprawy odpornosci na zapalenie gruczotu mlekowego,
atakze do umozliwienia doktadniejszej oceny cech uzytkowych i funkcjonalnych, co
w konsekwencji przetozytoby si¢ na dobrostan zwierzat i rentowno$¢ przemystu mleczarskiego
(Martin 1 in., 2018).

Selekcja wspomagana markerami genetycznymi lub selekcja genomowa w kierunku
zwigkszenia odpornos$ci na mastitis stanowi cenne narz¢dzie do zmniejszenia czgsto$ci
wystgpowania infekcji gruczotu mlecznego, poniewaz prowadzi do wyzZszego poziomu
roznicowania migdzy fenotypami niz w przypadku selekcji konwencjonalne;.

Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (ang. Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) w genach, o ktorych wiadomo, Ze s3 zaangazowane w aktywacj¢ uktadu
odpornos$ciowego, mozna powigzac z fenotypami zwigzanymi z zapaleniem wymienia (SCC)
1 wykorzysta¢ do selekcji odpornych zwierzat. Skuteczna selekcja jest w stanie poprawic
zaré6wno dobrostan zwierzat, jak i1 jako$¢ 1 bezpieczenstwo produktow zwierzecych.

Poczawszy od lat 50. badano mechanizmy dziedziczenia genetycznej odpornosci na

zapalenie wymienia (Moretti i in., 2021). Jednakze, cecha zapalenia wymienia i liczba komorek



somatycznych, okazaty si¢ mie¢ niska lub umiarkowang odziedziczalnos¢. W zwigzku z tym,
wymagane s3 procedury genetyczne w celu znalezienia markeréw umozliwiajacych szybsza
1 doktadniejszg selekcje. Nalezy pamigtaé, ze ztozone choroby determinowane sg przez wiele
loci o niewielkim lub prawie znikomym efekcie.

Pod uwage brane sa dwa podejscia. Pierwsze to podejscie holistyczne, takie jak
skanowanie genomu, wymagajace duzej liczby badanych zwierzat w celu wykrycia loci
zwigzanych z cechami odpornosci. Ostatnie postgpy techniczne dotyczace genomiki bydta,
takie jak np. mikromacierze pozwalajace na szeroko zakrojone badania asocjacyjne calego
genomu, doprowadzity do identyfikacji loci cech iloSciowych (ang. quantitative trait loci,
QTL), zwigzanych z cechami zapalenia wymienia. Drugie podej$cie, wykorzystujace detekcje
SNP w genach kandydujacych zaangazowanych w procesy odpornosciowe, wydaje si¢ bardziej
bezposrednie i niezawodne (Moretti i in., 2021). Za pomocg przesiewowych badan zmian DNA
w genach kandydujacych, mozliwe jest ustalenie wplywu polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu oraz interakcji genetycznych na ztozone cechy (Mao i in., 2006).

Do gendéw takich nalezg mi¢dzy innymi microRNA, czyli mate, odkryte ponad dwie
dekady temu, niekodujgce RNA, ktore odgrywajg wiele kluczowych rol w réznych procesach
biologicznych poprzez post transkrypcyjna regulacje ekspresji genéw (Wang i in., 2019).
Specyficzne microRNA odgrywaja wazna role w modelowaniu wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej. Wykazano takze, ze deregulacja ich dziatania przyczynia si¢ do powstania
chorob zapalnych. MicroRNA zaangazowane sg w prawie wszystkie aspekty procesow
biologicznych obejmujacych rozwoj, roznicowanie komorkowe, modulacje odpornosci i stany
patogenne. MicroRNA zmieniaja dziatanie mRNA poprzez blokade translacji lub degradacje
RNA. Bedac kluczowym elementem regulacji genéw, microRNA wykazuja znaczny stopien
homologii pomiedzy roéznymi gatunkami. Wykazano, ze microRNA s3a sprawnymi
modulatorami  odpowiedzi immunologicznych biorgcych udziat w roéznicowaniu
i funkcjonowaniu komorek szpiku, a w nabytej odpowiedzi immunologicznej poprzez
modulowanie rozwoju limofcytow B i T (Yuan i in., 2018). W niniejszej pracy podj¢to si¢
zbadania mozliwosci wykorzystania polimorfizméw wystepujacych w genach microRNA —
microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 1 microRNA29e
w doskonaleniu odpornos$ci na mastitis kréw mlecznych.

Aby zrozumie¢ mechanizm dziedziczenia podatno$ci/odpornosci na mastitis niezbedne
jest uwzglednienie oddziatywania na siebie genow z rdéznych loci, czyli uwzglednienie
wystepowania zjawiska epistazy. Efekty epistazy, czyli interakcje genow, sa powszechnie

uznawane za wazne czynniki genetyczne lezace u podstaw ztozonych cech.
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Zjawisko epistazy od dawna interesowato wielu badaczy (Carlborg i Haley, 2004;
Moore 2003; Purcell i Sham; 2004). Postawiono hipoteze, Ze epistaza jest zjawiskiem bardzo
powszechnym 1 nie mozna jej pomina¢ w okresleniu wystepowania podatnosci/odpornosci
organizmu na choroby. Do obserwacji podtrzymujacych t¢ hipoteze nalezg odchylenia od praw
Mendla, interakcje molekularne w regulacji ekspresji gendéw, a takze w uktadach
biochemicznych i metabolicznych, niepowtarzajace si¢ i pozytywne skutki polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow, oraz efekty interakcji genow, gdy sa dobrze zbadane (Mao i in.,
2006). W niniejsze] pracy rozwazane s3 cztery rodzaje efektow epistazy dwoch genow
kandydujacych (microRNA2313 oraz microRNA2467): efekt addytywno-addytywny,
addytywno-dominujacy, dominujgco-addytywny oraz dominujaco-dominujacy.

Niezmiernie wazne dla zrozumienia wystepowania okreslonych cech fenotypowych,
w tym przypadku odporno$ci/podatnosci na mastitis, sg tzw. interakcje genotyp — srodowisko.
O interakcjach tych méwimy, gdy rozne warunki srodowiskowe nie maja réwnego wptywu na
fenotypowe efekty dziatania réznych genotypow. Zdolnos¢ zywych organizméw do zmiany
fenotypu w odpowiedzi na zmiany srodowiskowe znana jest jako plastycznos¢ fenotypowa lub
wrazliwo$¢ na $rodowisko. Kiedy te same genotypy rozwijajg rozne fenotypy w rdéznych
srodowiskach, to moéwimy wtedy o istnieniu interakcji genotyp — srodowisko (Hammami i in.,
2009). W niniejszej pracy opisane zostaty efekty microRNA2313 i microRNA2467 w r6znych
warunkach srodowiskowych uwzgledniajacych czynniki takie jak klasa SCC, kolejna laktacja
1 stadium laktacji. Wykazano, ze stwierdzone efekty obu genow microRNA w duzej mierze
zaleza od warunkoéw $rodowiskowych, a samg przyczyng interakcji genotyp-§rodowisko moga
by¢ zmienne profile ekspresji genéw microRNA w zaleznosci od wielu réznych czynnikow

srodowiska zewnetrznego 1 wewngtrznego (wiek, ptec, cigza, laktacja, itp.).
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1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1.1. Mastitis

Mastitis, definiowane jako zapalenie gruczotu mlekowego (wyraz mastitis pochodzi od
greckich slow mastos — pier§ 1 itis — zapalenie), jest jedng z kosztowniejszych i1 bardziej
rozpowszechnionych jednostek chorobowych, ktorej zroznicowane podtoze, nasilenie 1 wptyw
na stan fizjologiczny zwierzgcia zalezg od S$rodowiska, czynnika chorobotworczego
1 organizmu gospodarza. Mastitis rozwija si¢, gdy czynnik chorobotwdrczy dostanie si¢ do
gruczolu mlekowego, czgsto na skutek przerwania ciaglosci tkanki, czyli mechanicznego
uszkodzenia fizycznej bariery, jaka jest strzyk lub same kanaty strzykowe. Wymaga to
natychmiastowej reakcji uktadu odpornosciowego gospodarza, tak by zapobiec kolonizacji
patogenu i pozniejszemu rozwojowi choroby (Aitken i in., 2011; Sordillo i in., 1997).

Stopien nasilenia reakcji obronnych organizmu, a tym samym stopien nasilenia
zapalenia, stanowi kryterium podziatu infekcji wymienia. Mastitis wystepuje w dwodch
gtownych postaciach: klinicznej 1 podklinicznej (tez subklinicznej) (Hashemi i in., 2011; Hortet
i in., 1998). Kliniczna posta¢ mastitis charakteryzuje si¢ wystepowaniem fizycznych,
chemicznych i mikrobiologicznych zmian w mleku (Lassa i in., 2013). Nieprawidlowosci
obserwowane w mleku to np.: obecno$¢ przezroczystej, surowiczej lub krwistej wydzieliny;
wystepowanie strzepkoéw lub ktaczkow w mleku; zmiany zabarwienia mleka. Posta¢ kliniczna
objawia si¢ takze patologicznymi zmianami w tkance gruczolowej wymienia (Lassa i in.,
2013). W przypadku tagodnych lub umiarkowanych przypadkéw klinicznego mastitis
obserwowane zmiany moga dotyczy¢ opuchlizny, stwardnienia izaczerwienienia tkanki
wymienia, podwyzszonej temperatury i bolesnosci, wrazliwosci na dotyk. Ostra odmiana
klinicznego mastitis ma miejsce, gdy dodatkowo zdiagnozowana jest goraczka lub jadlowstret
(Thompson-Crispi i in., 2014).

Choroba w postaci podklinicznej przebiega bez wyraznych symptomow, co oznacza, ze
zmiany organoleptyczne w mleku i wymieniu nie sg obserwowane (Hashemi 1 in., 2011).
Wymig jest zainfekowane, lecz stan zapalny nie jest widoczny. Mozna jedynie obserwowacé
nieprawidlowosci w mleku, a utrzymanie takiego stanu przez okres dluzszy niz 2 miesigce
okreslane jest mianem zapalenia chronicznego (Thompson-Crispi i in., 2014). Ze wzgledu na
brak widocznych objawéw podkliniczna postaé mastitis jest trudna do rozpoznania, co

nastrecza wiele probleméw w procesie pozyskiwania mleka, obnizajac jego warto$¢ i ilos¢.
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Ponadto patogeny infekujace wymie i prowadzace do podklinicznej formy mastitis moga by¢
przenoszone na inne osobniki podczas zautomatyzowanego procesu udoju (Cervinkova i in.,
2013). Z punktu widzenia hodowcy, ta posta¢ zapalenia ma szczegdlnie wazne znaczenie,
poniewaz wystepuje od 15 do 40 razy czesciej, niz zapalenie kliniczne.

Dotychczas stosowane metody profilaktyki i zwalczania mastitis wywotanego
patogenami $rodowiskowymi nie powiodly si¢. Wsrdd producentéw mleka rosng obawy
zwigzane ze stosowaniem na szeroka skalg antybiotykoterapii, ktora wydaje si¢ nieskuteczna.
Ponadto istnieje ryzyko zdrowotne zwigzane z pozostalo§ciami antybiotykow w mleku. Mimo
to antybiotykoterapia w dalszym ciggu wydaje si¢ jedynym rozwigzaniem. Kontrola zapalenia
wymienia powinna opiera¢ si¢ na profilaktyce, nizeli leczeniu i potrzebne sg nowe strategie

w tym zakresie (Pyorild, 2002).

1.2. Mastitis a sklad mleka

Mastitis niekorzystnie wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne, sktad i wydajnos$c
mleka. Zmiany te przypisuje si¢ zwigkszonej przepuszczalnosci naczyn spowodowanej stanem
zapalnym oraz uszkodzeniom komorek nabtonka odpowiedzialnych za syntezg¢ sktadnikow
mleka. Na wihasciwosci, sktad 1 wydajnos¢ mleczng wptywaja takze zmiany enzymatyczne
komorek somatycznych lub mikroorganizméw znajdujacych si¢ w zakazonym gruczole
mlekowym (Reis i in., 2013).

Reis i1 in. (2013) zbadali wplyw komoérek somatycznych na sklad mleka u krow
stwierdzajac, ze podwyzszona SCC zwigzana jest ze zmniejszong zawartoscig laktozy
1 bezttuszczowej suchej masy w mleku. Zauwazyli oni takze, ze zwigkszony poziom SCC wigze
si¢ z redukcjg kazeiny, thuszczu mlecznego i laktozy w mleku. Badanie wykazato roéwniez, ze
wysoki poziom SCC skorelowany jest takze ze zwigkszong aktywnos$cig enzymatyczng oraz
obnizong wydajnoscig 1 jakoscig produktéow mlecznych. Co ciekawe, zauwazono takze, ze
wysoki poziom SCC zwigzany jest z wyzszg zawarto$cig biatka (nie sg to pozadane kazeiny,
a biatko pochodzace z komorek somatycznych i zanieczyszczen mikrobiologicznych) thuszczu
i suchej masy.

Wyniki badan wykazaly jednoznacznie, ze infekcje gruczolu mlekowego maja
negatywny wplyw na sktad mleka. Niemniej wykazano takze, ze zmiany w mleku zalezg takze
od samej odpowiedzi zapalnej, stopnia nasilenia infekcji zajgtej choroba tkanki gruczotlu

mlekowego, a takze patogennosci bakteryjnej, wirusowej oraz obecno$ci grzybow
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1 pierwotniakéw. Oprocz wyzej wymienionych czynnikéw, na sktad mleka wplywaja wiek
krowy, okres laktacji i praktyka zywieniowa (Reis i in. 2013).

Badania dotyczace zmienionego skladu mleka spowodowanego wystepowaniem
zapalenia gruczotu mlekowego przeprowadzili takze Paixao 1 in. (2017). Naukowcy poréwnali
sktad i stan zdrowotny mleka z gruczotow mlecznych zdrowych wymion z jedynie pojedyncza
¢wiartka zmieniong klinicznie, z wynikami probek mleka ze zdrowych gruczotéw mlecznych
zdrowych krow. Badanie objeto 340 ¢wiartek wymienia u 118 krow w wysokoprodukcyjnym
stadzie. Odnotowano r6znice w sktadzie mleka i statusie zdrowotnym ¢wiartek u kréw chorych
1 zdrowych. Mleko pobrane z ¢wiartek zdrowych krow miato wigcej biatka i laktozy, natomiast
mniej tluszczu, charakteryzowato si¢ tez mniejsza zawartoscia SCC. Badania sugeruja, ze
pojedyncza ¢wiartka z  klinicznym zapaleniem wymienia wplyngta na ogdlny stan
immunologiczny wymienia, zmieniajac sktad mleka i stan zdrowia sgsiednich ¢wiartek (Paixao,
2017).

Badanie Gongalves’a i in. (2020) réwniez skupito si¢ na ocenie wptywu przewlektego
subklinicznego zapalenia wymienia 1 obecno$ci konkretnych szczepdéw bakteryjnych na
produkcje mleka i jego sktad u krow mlecznych rasy holsztynskiej. Wybrano w sumie szes¢
stad zlokalizowanych w $rodkowo-zachodniej czgséci stanu Sao Paulo w Brazylii. Stada byly
odwiedzane raz na 2 tygodnie w celu pomiaru wydajno$ci mleka i pobrania probek mleka od
kréw w okresie laktacji. Sktad mleka (w tym catkowite biatko, tluszcz, laktoza i1 catkowita
sucha masa) mierzono za pomoca spektroskopii w sredniej podczerwieni. Stwierdzono, ze
¢wiartki wymienia z subkliniczng postacia mastitis, wykazywaty utrat¢ mleka na poziomie
1,1 kg na dojong ¢wiartk¢ w pordwnaniu do ¢wiartek zdrowych.

Naukowcy badali, jak konkretne szczepy bakteryjne wywotujace subkliniczng postaé
mastitis wptywaja na sktad mleka u badanych krow. Odkryli oni, ze ¢wiartki wymienia
z subkliniczng postacig mastitis 1 zainfekowane S. aureus, charakteryzowaly sie¢ wyzsza
zawarto$cig SCC (314 tys. kom/ml), niz ¢wiartki zdrowe (56 tys. kom/ml). Ponadto mleko
pochodzace ze zdrowych ¢wiartek zawierato wigcej ttuszczu, biatka i laktozy, a takze suche;j
masy beztluszczowej niz mleko pochodzace z zainfekowanych ¢wiartek. Stwierdzono tez, ze
zainfekowane patogenami ¢wiartki wymienia wykazywaty znaczng utrat¢ mleka w poréwnaniu
z ¢wiartkami zdrowymi (Gongalves i in., 2020).

Podobne wyniki otrzymali Kayano i in. (2018), ktérzy badali zwigzek pomiedzy
wystepowaniem klinicznego mastitis w zainfekowanych patogenami wymionach a sktadem
mleka. Naukowcy osobno badali pierworddki (pierwsza laktacja) 1 wielorodki (druga i kolejna

laktacja). Badacze analizowali pi¢¢ réznych grup patogenow i ustalili, Ze obecno$¢ kazdego
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z nich wigzala si¢ ze znaczng utrata mleka u wielorddek. Zauwazono takze, ze wszystkie grupy
patogendw zwigzane byly z istotnie wigksza liczbg komoérek somatycznych, zmniejszong
zawartoscig laktozy 1 zmianami w ilosci thuszczu 1 biatka w mleku.

Ogolaiin. (2007) takze doniesli, ze sktad mleka ulega zmianie pod wptywem zapalenia
wymienia. Naukowcy zbadali wpltyw infekcji mastitis na jako$¢ sktadu mleka w matych stadach
bydta mlecznego. Celem tego badania byto znalezienie standardu liczby komorek
somatycznych (SCC) jakosci mleka, ktory mogltby by¢ wykorzystany jako integralny element
programu kontroli. W badaniu przeanalizowano 396 ¢wier¢ probek mleka pochodzacych od
krow w okresie laktacji (rasy holsztynska i zebu). W 56% z tych ¢wiartek wystapito zakazenie
dowymieniowe, przy ogolnej $redniej SCC wynoszacej 5,46 x 105 £ 2,30 x 104 komorek/ml.
Zainfekowane ¢wiartki miaty istotnie (p < 0,05) wyzsze srednie wartosci SCC (6,19 x 105 +
4,40 x 104 komorek/ml) w poréwnaniu do zdrowych ¢wiartek (2,65 x 105 £ 2,40 x
104 komorek/ml). W mleku o wysokim st¢zeniu SCC i zainfekowanych ¢wiartkach stezenie
frakcji niekazeinowych, sodu, chlorkoéw i wolnych kwaséw tluszczowych bylo wyzsze
(p < 0,05), podczas gdy zawarto$¢ kazeiny, laktozy, biatka calkowitego kazeiny, potasu
1 wapnia byty nizsze (p < 0,05) w poréwnaniu z ¢wiartkami niezainfekowanymi.

Do podobnych wnioskow doszli Harjanti i Sambodho (2020), ktérzy opublikowali
wyniki badan nad wptywem mastitis na wydajnos¢ 1 sktad mleka u kréw. Zbadano Iacznie
103 krowy w 2-3 miesigcu laktacji. Zawartos$¢ biatka, thuszczu 1 laktozy w mleku oznaczono
analizatorem mleka Lactoscan. Produkcj¢ mleka rejestrowano codziennie przy doju porannym
1 wieczornym. Wynik pokazuje statystycznie ujemna korelacje (P<0,0001) migdzy stopniem
zapalenia wymienia a produkcja mleka (r = —0,59) oraz zawarto$ciag biatka mleka (r = —0,55),
laktozy (r = —0,51) 1 zawartoscia thuszczu (r = —0,46).

Ciekawe badania przeprowadzili Nogalska i in. (2020), ktérzy zajeli si¢ okresleniem
wplywu miesigca laktacji i stanu zdrowotnego wymion wysokowydajnych krow rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej (PHF) na dobowg produkcj¢ mleka oraz zawartos$¢ potasu (K), wapnia
(Ca), sodu (Na), magnezu (Mg) i cynku (Zn) w mleku.

Najwyzsza srednig dobowa wydajnos¢ mleka (49,1 kg) odnotowano u krow w drugim
miesigcu laktacji, a bioragc pod uwage stan zdrowotny wymion, u krow, ktorych mleko
zawierato $rednio od 201 000 do 400 000 komoérek somatycznych w ml (co oznacza ryzyko
zapalenia wymienia). Zawarto§¢ K w mleku wzrastata (p < 0,05) w kolejnych miesigcach
laktacji, natomiast zawarto$¢ Zn w mleku byta odwrotna. Srednia zawarto$¢ Ca (842 mg-dm™),
Na (344,5 mg-dm) i Mg (98,5 mg-dm>) w mleku ksztattowata si¢ ponizej dolnych granic

normy fizjologiczne;j.
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Mleko pochodzace od krow o zdrowych wymionach (<200 000 komorek
somatycznych/ml) mialo najwyzsze stezenie K, natomiast Na i Zn byly najwyzsze w mleku
kréw z klinicznym zapaleniem wymienia (>1 mln komorek somatycznych/ml). Zapaleniu
wymienia towarzyszyt wzrost zawartosci Na 1 Zn w mleku. Badacze wywnioskowali, ze
wysoka zawarto$¢ Na i Zn w mleku moze by¢ dodatkowym wskaznikiem mastitis u krow.

Franga i in. (2017) podjeli si¢ oceny wplywu wystepowania patogendw mastitis
(Staphylococcus spp 1 S. aureus) 1 liczby komorek somatycznych (SCC) na wydajnos¢ 1 sktad
mleka kréow mlecznych. W badaniu wykorzystano probki mleka krow rasy holsztynskiej
(n=1163), ktore charakteryzowaly si¢ wydajnosciag mleczng 30,97+10,22 kg mleka/dzien.
Oceniono wydajnos$¢ i sktad mleka w zalezno$ci od badanego patogenu i liczby komorek
somatycznych. Wraz ze wzrostem SCC zmniejszata si¢ wydajno$¢ mleka 1 zawartos¢ laktozy,
a wzrastala zawarto$¢ biatka ogolnego. Patogeny nie miaty wplywu na SCC 1 wydajnos¢
mleczng. Badanie dowiodto, ze S. aureus zwigkszat, a Streptococcus spp zmniejszat zawartos¢
laktozy w mleku.

Gongalves 1 in. (2020) zbadali subkliniczng posta¢ zapalenia wymienia wywotanym
przez Corynebacterium spp. u kréw mlecznych. Zbadano, oceniajac zdrowe i zakazone ¢wiartki
wymienia, wydajno$¢ mleczng i sktad mleka. Selekcje krow z subklinicznym zapaleniem
wymienia wywotanym przez Corynebacterium spp., przeprowadzono metoda hodowli
mikrobiologicznej probek pobranych od 1242 krow mlecznych z 21 stad mlecznych. Chociaz
infekcja Corynebacterium spp. nie miata wptywu na wydajnos¢ mleka czy zawartos¢ thuszczu,
bialka, kazeiny i suchej masy w mleku, to zaobserwowano zwigkszony poziom SCC, obniZzong
zawarto$¢ laktozy i beztluszczowej suchej masy mleka.

Glownym czynnikiem etiologicznym mastitis, ale nie jedynym, sg infekcje bakteryjne,
podczas ktorych leukocyty 1 biatka surowicy krwi przemieszczajg si¢ do miejsca zakazenia
(Thompson-Crispi 1 in., 2014). Opisano ponad 150 gatunkéw drobnoustrojow wywotujacych
mastitis u kréw, wsrod ktérych wystepuja bakterie, wirusy, grzyby i glony. Drobnoustroje te
wnikaja do wymienia przede wszystkim przez kanat strzykowy, powodujac infekcje
w warunkach ostabienia mechanizméw obronnych (Smulski, 2014). Stanowi to zagrozenie dla
zdrowia wymienia w pierwszej i pozniejszych laktacjach, co w konsekwencji wptywa takze na
produkcje 1 jako$¢ pozyskiwanego mleka (Vliegher i in., 2012) oraz spadek odpornosci
w przypadku Zle dobranej antybiotykoterapii (Thompson-Crispi i in., 2014).
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1.2.1. Bakterie

Bakterie wywolujace stan zapalny gruczolu mlekowego maja rézny potencjat
chorobotworczy i w zwigzku z tym dzielone sg na dwie grupy. Pierwsza z nich sg tzw. gtowne
drobnoustroje bezwzglednie chorobotwodrcze (ang. major pathogens), do ktorych naleza
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis, Corynebacterium pyogenes, Truperella pyogenes 1 bakterie z grupy coli. Drugg grup¢
stanowig drobnoustroje warunkowo chorobotwoércze (ang. minor pathogens) np.
Corynebacterium bovis, grzyby drozdzopodobne, inne gronkowce koagulazo-ujemne, inne
paciorkowce i ziarniaki (Duse 1 in., 2021; Smulski, 2014).

Bakterie wywotujace mastitis mozna tez podzieli¢ ze wzgledu na droge zakazenia.
Podziat ten wyszczeg6lnia bakterie zakazne, bedace czynnikiem zapalenia i przenoszonych
z jednego zwierzg¢cia na drugie, oraz bakterie sSrodowiskowe. To kryterium zakaznosci pozwala
na wdrozenie réznych sposobow postgpowania podczas zwalczania wymienionych patogenow
(Smulski, 2014). Drobnoustroje zakazne zalezne s3 od organizmu gospodarza i nie moga
przebywac poza nim przez dtuzszy czas (Duse i in., 2021).

Gléwnym siedliskiem patogenow zakaznych sa poszczegodlne ¢wiartki wymienia.
Patogeny te transmitowane s3 na sgsiadujace ¢wiartki, infekujac kolejno cate wymie, moga tez
by¢ przenoszone na inne osobniki zwlaszcza w okresie udoju. Skutkuje to podklinicznym
mastitis w postaci chronicznej z epizodami zaostrzenia si¢ choroby do stanu klinicznego
(Abebe 1 in., 2016). Objawia si¢ to wzrostem liczby komorek somatycznych w mleku
pochodzacym z zakazonych ¢wiartek (Lassa i in., 2013).

Do patogendw zakaznych naleza przede wszystkim: Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp. 1 Corynebacterium bovis (Radostits 1 in., 2007,
Smulski, 2014). Podstawowym ich zrodlem jest wydzielina zakazonych ¢wiartek.
Drobnoustroje przenoszone s3 podczas doju poprzez kubki strzykowe, rece dojarza oraz
reczniki do czyszczenia wymion, jesli nie sg zmieniane podczas doju. Patogeny z zakazonej
krowy moga by¢ przetransmitowane w ten sposob na sze$¢ do o$miu niezakazonych krow
w trakcie jednego doju (Smulski, 2014).

Drugg gataz podziatu stanowia bakterie srodowiskowe. Zyja one poza organizmem
zwierzecia, a ich siedliskiem jest srodowisko jego bytowania. Identyfikowane sa w $cidlce,
oborniku czy glebie (Duse i in., 2021). Mozna je podzieli¢ na dwie grupy: paciorkowce inne
niz Streptococcus agalactiae oraz bakterie Gram-ujemne (Coliforms). Rzadziej izolowane

drobnoustroje to Enterococcus faecalis 1 Enterococcus faecium, ktore odznaczaja si¢ wysoka
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odpornoscig na antybiotyki. Grupa pateczek Gram-ujemnych obejmuje: Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp. 1 Serratia spp. Inne patogeny mastitis pochodzenia
srodowiskowego go: Truperella pyogenes (najczgsciej izolowany gatunek w procesie badania
mleka), Nocardia species, Bacillus spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., drozdzaki, grzyby

plesniowe oraz glony bezchlorofilowe — Prototheca.

Streptococcus dysgalactiae 1 Streptococcus uberis maja cechy zardwno patogenu
zakaznego, jak 1 $Srodowiskowego (Smulski, 2014; Harmon, 1994). Kolejnymi z grupy
patogenow Srodowiskowych sa Enterobacteriaceae 1 gronkowce koagulazo-ujemne
(ang. coagulase-negative staphylococci, CNS). Patogeny te wywoluja zakazenie gruczotu
mlekowego, ale nie przystosowuja si¢ do przetrwania w organizmie gospodarza (Cervinkova
11n., 2013), dlatego zakazenia nimi spowodowane zaliczane sg do postaci klinicznej mastitis
o krotkim okresie trwania (Harmon, 1994). Do powstania stanu zapalnego w obrebie gruczotu
mlekowego dochodzi podczas przedostania si¢ drobnoustrojow przez kanat strzykowy,
namnozenia si¢ ich w tkance mlekotwoérczej i uwolnienia toksyn bakteryjnych (Duse i in.,
2021).

Patogeny srodowiskowe sa obecne i zyja w otoczeniu krowy (woda, $Scidika, kat).
Im bardziej warunki sprzyjaja rozwojowi drobnoustrojow (ciepto, wilgo¢), tym bardziej
intensywnie namnazajg si¢ one w Srodowisku. Dzieje si¢ tak zwlaszcza latem, gdy wzrasta ilo$¢
zakazen, a tym samym odsetek mastitis. Patogeny przedostajg si¢ do wymion migdzy dojami,
kiedy strzyki narazone sg na kal, brudng $Scidtke i inne zanieczyszczenia. Wyrdzniamy takze
drobnoustroje oportunistyczne, ktore zyja w duzej liczbie na powierzchni wymienia
1 wykorzystujac obnizong odpornos$¢ zwierzat, stanowia stale zrodto wewnatrzwymieniowych
infekcji. Powodujg one przewaznie tagodne postacie zapalenia tkanek wymienia, dlatego

uwazane s3 za mniej niebezpieczne patogeny (Smulski, 2014).
1.2.2. Inne patogeny

Czynnikami etiologicznymi wywolujacymi mastitis sa przede wszystkim bakterie,
zwlaszcza gronkowce 1 paciorkowce, ale takze inne patogeny, takie jak grzyby, algi,
pierwotniaki 1 wirusy (Jones i Bailey, 2009). R6znorodno$¢ wystepowania patogenow zalezy
od wielko$ci stada, warunkéw jego utrzymania oraz poziomu sanitarnego (Lakew i in. 2009;
Smulski, 2014). Grzyby stanowig normalng flor¢ gleby, a takze kolonizuja skore rak, wymion
czy strzykdéw. W roli czynnikow etiologicznych mastitis wystepuja gtownie drozdzaki nalezace

do rodzajow: Candida, Trichosporon, Geotrichum, Rhodotorula i Cryptococcus. Wsrdd
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rodzaju Candida najliczniej wystepujace w Polsce to: Candida parapsilosis, Candida krusei

1 Candida famata.

Grzyby sg czynnikiem etiologicznym zaréwno podklinicznej, jak i1 klinicznej formy
zapalenia wymienia. Infekcje nimi wywotane sg najczgéciej efektem antybiotykoterapii

(Smulski, 2014).

1.3. Metody diagnozowania mastitis

1.3.1. Liczba komérek somatycznych SCC

Jednym z wazniejszych indykatorow pozwalajacych stwierdzi¢ wyst¢powanie mastitis
jest tzw. liczba komoérek somatycznych w mleku. Komorki somatyczne wystepujace w mleku
w wickszo$ci reprezentuja komorki uktadu odpornosciowego. U zdrowej krowy od 66 do 88%
z nich to makrofagi. Dodatkowo mozna wsrdd nich wyr6zni¢ neutrofile, limfocyty oraz
komorki nabtonkowe i1 wielojagdrzaste. Mimo ze komoérki nablonkowe stanowig niewielka
frakcje (<7%) (Matteis 1 in., 2020), to wtasnie dzigki ich obecnosci zostal przyjety oficjalny
termin akceptowany w literaturze - ,komorki somatyczne” (Pydrdld, 2002). W zdrowe;j
¢wiartce obserwuje si¢ od 1 do 11% neutrofili, podczas gdy w ¢wiartce zainfekowanej ilo$¢ ta
wzrasta do 90% 1 wigcej (Pyorild, 2002).

Komorki somatyczne stanowig swoiste odzwierciedlenie odpowiedzi immunologicznej
na infekcje (Schukken 1 in., 2003). Wystepowanie mastitis jest S$cisle skorelowane
z podwyzszong zawartoscig komoérek somatycznych, co mozna odczytywac jako objaw same;j
choroby. Warto$¢ graniczna liczby komoérek somatycznych w mleku okres$lajagca zapalenie
wymienia ustalana byta w ostatnich latach wielokrotnie, ostatecznie jednak wartos¢ te przyjeto
na poziomie powyzej 200 000 komorek/ml w mleku pochodzacym z jednej ¢wiartki. Mleko
pochodzace z C¢wiartki zdrowego wymienia zawiera nie wigcej niz 200 000 komorek
somatycznych/ml (Williamson i in., 2022). Inng warto$¢ podaje Miedzynarodowa Federacja
Mleczarska (ang. IDF — International Daily Federation), ktora zaktada 250 000 komorek
somatycznych/ml jako warto§¢ graniczng okreslajaca zapalenie wymienia (Middleton 1 in.,
2017).

Na podwyzszong liczbe komorek somatycznych mogg mie¢ wptyw takze takie czynniki
jak kolejnos¢ czy stadium laktacji, poziom produkcji mleka, stres, sezon czy rasa (Smolenski
11n., 2007). Rozpatrujac zaleznos¢ miedzy stadium laktacji a poziomem SCC, zauwazono, ze

wkrétce po porodzie poziom SCC jest wysoki, ale szybko, w przeciagu od czterech do pieciu

19



dni po wycieleniu, obniza si¢ do normalnego poziomu. Im blizej konca laktacji, tym poziom
komorek somatycznych w mleku nieznacznie si¢ podwyzsza (Hogeveen i in., 2001). Podobna
tendencje zauwazyli Sitkowska i in. (2018), ktorzy w swoich badaniach potwierdzili, ze wyzsze
wartosci SCC obserwuje si¢ czesciej bezposrednio po wycieleniu, we wczesnej laktacji oraz
w pierwszych 2-3 tygodniach okresu zasuszenia (Sitkowska i in., 2018). Sytuacja przedstawia
si¢ odwrotnie w przypadku ¢wiartek zainfekowanych. Poziom komodrek somatycznych
pozostaje na stalym, wysokim poziomie. Oznacza to, ze poziom komorek somatycznych
w mleku z ¢wiartki wymienia w kilka dni po wycieleniu, moze stuzy¢ wykryciu nowopowstatej
infekcji wymienia (Hogeveen i in., 2001).

Na poziom komorek somatycznych w mleku wptywa takze czgstotliwos¢ udoju.
Zwiekszenie czestotliwosci udoju z dwoch do trzech razy dziennie obniza ilo§¢ komorek
somatycznych 1 tym samym zmniejsza odsetek krow z wysokim poziomem SCC, co
spowodowane jest krotszym czasem inkubacji drobnoustrojow zakaznych w wymieniu
pomigdzy poszczegdlnymi dojami (Hogeveen i in., 2001).

Do podobnych wnioskéw doszli takze Hammer i in. (2012), ktorzy wykazali, ze niska
wydajno$¢ mleczna i laktacje u wielorodek zwigkszajg ryzyko wystapienia mastitis u krow
(Hammer 1 in., 2012). Zalezno$¢ ta zostala takze potwierdzona przez Sitkowska i in. (2018),
ktoérzy w swoim badaniu zaobserwowali, ze mleko, pochodzace od kréw dojonych od trzech do
czterech razy dziennie w pierwszym miesigcu po wycieleniu, charakteryzowalo si¢ nizsza
zawartoscig SCC od mleka pochodzacego od kréw dojonych rzadziej (Sitkowska i in., 2018).
Bardzo krotkie (do czterech godzin) i bardzo dlugie przerwy w dojeniu, przyczyniaja si¢ do
wzrostu SCC w mleku (Pyordld, 2002). Zauwazono tez, ze S$rednia liczba komorek
somatycznych w mleku zwigksza si¢ wraz z wiekiem krowy i jest odwrotnie proporcjonalna do
zmniejszajacej si¢ wydajnosci mlecznej i DIM (ang. Days In Milk) (Schukken i in., 2003).
Nalezy jednak pamigtac o istnieniu niekorzystnej korelacji genetycznej polegajacej na wprost
proporcjonalnej wydajnosci mlecznej do zawartosci SCC (wyzszej zawartosci SCC,
odczytywanej jako nizszej odpornosci) wynikajacej ze zbyt wysokiej eksploatacji nabtonka
wymienia.

Z liczba komoérek somatycznych w mleku kojarzona jest najczesciej subkliniczna postac
mastitis — jest $cisty zwigzek pomiedzy SCC a rozlegtoscig i wielko$cia stanu zapalnego.
Zazwyczaj tylko jedna ¢wiartka wymienia jest zainfekowana, a poziom SCC jest wysoce
zmienny podczas stanu zapalnego w zalezno$ci od rodzaju patogenu lub osobniczej odpowiedzi
immunologicznej. Dlatego tez pojedyncze analizy poziomu SCC w mleku sg mato

informacyjne i mogg by¢ interpretowane jedynie w przypadku, gdy poziom SCC jest stale niski
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(u zdrowych kréw) lub powtarzalnie wysoki (u krow zainfekowanych). Poprawna interpretacja
wynikdw powinna by¢ przeprowadzana na podstawie powtorzen analiz. Rejestracja wynikow
poziomu SCC z powtarzanych badan, jest rutynowo raportowana w miesi¢cznych odstgpach
czasowych dla poszczegolnych osobnikow w wielu krajach i przechowywana w bazach danych.
Jest wiele czynnikow, ktore moga powodowac dysproporcje w liczbie komorek somatycznych.
Warto$ci te s3 nierbwnomierne z przewaga tych, ktore siegaja do 100 000 komorek/ml
1 niewielkim odsetkiem bardzo wysokich (siegajace kilku milionow). To witasnie, dlatego
(w celu normalizacji rozktadu) wartos¢ SCC przedstawia si¢ czasami w jej zlogarytmowanej
formie jako SCS i uzyskuje tzw. punktacje komodrek somatycznych (ang. Somatic Cell Score,
SCS) (Citek i in., 2022), ktora oblicza si¢ wedle wzoru: SCS = log> (SCC/100 000) + 3 (Rupp
1 Boichard, 2003). SCS jest, wigc logarytmiczng pochodng SCC w uproszczonej skali.

Liczbg komorek somatycznych mozna mierzy¢ za pomocg metod bezposrednich lub
posrednich. Metody bezposrednie wykorzystuja przeno$ne automatyczne liczniki komorek,
ktore sa praktyczne do uzytku wterenie, lub automatyczne liczniki w warunkach
laboratoryjnych. Jest wiele dostepnych przenosnych licznikéw komorek. Niektore
wykorzystujg reakcje enzymatyczng katalizowang esterazg, podczas gdy inne zliczajg
optycznie komorki somatyczne poprzez barwienie jader komérkowych specyficznym dla DNA
odczynnikiem fluorescencyjnym (jodek propidyny). Do ich gltownych zalet zalicza sig
optacalnos¢, szybkos¢ uzytkowania 1 tatwos$¢ obstugi. Niestety uwaza si¢, ze charakteryzuja si¢
niska czutoscig przy niewielkiej liczbie komorek somatycznych (Viguier i in., 2009).

Liczniki laboratoryjne dzialaja na zasadzie fluorescencji optycznej opisanej powyzej,
lecz w tym przypadku odczynnikiem fluorescencyjnym jest silny mutagen — bromek etydyny.
Wygenerowany sygnal fluorescencyjny stuzy do oszacowania SCC w mleku. Zaletg
automatycznego licznika komorek somatycznych jest to, ze jest obiektywny i1 doktadny. Do
wad mozna zaliczy¢ czasochtonno$¢ pomiaru, gdyz probki muszg zosta¢ wystane do
laboratorium, co wymaga tez duzych naktadow finansowych wynikajacych z wysokiej ceny
sprzgtu (Viguier i in., 2009).

Inng metoda bezposredniej detekcji  jest morfologiczna ocena komorek
(ang. Differential Cell Count, DCC), za pomoca ktorej, ukazywane sg zmiany w proporcjach
komorek, dzigki czemu moze by¢ wykorzystana do réznicowania zdrowych gruczotow
mlekowych od zainfekowanych. DCC przeprowadzana jest na odpowiednio przygotowanych
preparatach przy uzyciu cytometrii (Pilla i in., 2013). Metoda ta zostata uznana za wazne
narzedzie w identyfikacji proceséw zapalnych, w przypadku, gdy warto§¢ SCC oszacowana

przez inne metody nie pozwala stwierdzi¢ infekcji wymienia (Rivas i in., 2001). Ostatnie
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badania pokazuja, ze DCC moze ujawni¢ procesy zapalne w wymieniu z czulo$cig i swoistoscia
na poziomie odpowiednio 97,3% 1 92,3% w mleku, w ktorym SCC nie przekracza 1000
komorek/ml (Duarte i in., 2015).

Za pomocg metod posrednich dokonuje si¢ pomiaru ilosci komoérek uktadu
odpornosciowego, enzymow lub innych produktéw reakcji zapalnej w mleku, czgsto
zwigzanych z wystgpowaniem infekcji bakteryjnej (Duarte i in., 2015).

Do posrednich metod pomiaru SCC zalicza si¢ m.in. California Mastitis Test (CMT).
Test przeprowadza si¢ przez dodanie detergentu do probki mleka, co sprzyja lizie komorek,
uwalnianiu kwasu nukleinowego i tworzeniu ,,zelopodobne;j” matrycy.

Gdy liczba komorek jest powyzej pewnego progu, interpretacja lepkosci probki jest
subiektywna i moze skutkowac fatszywymi pozytywnymi lub negatywnymi wynikami (Viguier
1 in., 2009). CMT ma stosunkowo wysoka czulo§¢ w roznicowaniu ¢wiartek zakazonych
patogenami od ¢wiartek niezainfekowanych (Sargeant i in., 2001). Gléwnymi zaletami CMT
sa szybko$¢ pomiaru w czasie rzeczywistym, niski koszt, prosta obsluga, a takze mozliwosé
wykonania w miejscu bytowania krowy (Duarte i in., 2015).

Kolejnym testem umozliwiajagcym posredni pomiar SCC jest Wisconsin Mastitis Test
(WMT). Jest to test laboratoryjny przeprowadzany zwykle na probkach mleka zbiorczego.
Wyniki moga by¢ wykorzystane do predykcji $redniej liczby komorek somatycznych. Tutaj
rowniez, jak w przypadku metody CMT, wykorzystywany jest detergent. Reakcja mierzona jest
wysokoscig powstatego w probdéwce zelu (pomiar w milimetrach), co zapewnia doktadniejszy
wynik niz ten uzyskany metodga CMT. WMT jest zwykle wykorzystywany przez producentow
mleka jako test przesiewowy na mleku, gldéwnie ze wzgledu na jego prostote i obiektywnoseé.
Stanowi on takze wygodng metode¢ monitorowania zdrowia wymion kréw na tle stada (Duarte
iin., 2015).

Pomiar komoérek somatycznych, ze wzgledu na swoja obiektywng nature
(w przeciwienstwie do samej obserwacji objawoéw klinicznych) jest niezwykle ceniong
1 doktadng metoda pozwalajaca na ocen¢ zawartosci SCC w mleku. Dzigki pomiarom SCC,
hodowcy mleka sg w stanie stwierdzi¢ stan podkliniczny mastitis bez wyraznie wystepujacych
objawéw choroby. Ponadto odziedziczalnos¢ SCC jest nieco wyzsza niz odziedziczalno$¢
objawow klinicznych. Ze wzgledu na wszystkie wymienione wyzej czynniki, w ponizszej pracy
badawczej, zdecydowano si¢ na wybor podejscia skupiajacym si¢ na ocenie zawartosci SCC
w mleku. Ponadto, w badanych probkach mleka, przyjeto trzy klasy wartosci poziomu komorek

somatycznych: krowy zdrowe SCC<200 tys/ml, stan podkliniczny 200<SCC<400 tys/ml
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i1krowy chore SCC>400 tys/ml. Podzial ten zastosowano ze wzglgdu na mozliwos¢

wystgpowania odmiennych efektéw badanych genéw w réznych stanach fizjologicznych.
1.3.2. Analiza bakteriologiczna

Dane fenotypowe bedace swoistym miernikiem wystepowania mastitis, klasyfikowane
sa w dwie grupy: pomiary bezposrednie informujace o stanie wymienia (bakteriologiczne;
obserwacje zmian morfologicznych wymienia) 1 pomiary posrednie, ktore polegaja na
predykcji mikrobiologicznego stanu wymienia na podstawie parametrow zapalnych jak liczba
komorek somatycznych w mleku. Analiza bakteriologiczna mleka wydaje si¢ by¢ najbardziej
precyzyjnym pomiarem bezposrednim, poniewaz dostarcza doktadnych i wyczerpujacych
informacji o zainfekowanej ¢wiartce. Czuto$¢ takiej analizy nie dotyczy jednak jednego
rodzaju hodowli konkretnego patogenu, tak wiec potrzebne sg wielokrotne powtorzenia badan,
ktére moga dostarczy¢ takze informacji na temat czasu trwania infekcji. Badania takie do celow
genetycznych sa rzadko przeprowadzane, ze wzgledu na ich skomplikowany proces i wysoki
koszt w implementacji na duzg skale (w obrebie stada) (Rupp 1 Boichard, 2003).

Charakter danych dotyczacych klinicznego mastitis jest jednoznaczny — stwierdzajacy
obecnos$¢ lub brak choroby. W wielu krajach dane dotyczace zachorowalnos$ci na kliniczne
mastitis s3 bardzo ubogie, w zwigzku z czym trwaja badania nad standaryzacja i uogo6lnieniem
rejestrowania przypadkow klinicznego mastitis. Interpretacja takich danych jest jednak
ograniczona pytaniami: jak rozrdzni¢ nawrot tej samej infekcji od nowej, czy jak oszacowac
wiarygodno$¢ diagnozy przeprowadzonej podczas dojenia? Co wazniejsze, diagnoza
klinicznego mastitis nie udziela Zadnych informacji na temat catkowicie podklinicznych
infekcji gruczolu mlekowego (Rupp 1 Boichard, 2003).

Identyfikacja patogenow infekujacych wymi¢ ma to istotne znaczenie w podjeciu
odpowiednich $rodkoéw kontroli, redukcji ryzyka pojawienia si¢ przewleklych zakazen
i ukierunkowanym leczeniu przeciwbakteryjnym. Wyrdézniamy metody fenotypowe

1 genotypowe identyfikacji patogenow mastitis.
1.3.2.1. Mikrobiologiczne metody fenotypowe

Identyfikacja fenotypowa hodowli komoérkowych opiera si¢ na ocenie morfologii,
cechach wzrostu, zdolno$ci do metabolizowania substratow, opornosci na antybiotyki i innych
cechach wynikajacych z ekspresji DNA. Komercyjni producenci testow diagnostycznych
opracowali szereg metod identyfikacji opartych na cechach fenotypowych (Zadoks i Watts,
2009).
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Niewatpliwg zaleta takich testow fenotypowych jest fakt, Ze opieraja si¢ one na
wlasciwos$ciach biochemicznych, powszechnych i zwigzanych z wieloma gatunkami bakterii.
Sa one tatwo dostepne na rynku, proste w obstudze i o relatywnie niskim koszcie. Nie sg jednak
doskonate i jak kazda metoda, posiadajag pewne wady. Jedng z nich jest przeszkoda dla
obiektywnej interpretacji testu wynikajaca ze zmienno$ci ekspresji konkretnych izolatéw
bakterii nalezacych do tego samego gatunku (Gonzalo i in., 2006; Bourry i Poutrel, 1996).
Powtarzalno$¢ testow jest ograniczona przez zmiennoS$¢ ekspresji, a takze przez rdzng
interpretacje cech fenotypowych. Takze typowanie bakterii jest niedoskonate na poziomie
gatunku lub samego szczepu. Uwaza si¢ rowniez, ze prowadzenie hodowli mikrobiologicznych

jest praco- i czasochtonne (Riffon i in., 2001; Gillespie i Oliver, 2005).
1.3.2.2. Mikrobiologiczne metody genotypowe

Metody genotypowe polegaja na identyfikacji gatunkow i szczepdéw bakterii przy
wykorzystaniu informacji zakodowanej w DNA (Zadoks 1 Watts, 2009). Zsekwencjonowane
genomy bakterii wywotujacych mastitis sa dostepne w genetycznych bazach danych, aby
mogly stuzy¢ opracowaniu metod identyfikacji bazujacych na nukleotydowej sekwencji
kwasow nukleinowych, jak np. PCR (ang. polymerase chain reaction). Metoda PCR, czyli
fancuchowa reakcja polimerazy, jest jedna z najpopularniejszych metod identyfikacji bakterii
patogennych opartej na analizie sekwencji wyizolowanych z nich kwasow nukleinowych
(Smulski, 2014). Wysoka czutos¢ reakcji PCR pozwala na wykrycie bakterii, ktorych wzrost
jest juz zahamowany, co byloby niemozliwe przy wykorzystaniu samych hodowli
komoérkowych — az do 30% bakterii wywotujacych kliniczne mastitis nie wykazuje wzrostu
w hodowlach komorkowych. Wykorzystanie reakcji PCR prowadzi do zmniejszenia czestosci
wystepowania wynikéw falszywie ujemnych. Ponadto szybko$¢ reakcji 1 mozliwosé
obiektywnej analizy jej wynikdw zdecydowanie przemawiaja za jej praktycznym

zastosowaniem (Radkowski i Olszewska, 2002).
1.3.3. Objawy kliniczne

Kolejng z metod jest badanie wzrokowe 1 palpacyjne wymienia przed udojem, ktore
powinno odbywaé si¢ rutynowo. Wszystkie objawy mastitis, jak obrzek, zaczerwienienie,
twardos$¢ 1 tkliwo§¢ wymienia, a takze goraczke, mozna wykry¢ dzigki nawet pobieznemu
badaniu. Jednak zmiany te stajg si¢ wykrywalne stosunkowo p6zno od momentu zachorowania,
dlatego nie mozna bezwzglednie polega¢ na samym badaniu wzrokowo-palpacyjnym chcac
wczesnie rozpoznac stan zapalny. Najczegsciej w momencie stwierdzenia wymienionych wyzej

objawow, choroba zdazy wyrzadzi¢ juz konkretne straty dla hodowcy. P&Zniejsze
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zdiagnozowanie choroby oznacza takze p6zniejsze wdrozenie leczenia, ktore jest zwykle mniej
skuteczne niz natychmiastowa kuracja i sprzyja zwigkszonemu ryzyku rozprzestrzeniania si¢
choroby (Cheng 1 Han, 2020).

Takze samo odcigganie mleka i badanie go przed rzeczywistym udojem wcigz jest jedng
z metod wykrywania wczesnych przypadkow klinicznego mastitis. Powodem tego jest fakt, ze
zmiany w mleku sg czgsto pierwsza oznakg zapalenia wymienia. Wszystkie nieprawidlowosci
jak obecnos¢ skrzepow, ropy, agregatow bakterii w postaci tzw. ,strzgpow”’, zmiany
zabarwienia lub konsystencji (wodnisty wyglad) mozna zaobserwowac po roztarciu na ciemnej
powierzchni niewielkiej ilosci probki mleka. Badanie takie jest proste do przeprowadzenia i nie
wymaga specjalistycznego sprzetu, wigc jest mozliwe do wykonania w praktycznie kazdych
warunkach 1 przez kazda osob¢ zajmujaca si¢ udojem. Niemniej jednak, procedura taka ma
miejsce w prawdopodobnie mniej niz dziesieciu procentach przypadkéw. Wynika to giéwnie

z faktu, ze badanie takie, z punktu widzenia hodowcy, jest czasochtonne (Cheng i Han, 2020).
1.3.4. Przewodnos$¢ i zmiennos¢ jonowa mleka

Inng metodg diagnozowania mastitis jest wykorzystanie przewodnosci mleka
1 zmienno$ci jonowej (Duarte i1 in., 2015). Skutkiem zapalenia wymienia jest zmiana
koncentracji jonowej w mleku, co zmienia takze jego przewodnictwo elektryczne. Zmiany te
zachodza od 24 do 36 godzin zanim pojawig si¢ widoczne symptomy zapalenia. Zmiana
w koncentracji jonowej spowodowana jest zwigkszong przepuszczalnosciag naczyn, co
w konsekwencji prowadzi do modyfikacji w przewodno$ci mleka. Pomiar przewodnictwa
elektrycznego dokonywany jest w oparciu o dane dotyczace zwigkszenia stezenia jonéw sodu,
potasu, wapnia, magnezu i chloru.

Pomiar  przewodnosci elektrycznej  jest  szczegOlnie  wykorzystywany
i rozpowszechniony w robotach udojowych jako zautomatyzowana metoda wykrywania
mastitis (Duarte 1 in., 2015). Metoda ta nie jest jednak tak prosta jak mierzenie liczby komorek
somatycznych. W przeciwienstwie do tej drugiej, nie ma ustalonego progu, ktory ustalatby
graniczng warto$¢ przewodnosci. Kazdy osobnik w stadzie ma swoja charakterystyczng
warto$¢ przewodnosci tak, wiec diagnoza mastitis wymaga kilku powtorzen testowych w celu
wykrycia zmian w przewodnosci. Niezbedny jest takze komputerowy system monitorujacy
i oprogramowanie do analizy danych. Chociaz zmiana przewodnos$ci mleka moze by¢
przydatna w wykrywaniu mastitis, nie jest ona wiarygodnym 1 wystarczajagco czutym
parametrem dla rozstrzygajacej diagnozy, gtownie ze wzgledu na zbyt wysoka liczbe wynikow

falszywie pozytywnych (Hovinen i in., 20006).
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1.3.5. Poziom laktozy w mleku

Jednym z kolejnych indykatoréow mastitis o dos¢ wysokim potencjalne jest procentowa
zawarto$¢ laktozy w mleku. Laktoza jest cukrem disacharydowym, ktéry sktada sig
z czasteczek glukozy i galaktozy i jest gtéwnym skltadnikiem mleka krowiego (weglowodany
stanowig okoto 40% catkowitej masy i1 50% suchej masy beztluszczowej). Na synteze i st¢Zenie
laktozy w mleku ma wplyw przede wszystkim zdrowie wymion oraz bilans energetyczny
1 metabolizm krowy (Costa i in., 2019; Antanaitis 1 in., 2021). Badania wykazaty, ze st¢zenie
laktozy w mleku spada, a liczba komoérek somatycznych (SCC) wzrasta podczas klinicznego
1 subklinicznego zapalenia wymienia. Monitorowanie st¢zenia laktozy w mleku mogloby wigc
stuzy¢ jako indykator mastitis, gdyz podczas stanu zapalnego obserwuje si¢ wyrazny spadek
laktozy w mleku. Pomiary poziomu laktozy pomagaja w kontroli jako$ci 1 zarzadzaniu

gospodarstwami, utatwiajac identyfikacj¢ mleka o niskiej jakosci (Televicius i in., 2021).

1.4. Fizjologiczne podstawy odpowiedzi immunologicznej w wymieniu

Patogeny infekujace wymi¢ prowokuja system immunologiczny zwierzecia do
wytworzenia szeregu reakcji obronnych. W ramach odpowiedzi immunologicznej istniejg
mechanizmy swoiste 1 nieswoiste. Okresla si¢ je odpowiednio specyficznymi
i niespecyficznymi lub nabytymi i wrodzonymi. Mechanizmy nieswoiste sg starsze
filogenetycznie i mniej precyzyjne, aczkolwiek szybkie w reakcji, dzigki czemu stanowig
pierwszg lini¢ obrony. Komorki zaangazowane w mechanizm odpowiedzi nieswoistej to m.in.
komorki zerne (makrofagi i granulocyty oboje¢tnochtonne), ukiad dopeiniacza, lizozym,

interferon 1 komorki zdolne do cytotoksyczno$ci spontaniczne;.

Mechanizmy swoiste, rozwini¢te pozniej w filogenezie, sg precyzyjne w rozpoznaniu
okreslonego intruza, lecz peten zakres ich dziatania w odpowiedzi immunologicznej wymaga
uptywu okreslonego czasu. W swoistej odpowiedzi immunologicznej biorg udzial przeciwciata
wytwarzane przez limfocyty B i limfocyty T ze swoimi receptorami wigzacymi antygen.
Wolniejsze dziatanie tego mechanizmu kompensowane jest przez rozwijajaca si¢ gwattownie
wtorng odpowiedz swoistg, wystepujaca przy ponownym kontakcie z danym antygenem i dtugi
czas utrzymywania si¢ odpornosci. Na kazdym etapie odpowiedzi immunologicznej zachodzi

Scista kooperacja i uzupetnianie si¢ obydwu mechanizméow (Jakdbisiak, 2017).
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1.4.1. Nieswoista odpowiedz immunologiczna

Odpornos$¢ nieswoista ukierunkowana jest na czasteczki charakterystyczne dla
patogenow, np. dwuniciowy RNA replikujacych si¢ wirusow, a w wypadku bakterii na
niemetylowane sekwencje DNA (tzw. wyspy CpG), lipopolisacharydy (LPS) czy obecne
w $cianach komorek bakterii oligosacharydy zawierajace mannozg.

W przypadku przerwania ciggtosci zewnetrznych barier ochronnych, $rodowisko
organizmu chronione jest przez wiele mechanizmdéw ograniczajgcych oraz eliminujacych
zakazenie, zanim rozwinie si¢ ono do postaci klinicznie objawowej. Mechanizmy te sa
uwarunkowane genetycznie, charakteryzuja si¢ szerokim zakresem dziatania wzgledem wielu
patogenow, a co najwazniejsze sg do dyspozycji organizmu w kazdym momencie. To gléwna
roznica pomigdzy obiema formami obrony organizmu — odporno$¢ swoista, mimo ze bardziej
efektywna, wymaga wigcej czasu do osiagniecia niezbgdnej sprawno$ci dziatania (Rainard
i Riollet, 2006).

Odpornos¢ wrodzona jest uniwersalnym mechanizmem obrony organizmu przed
infekcja. Odpowiedz ta dziala w oparciu o istnienie okreslonej 1 ograniczonej liczby receptorow
PRR (ang. Pattern Recognition Receptors) rozpoznajacych state struktury drobnoustrojow
zwane PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns). Dzigki PRR organizm ludzki jest w
stanie rozrozni¢ antygeny obce od wtasnych. Jednym z przedstawicieli PRR sg receptory TLR
(ang. Toll-like Receptors), ktore odgrywaja gléwna role w rozpoznaniu zagrozenia i inicjacji
odpowiedzi immunologicznej. Ws$réd komoérek rozpoznajacych patogeny za pomoca
receptorow TLR wyrézniamy: komoérki ukladu immunologicznego (makrofagi, komorki
dendrytyczne, komorki tuczne, eozynofile, neutrofile, limfocyty B), komorki nabtonkowe,
komorki srodbtonka, kardiomiocyty i adipocyty. Pobudzenie receptoréw TLR przez produkty
drobnoustrojéw stanowi sygnal aktywujacy mechanizmy odporno$ci immunologicznej
nieswoistej. Powoduje wzmozong syntez¢ czynnikdw przeciwbakteryjnych 1 cytokin
prozapalnych, dojrzewanie komoérek dendrytycznych (wzrost ekspresji  molekut
kostymulujagcych 1 MHC), ktore uzyskuja wigksza zdolno$¢ prezentacji antygenow.
W niektorych przypadkach odpowiedz nieswoista jest niewystarczajagca do zwalczenia
istniejacego zakazenia, w zwigzku z czym niezbedna jest aktywacja odpornosci bardziej
zaawansowanej, czyli swoistej. Aktywacja komodrek APC poprzez TLR powoduje wzrost
syntezy cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1, -6, -8, -12) (Majewska-Szczepanik 1 Szczepanik,
2006).
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Cytokiny wydzielane przez pobudzane makrofagi sa, obok aktywacji dopelniacza
1 fagocytozy, czynnikami skutecznie ograniczajacymi rozprzestrzenianie si¢ zakazenia oraz
warunkujagcymi rozwoj miejscowe] reakcji zapalnej. Reakcje t¢ mozna scharakteryzowac
poprzez:

e zmiany hemodynamiczne (rozszerzenie naczyn wiosowatych, zwolnienie przeptywu
krwi, zwiekszona przenikalno$¢ naczyn) skutkujgce zaczerwienieniem, obrzekiem
1 podwyzszong temperatura;

e wydzielanie substancji biologicznie czynnych: interleukin IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
czynnika martwicy nowotworu TNF, czynnika aktywujacego ptytki PAF, histaminy,
prostaglandyn i enzymdw (Rainard i Riollet, 2006).

Wazng role w rozwoju miejscowej reakcji zapalnej odgrywaja integryny obecne na
limfocytach T: VLA i LFA-1, dla ostatniej ligandami sg glikoproteiny blonowe obecne na wielu
komorkach organizmu. Konsekwencja interakcji migdzykomorkowych z udziatem integryn
jest stymulacja limfocytow T pomocniczych 1 rozwoj zjawisk cytotoksyczno$ci wobec
zakazonych komorek. Pobudzajg one ponadto zjawiska koncentracji limfocytéw T w miejscu
zakazenia i okolicznych weztach limfatycznych (Rainard i Riollet, 2006).

TNF (ang. tumor necrosis factor, czyli czynnik martwicy nowotwordow), IL-1
(interleukina 1) i IL-6 (interleukina 6) dzialajac na hepatocyty wptywaja na synteze biatek tzw.
ostrej fazy, sa to m.in. biatka C-reaktywne 1 wigzagce mannoze¢. Obydwa ulatwiajg wigzanie
dopeliacza na powierzchni patogenow. Wsrod istotnych mediatorow reakcji zapalnej, nie
mozna poming¢ chemokin wydzielanych przez leukocyty, limfocyty T, fibroblasty, komorki
srédblonka, nabtonkowe i inne. Ich dziatanie obejmuje:

e zwigkszenie powinowactwa integryn do odpowiednich ligandéw, co ulatwia
oddziatywanie komoérek uktadu osrodkowego (UO) ze s$rodbtonkami naczyn
krwionos$nych;

e ulatwienie migracji leukocytow do miejsca zakazenia, a takze limfocytéw T i B do tkanki
limfatycznej i w jej obrebie (Rainard i Riollet, 2006).

Do kolejnych czynnikow o waznym mechanizmie dziatania w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej zaliczamy interferony. Sa to grupy bialek lub glikoprotein wytwarzanych
przez rozne typy komorek. Ich gldwna rolg jest zwickszenie ekspresji czasteczek MHC klasy 1,
co ulatwia prezentacj¢ obcych antygendow limfocytom CD8 cytotoksycznym.
Wplywa to rowniez na podwyzszenie ochrony komorek niezakazonych przed niszczacym

dziataniem komoérek NK (Sordillo i in., 2005).
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Same komorki NK (ang. natural killers) wykazuja czynnosciowe podobienstwo do
limfocytow T cytotoksycznych. Uczestnicza one w obronie przeciwwirusowej. Podczas
odpowiedzi przeciwzakaznej ich odpowiedz cytotoksyczna zostaje zwielokrotniona w wyniku
pobudzenia przez INF-a i INF-B. Te same czasteczki przyczyniajg si¢ takze do indukcji
podzialu komodrek NK. We wczesnej fazie zakazenia krytyczna role odgrywa kooperacja
komorek NK i makrofagéw. Te drugie pobudzajg komoérki NK za posrednictwem IL-12 i TNF,
z kolei komorki NK dziatajg zwrotnie na makrofagi pobudzajac je poprzez INF-y (Sordillo i in.,

2005).
1.4.2. Swoista odpowiedz immunologiczna

Swoiscie ukierunkowany typ odpowiedzi immunologiczne] wzgledem czynnikow
zakaznych uwarunkowany jest funkcja limfocytow B 1 T. Komorki te rozpoznajg i1 niszcza
patogeny, ale ich funkcjonowanie $cisle zalezy od czasteczek MHC klasy I i II, ktorych rola
jest prezentowanie limfocytom obcych antygenow. Przypuszcza sig, ze wystepowanie dwdch
klas MHC wynika z potrzeby wytworzenia odrgbnych linii obrony przeciw dwom gtownym
typom patogenéw atakujgcych komorki eukariotyczne: namnazajacym si¢ wewnatrz-
komorkowo (gltéwnie wirusy) oraz pozakomdrkowo (wigkszo$¢ bakterii).

Odpowiedz immunologiczna na zakazenie moze mie¢ charakter:

e pierwotny — wczesniej niezakazone komorki T 1 B podlegaja aktywacji;
e wtorny — uktad odpornosciowy podlega aktywacji poprzez dzialanie antygenow,

z ktorymi wcze$niej miat juz kontakt (Jakobisiak, 2017; Sordillo 1 Streicher, 2002).
1.4.2.1. Pierwotna odpowiedZ immunologiczna

W pierwotnej odpowiedzi immunologicznej schemat zjawisk zachodzacych podczas
zakazenia ma nastgpujacy ciag: patogen, ktory wnika przez skor¢ i blony S$luzowe jest
wychwytywany przez komorki prezentujace antygen i transportowany do okolicznych weztow
chtonnych. Tam antygeny patogenu prezentowane s3 dzieki czasteczkom MHC klasy 11
limfocytom CD4". Efektorowe limfocyty T oraz komorki pamieci migruja w kierunku miejsca
zakazenia, przy czym w procesie tym uczestnicza te same biatka (selektyny i integryny), dzigki
ktérym zachodzi migracja leukocytow podczas nieswoistej reakcji zapalne;.

Tak jak w odpowiedzi immunologicznej nieswoistej, takze w swoistej odpowiedzi
immunologicznej gtowna role odgrywaja makrofagi. Indukujg réznicowanie si¢ limfocytow T

w zalezno$ci od naptywajacych do nich sygnatow (Sordillo 1 Streicher, 2002).
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1.4.2.2. Wtorna odpowiedz immunologiczna

Zakazenie zakonczone eliminacjg konkretnego patogenu pozostawia po nim pamigé
immunologiczng, ktora w przypadku powtoérnego kontaktu z patogenem umozliwia szybsza
1 silniejsza odpowiedz wtorng. Wiaze si¢ to z istnieniem wczesniej swoiscie uczulonych klonow
limfocytow T i B oraz przeciwcial. W miar¢ uptywu czasu st¢zenie przeciwciat maleje, co
zwigzane jest z brakiem eskpozycji na antygen, ale kolejne zakazenie prowadzi do szybkiej
1 masywnej odpowiedzi przeciw temu patogenowi. Pami¢¢ immunologiczna trwa do konca
zycia (Radkowski, 2002).

Proces zapalny ma charakter odpowiedzi nieswoistej, ktora ma na celu uzdrowienie
organizmu poprzez napraw¢ uszkodzonych tkanek i1 wyeliminowaniu patogenu. Reakcja
zapalna musi by¢ precyzyjnie regulowana, tak by nie byta ani zbyt silna, ani zbyt staba, co
mogtoby doprowadzi¢ do $mierci zwierzecia.

Pierwsza anatomiczng linig obrony przed czynnikiem patogennym jest kanat strzykowy.
Jakiekolwiek uszkodzenie struktury migsnia zwieracza strzyka moze doprowadzi¢ do stanu
zapalnego wymienia. Dodatkowg barier¢ fizyczng stanowi keratynowa wysciotka kanatu
strzykowego (Duse i in., 2021). Konsekwencjami wytworzenia odpowiedzi immunologiczne;j

sg m.in.:

e lokalne rozszerzenie naczyn krwiono$nych, obserwowane jako zaczerwienienie,
e podwyzszenie temperatury wymienia,
e przesacz osocza przez sciany naczyn, co doprowadza do obrzgku objetych odczynem

zapalnym tkanek.

W momencie infekcji uruchamiana jest odpowiedZz immunologiczna na poziomie
komoérkowym. Jest ona przeprowadzana gléwnie przez dwie grupy leukocytow — limfocyty
1 fagocyty. Limfocyty B i T biorg udzial w odpowiedzi humoralnej i komoérkowej. Fagocyty,
w ktorych sklad wchodza neutrofile i makrofagi, biorg udzial w trawieniu i zabijaniu
patogenéw wywolujacych mastitis oraz wydzielaniu mediatorow zapalnych (np. cytokin)
(Burvenich i in, 1994). Po zniszczeniu antygendéw bakteryjnych szczatki neutrofili s3 usuwane
w postaci ropy (Duse i in., 2021). Neutrofile, stanowig pierwszg lini¢ obrony. Komorki te maja
zdolnos¢ do przemieszczania si¢ z krwi obwodowej przez szczeliny srodbtonkowe 1 nabtonek
gruczolu mlekowego do mleka. Podczas ostrej odmiany klinicznego mastitis, gwattowny

wzrost komorek somatycznych w mleku spowodowany jest gldwnie przez naplyw neutrofili.
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Przez dtugi czas to wlasnie neutrofile uwazane byty za gtowny wskaznik zachorowalnos$ci na

ostra odmiang klinicznego mastitis (Burvenich i in, 1994).

1.5. Czynniki Srodowiskowe zwigzane z wystepowaniem mastitis

Posrod czynnikow wptywajacych na wystepowanie mastitis mozna uwzglednié
srodowisko wewnetrzne, takie jak stadium laktacji czy numer kolejnej laktacji oraz czynniki
srodowiska zewnetrznego, do ktérych zaliczamy warunki atmosferyczne, takie jak sezon,
temperatura i wilgotno$¢, a takze higiena pomieszczen, Zywienie zwierzat, technologia
1 higiena pozyskiwania mleka, sposob utrzymania zwierzat, profilaktyka weterynaryjna itp.
(Morse i in., 1988).

Badania wykazaty zwigzek pomiedzy klinicznymi przypadkami mastitis a miesigcem
laktacji 1 iloscig przebytych ciaz (ang. parity). Szacuje si¢, ze u pierwiastek czas trwania
klinicznej postaci mastitis podczas wczesnej laktacji jest krotszy niz podczas laktacji pdzne;.
U kréw, ktore rodzity wielokrotnie nie obserwuje si¢ rdéznic w diugosci trwania choroby
w zaleznosci od stadium laktacji (Moosavi i in., 2014). Zauwazono takze znaczace powigzanie
miedzy przypadkami klinicznego mastitis a wiekiem krow po przynajmniej o$miu porodach
1 krowami w przynajmniej czwartym miesigcu laktacji (Mungube i in., 2004). Stwierdza si¢ tez
czestsze wystepowanie klinicznego mastitis w okresie okotoporodowym (Bradley i Green,
2004) i zwigkszong podatnos¢ na zachorowanie podczas dwoch tygodni przed i po wycieleniu.
Nie bez znaczenia jest tez krytyczny okres zasuszania, w ktorym krowa, mimo zaprzestanego
doju, dalej produkuje mleko. Nierzadko, w okresie tym, konieczne jest ograniczenie pojenia
w celu ograniczenia laktacji 1 wdrozenie antybiotykoterapii. W okresie zasuszania stosuje si¢
w niektérych przypadkach tzw. ,,zasuszanie pod ostong antybiotykow”. Nie jest to optymalne
rozwigzanie ze wzgledu na wprowadzanie do Srodowiska zbyt duzej ilosci antybiotykéw
(Oliver i in., 1988).

Takze sezonowo$¢ ma znaczenie przy rozpatrywaniu wystepowania przypadkow
mastitis. Podczas okresu wiosennego i1 zimowego zachorowalno$¢ u pierwiastek zwigksza si¢
podczas wezesnego stadium laktacji, natomiast u krow wielordédek podczas pdznego stadium.
Wysoka wilgotno$¢ w obu sezonach przyczynia si¢ do wzmozonego rozwoju patogenow, ktore
moga infekowa¢ wymig i tym samym prowadzi¢ do zapalenia (Moosavi 1 in., 2014). Ponadto
obrzek wymienia, ktory najczeSciej wystepuje podczas poznej ciazy i1 wczesnej laktacji,

sprawia, ze proces dojenia jest bolesny, a wydajno$¢ mleczna niska. Obrzeknigta tkanka sutka
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1 wymienia jest oslabiona i drobnoustroje fatwiej przenikaja do jego wnetrza, co zwigksza
podatnos¢ na infekcje (Slettbakk i in., 1995).

W sezonie letnim, immunosupresja spowodowana szokiem cieplnym takze moze miec
wpltyw na zwigkszone wystgpowanie zachorowalno$ci na mastitis u pierwiastek w pé6znym
stadium laktacji. Latem wzrasta ilo$¢ patogenéw w §rodowisku, a takze ma miejsce gwaltowne
wyleganie much przenoszacych bakterie. Sprzyjaja temu warunki pogodowe, gdyz wysoka
temperatura po intensywnych opadach deszczu faworyzuje rozmnazanie si¢ much. W czasie od
lipca do wrzes$nia, obserwuje si¢ u krow wystepowanie tzw. letniego zapalenia wymienia
(LZW). Letnie zapalenie wymienia znane jest rowniez pod nazwa ropno-wrzodziejacego
zapalenia wymienia. Wystgpuje ono rowniez w innych okresach roku, ale zdecydowanie
rzadziej. Choroba ta dotyka gltéwnie krow zasuszonych i jatlowek, i powoduje duze straty, gdyz
bardzo rzadko wydajno$¢ mleczna w zainfekowanych ¢wiartkach wraca w kolejnej laktacji do
stanu z okresu przed zachorowaniem. W Polsce zapalenie tego typu odnotowywane jest w 3%
przypadkoéw klinicznego mastitis (Erdem 1 Okuyucu, 2019).

Letnie zapalenie wymienia moze wystepowac zard6wno u zwierzat wypasajacych si¢ na
pastwiskach, jak i u tych, ktére przebywajg w oborze. Czynnikiem decydujacym jest wysoka
wilgotno$¢ i wysoka temperatura powietrza. Rozwdj choroby nasila si¢ na terenach wilgotnych,
po intensywnych opadach deszczu — s3a to warunki sprzyjajace rozwojowi much.
Najniebezpieczniejszym wektorem zakazenia jest gatunek Hydrotaea irritans. Owad ten,
przyciggany zapachem kwasu mlekowego, propionowego i mastowego, obsiada wymiona
bydta i owiec, perforujac bezwlosa skore strzykow (Erdem i Okuyucu, 2019). Najczesciej
dochodzi do zakazenia przednich ¢wiartek, gdyz z tylnych owady sa przepedzane za pomoca
ogona.

Choroba na poczatku ma ostry przebieg — wzrasta temperatura ciata i nastgpuje
zahamowanie apetytu. Jednym z charakterystycznych objawow jest rowniez kulawizna
powstajaca na skutek rozwijajacego si¢ obrzgku nogi po stronie zajetej ¢wiartki. Wymig jest
wyraznie zaczerwienione, tkliwe i obrzgknigte, a takze gorace. Wydostajaca si¢ z niego
wydzielina jest o nieprzyjemnym zapachu i wygladem przypomina surowic¢ z domieszka ropy
i krwi.

Do gtownych powiktan mastitis naleza takze infekcje dréog rodnych, ktéore moga
prowadzi¢ do trudno$ci z zacieleniem czy poronien. Ponadto brak reakcji hodowcy na
powyzsze symptomy moze prowadzi¢ tez do $mierci krowy. Jesli wystarczajaco silny organizm
krowy bedzie w stanie zwalczy¢ kliniczne objawy choroby, to przechodzi ona w stan

przewlekty. Stwierdzany on jest zazwyczaj po porodzie, a zainfekowana ¢wiartka jest dalej
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obrzmiata i twarda. Badanie palpacyjne pozwala wyczu¢ uformowane ropnie, ktore z czasem
wydostajg si¢ ponad skor¢ w postaci guzoéw. Moga si¢ one otwiera¢ do $wiatta przewodow
mlekonosnych formujac ropne przetoki. Dochodzi wtedy do utraty produkcji mleka
w zakazonej ¢wiartce, co zmusza hodowce do eliminacji chorych osobnikéw ze stada (Erdem

1 Okuyucu, 2019).

1.6. Czynniki genetyczne zwigzane z wyst¢gpowaniem mastitis

Wigkszo$¢ badan genetycznych skupia si¢ na powigzaniach genotypu z fenotypem,
ktorym jest odpornos¢/podatno$¢ na mastitis, wyrazona jako liczba komorek somatycznych
w mleku (SCC) lub przypadki klinicznego mastitis jako swoiste indykatory stanu zdrowotnego
wymion (Heringstad i in., 2000). Dotychczas przeprowadzone badania nad /loci cech
ilosciowych (QTL) pozwolily na zlokalizowanie regionow odpowiedzialnych za
uwarunkowanie tych cech. Odziedziczalno$¢, szacowana gtownie w oparciu na zmiennosci
w grupach krewnych, oceniana jest na umiarkowang lub niskag w przypadku SCC i klinicznego
mastitis.

Zmienno$¢ genetyczna odpornosci na mastitis jest tylko niewielkim utamkiem
wszystkich mozliwos$ci zapobiegania zapaleniu, ale nie jest nieistotna i moze by¢ rozwazana
jako narzegdzie stuzace selekcji oraz wazne uzupelnienie polepszenia odpornosci bydta
mlecznego. Utrzymywanie warunkéw sanitarnych na wysokim poziomie jest pierwsza
1 wysokodajna metoda kontrolowania mastitis, jednak w dalszym ciggu nie na tyle skuteczna
by w pehi pozby¢ si¢ zroédet choroby z wszystkimi jej ekonomicznymi konsekwencjami
(Tribout 1 in., 2020). Wskazuja na to wyraznie statystyki, ktorych analiza pozwala stwierdzi¢,
ze zachorowalno$¢ na mastitis w ostatnich latach w wielu krajach wzrosta, zwlaszcza wsrod
osobnikow rasy holsztynskiej. Trend ten spowodowany jest stosowaniem selekcji opartej na
produktywnosci stada, a takze genetycznym antagonizmem pomi¢dzy wydajnoscig mleczng
a odpornoscig na mastitis, polegajacym na ostabieniu stanu zdrowia wymienia w efekcie

prowadzenia selekcji na wzrost wydajnosci mleka (Rupp i Boichard, 2003).
1.6.1. Odziedziczalnos¢ i dziedziczenie poligeniczne

Odziedziczalno$¢ to miara statystyczna, ktora opisuje udzial wariancji genetycznej
w wariancji ogolnej (fenotypowej). W przypadku cech wysoko odziedziczalnych fenotyp
zwierzgcia stanowi bardzo dobre zrédlo informacji na temat jego genow. W przypadku

niewielkiego udziatu zmiennos$ci genetycznej w catkowitej zmiennos$ci cechy, nie mozna wiele
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powiedzie¢ o warto$ci genoOw osobnika, ktore beda przekazywane potomstwu, tylko na
podstawie jego fenotypu. Cechy funkcjonalne, ktore wigza si¢ z ptodnoscig i zdrowiem
zwierzat sg z reguly nisko odziedziczalne.

W celu zapobiegania lub przeciwdziatania mastitis u krow, bezposrednio lub posrednio,
zostata wykorzystana selekcja genetyczna. Metody bezposrednie polegaja na selekcji w oparciu
o pojawienie si¢ klinicznego zapalenia wymienia u poszczegélnych zwierzat. Jednak metoda ta
nie jest powszechnie stosowana, poniewaz pojawienie si¢ klinicznego zapalenia wymienia ma
bardzo niskg dziedzicznos$¢ i jest trudne do zmierzenia. Sprawia to, ze selekcja kréw oparta na
fenotypie jest utrudniona (Koeck i1 in., 2012; Jattawa i in., 2012). Wspotczynnik
odziedziczalno$ci klinicznego mastitis wymieniany przez wigkszo$¢ badan zawiera si¢
w przedziale od 0,02 do 0,17 (Haugaard 1 in., 2013), a najwigkszy odnotowany wskaznik to
0,42 (Nash 1 in., 2000). Wskaznik odziedziczalnosci dla podklinicznego mastitis
odnotowywany jest na poziomie od 0,04 do 0,14 (Haugaard i in., 2013; Windig i in., 2013).

Metody posrednie wykorzystuja selekcje na podstawie cech wskaznikowych, takich jak
liczba komoérek somatycznych (SCC), ktora ma wyzsza dziedziczno$¢ niz pojawienie si¢
klinicznego zapalenia wymienia (Jattawa 1 in., 2012). Korelacja genetyczna mig¢dzy
pojawieniem si¢ klinicznego zapalenia wymienia a SCC jest wysoka (0,7 do 0,8), zatem
selekcja majaca na celu zmniejszenie SCC powinna zwigkszy¢ odporno$¢ na zapalenie
wymienia (Jattawa 1 in., 2012). Dane literaturowe wskazujg na przeprowadzone badania
(ukrow 1 owiec), ktére sg3 dowodem na to, ze mozliwe jest przeprowadzenie selekcji
z wytworzeniem linii zwierzat z niskim wskaznikiem SCC, u ktérej zaobserwowano spadek
zachorowalno$ci na mastitis (Rupp i in., 2009; Bloemhof'i in., 2008).

Nalezy jednak podchodzi¢ do zagadnienia poprawienia zdrowotno$ci wymienia z duza
ostroznoscig (Thompson-Crispi i in., 2014). W linii tej obnizona zawartos¢ SCC zwigzana byta
ze spadkiem zachorowalno$ci na podkliniczne mastitis, przy jednoczesnym, dalszym
wystepowaniu klinicznej formy choroby (Rainard i in., 2018; Rupp 1 in., 2009; Bloemhof'i in.,
2008). Co wigcej, zbyt niska zawarto$¢ komorek somatycznych zwigzana jest ze zwigkszonym
ryzykiem zachorowania na kliniczne mastitis (Suriyasathaporn i in., 2000).

Silva i in. (2020) réwniez starali si¢ oszacowacé parametry genetyczne liczby komorek
somatycznych, a takze zwigzek genetyczny miedzy SCC a cechami produkcji mleka przy
uzyciu dwoch réznych metod normalizacji SCC (Silva i in. 2020). Dowiedli, ze szacunki
odziedziczalnos$ci dla SCC byly niskie niezaleznie od zastosowanej metody transformacji, co
wedlug badaczy wskazuje na niewielka mozliwos¢ ekspresyjnych korzysci genetycznych

z bezposredniej selekcji tych cech. Jednak powtarzalno$¢ wynikéw wskazywala na mozliwosé
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zwigkszenia szacunkow odziedziczalnosci, jesli zmniejszy si¢ wplyw stalego srodowiska (Silva
11in. 2020).

Zrédha literaturowe donosza, ze selekcja w kierunku SCC, cho¢ kontrowersyjna
(Rainard 1 in. 2018), jest kolejng alternatywa dla zwalczania zapalenia wymienia i zostala
uznana za odpowiednie kryterium selekcji, poniewaz umozliwia selekcje pod katem opornosci
zaréwno na kliniczne, jak i subkliniczne zapalenie wymienia. Ponadto, jak wyzej wspomniano,
wspotczynnik odziedziczalnosci SCC jest wyzszy niz samego mastitis, a jego warto$¢ szacuje
si¢ na poziomie (0.01-0.15) (Silva i in. 2020). Strategia ta staje si¢ bardziej istotna, gdy wezmie
si¢ pod uwage trudnos¢ kontrolowania subklinicznego zapalenia wymienia za pomoca srodkow
higienicznych i sanitarnych (Silva i in. 2020).

Cho¢ odziedziczalno$¢ odpornosci na zapalenie wymienia wydaje si¢ relatywnie niska,
to wykazano, ze selekcja genetyczna na odporno$¢ na mastitis zmniejsza czgstotliwosé
wystgpowania choroby szczegdlnie, gdy w selekcji uwzglednia si¢ udzial markerow
genetycznych dla cech zapalenia wymienia (Nash i in., 2000; Kiihn i in., 2008). Ze wzgledu na
potencjalnie znaczace korzysci selekcji wspomaganej markerami i selekcji genomowej, dazenie
do odkrycia markeréw genetycznych odporno$ci na mastitis jest w kregu gltownych
zainteresowan badaczy z dziedziny nauk dotyczacych mleczarstwa i hodowli bydta.

Czynniki genetyczne wptywajace na intensywnos¢ reakcji zapalnej r6znig si¢ znacznie
miedzy poszczegdlnymi chorobami wywolanymi roznymi patogenami, ale z definicji obejmujg
wszelkie zmiany w sekwencjach zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng. Odpornos¢
jest zatem cechg iloSciowa, co oznacza, ze skumulowany wptyw wielu gendw (poligenow)
iinterakcja miedzy nimi determinuje fenotyp. Taki typ dziedziczenia nazywamy
poligenicznym. Daje on ciggly gradient fenotypoéw, a nie odrgbne kategorie fenotypowe.

Takze odporno$¢ na mastitis jest wieloczynnikowa cechg ilosciowg (Morris, 2007;
Tiezzi 1 in., 2015). Oprocz czynnikow $rodowiskowych — odzywianie, sposob hodowli
1 utrzymania, standardy dojenia, utrzymanie sprz¢tu do dojenia, sposdb zasuszania krow,
stadium laktacji, status rozrodczy, réwnolegle choroby (ogélny stan zdrowia i status
metaboliczny zwierzgcia) (Waller, 2002; Barkema 1 in, 1999; Sordillo i Streicher, 2002;
Sordillo i in., 2009), duze znaczenie majg czynniki genetyczne, ktore wptywaja na odpornosé
na zapalenie wymienia, co oznacza, ze wiele loci zwigzanych jest z cecha podatnosci/

odpornosci na mastitis.
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1.6.2. Loci cech ilosciowych - Quantitative Trait Loci (QTLs) i geny kandydujace

Wyr6zniane sg3 dwa gléwne podejscia w badaniu gendéw zwigzanych
z podatnoscig/odpornoscia na mastitis. Jednym z nich jest wykrycie i zlokalizowanie QTL,
podczas gdy drugim jest wytypowanie genow kandydujacych, a nastgpnie wyszukanie
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw w genach powigzanych z mastitis.

Regiony genomu zwigzane z cechami ilosciowymi, takimi jak podatnos$¢ na zapalenie
wymienia, okresla si¢ mianem loci cech ilosciowych (QTL). Identyfikacja polimorficznych
QTL zwigzanych z fenotypem danej cechy stanowi podstawe selekcji wspomaganej markerowo
w hodowli zwierzat.

W podejsciu tym analizuje si¢ ,,w ciemno” jak najwigksza dostepng liczbe loci
polimorficznych 1 wylania te z nich, ktére sg zwigzane z rozpatrywang cechg. Procedurg taka
nazywany GWAS (ang. Genome wide association study). Pozwala ona zidentyfikowa¢ miejsca
w genomie, gdzie moga znajdowaé si¢ czynniki genetyczne determinujace nasza cechg.
Wskazane w ten sposob sekwencje nie muszg by¢ funkcjonalnie zwigzane z badang cecha.
Czasami mogg by¢ jedynie silnie sprzezone z jakas inng sekwencja, ktéra jest zaangazowana
w ksztattowanie badanej cechy. W obrebie regionow QTL istnieje wiele rozpoznanych
i opisanych typéw zmian, ktére moga wptywaé na fenotyp. Nalezg do nich m.in. réznice
w liczbie kopii gendéw (ang. Copy Number Variations, CNV), mikro- 1minisatelity
(mikrosatelity — powtarzajacy si¢ odcinek DNA krotszy niz 10pz; minisatelity — powtarzajacy
si¢ odcinek DNA o dtugosci od 10 do 100pz) i polimorfizmy sekwencyjne (Wang T. i Wang
H., 2009). Najczgstsza formg zmiany w obrebie DNA jest polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (SNP). Sg to miejsca w genomie, w ktorych zmiany alleliczne w pojedynczej parze
zasad wystepuja u ponad 1% populacji. Moga one wystepowaé w kodujacych 1 niekodujacych
regionach i mie¢ wpltyw na ekspresje gendw i ich produkty (Wang T. i Wang H., 2009; Vignal
11in., 2002). Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow sa zwigzane ze zmianami specyficznych
cech fenotypowych u wielu gatunkéw, w tym cech zapalenia wymienia u krow.

W przypadku genow kandydujacych z géry wskazuje si¢ jakis znany gen (sekwencje),
o ktorym wiadomo, ze jego produkt, z racji petnionych przez siebie funkcji, bierze udziat
w ksztattowaniu badanej cechy. Nastepnie poszukuje si¢ w tym genie polimorfizmu, gdyz
zaktada si¢ hipoteze, ze rézne jego warianty moga w rézny sposdb wptywac na analizowang
ceche. Badania te skupiajg si¢ na wykrywaniu powigzan zmiennos$ci genetycznej z danymi
fenotypami/stanami chorobowymi. Metoda ta jest powszechnie stosowana z w badaniach

asocjacyjnych ze wzgledu na tatwo$¢ uzyskania probek i danych genotypowych (Rasheed i in.,

36



2020). Jak opisano wczesniej, odporno$¢ na zapalenie wymienia jest zlozona cecha
kontrolowang przez kilka /oci 1 obejmujaca rdzne $ciezki biologiczne, czasteczki i komorki.
Dlatego tez mozna wytypowa¢ wiele funkcjonalnych genéw  kandydujacych
w odpornosci/podatnosci na mastitis (Rasheed 1 in., 2020).

Identyfikacja i walidacja markerow genetycznych odpornosci na mastitis, a takze ich
wdrozenie w programie hodowlanym nie sa pozbawione wyzwan. Wiedza dotyczaca markerow
genetycznych stanowi potezne narzedzie do doskonalenia cech funkcjonalnych (odpornosci na
mastitis), ale wyniki musza by¢ powtarzalne w celu potwierdzenia prawdziwych asocjacji
(Smulski, 2014). Identyfikacja genow kandydujacych moze stuzy¢ jako przewodnik dla
dalszych badan w celu zdefiniowania funkcjonalnego znaczenia wariantow i moze pogtebi¢
wiedze na temat patogenezy choroby. Dodatkowo, stosujac techniki wspomagane markerowo
w celu ulepszenia wartosci genetycznej zwierzat hodowlanych, nalezy wzig¢ pod uwage wptyw
selekcji jednej cechy na inne wazne cechy zdrowotne lub produkcyjne.

Wsréd gendéw kandydujacych mozna wymieni¢ takze microRNA, ktore dziataja jako
kluczowy regulator nabtonkowej odpowiedzi immunologicznej (Taganov i in., 2006; Dai i in.,
2016). Oceniono, ze microRNA moga regulowa¢ nablonkowa odpowiedz immunologiczng na
wielu etapach, tj. regulacji, wytwarzania i wydzielania cytokin zapalnych czy chemokin (Dai
1in., 2016). Gros autorow donosi, ze poziomy ekspresji wielu microRNA wykrytych metoda
PCR (ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy, ang. quantitative polymerase chain reaction)
zmieniaja si¢ w odpowiedzi na zapalenie wymienia lub inne stany zapalne aktywowane
w bydlecych komorkach nabtonkowych wymienia. Stwierdzono na przyktad zwigkszong
ekspresje miRNA-223, miRNA-146a, miRNA-146b, mirRNA 15a-5p i zmniejszong w przypadku
miRNA-16a, miRNA-31 1 miRNA-181a w zainfekowanej tkance wymienia w poréwnaniu
z ekspresjg mierzong w zdrowej tkance wymienia (Wang i in., 2016; Naeem i in., 2012; Li i in.,
2014). Mimo wielu badan dotyczacych zwigzku microRNA z mastitis, obecny stan wiedzy na
temat molekularnego tla tego zwiazku jest w dalszym ciggu niedoskonaty i1 wymaga
pogtebienia. Niezbgdne jest zatem dalsze badanie mechanizméw molekularnych regulacji

zapalenia wymienia kierowanych przez microRNA.
1.6.3. Efekty nieaddytywne

Do opisu zjawiska dziedziczenia podatno$ci na choroby przyjmowane sg rézne modele
statystyczne, najczesciej] model addytywny (kumulatywny), ktory w prosty sposéb sumuje

efekty genow z roznych loci. Polega on na tym, ze fenotyp heterozygot charakteryzuje warto$¢
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posrednia migdzy wartoscig cechy u homozygot dominujacych a warto$cig cechy u homozygot
recesywnych. Jest to najprostszy sposoéb wyjasnienia dziedziczenia, ale niestety niekompletny.

Poprzez swoje eksperymenty na ros§linach grochu, Grzegorz Mendel (1866) zdal sobie
sprawe, ze niektére cechy dominujg nad innymi (np. groszek gtadki dominowat nad groszkiem
pomarszczonym). Kilkadziesigt lat pozniej, w 1909 roku, zauwazono, ze w niektérych
przypadkach, dodanie indywidualnych efektow genéw nie wyjasniato sposobu dziedziczenia.
To wtasnie wtedy Bateson ukut termin ,,epistaza”, aby opisa¢ przypadki, w ktorych dziatania
dwoch lub wigcej genow z réznych loci wchodza w interakcje. Nalezy dokona¢ rozrdznienia
miedzy biologicznymi (funkcjonalnymi) skutkami genetycznymi, ktére odpowiadaja definicji
Mendla (tj. dominacja oznacza, ze warto$¢ heterozygoty jest wyzsza lub nizsza niz $rednia
homozygotycznych genotypdéw), a efektami statystycznymi (populacyjnymi lub wazonymi),
ktore zalezg od czestotliwosci alleli. W przypadku tych ostatnich istotng kwestig jest udziat
efektow nieaddytywnych w wariancji genetycznej (Varona i in., 2018). Niektorzy autorzy
argumentuja, ze nieaddytywne efekty genetyczne moga by¢ zjawiskiem ogoélnym, ktérego
zrozumienie jest wazne dla uzyskania wigkszej wiedzy na temat natury cech iloSciowych
(Crow, 2010).

Fisher (1918), z perspektywy genetyki ilosciowej, stworzyt model poligeniczny, ktory
postuluje, ze bardzo duza liczba niepotaczonych gendéw kontroluje genetyczng zmienno$¢ cech
ilosciowych. Opisal podobienstwo miedzy krewnymi w czystym modelu addytywnym, ktory
zostal szybko rozszerzony o dominacje¢ (Fisher, 1918; Wright, 1921). Opisano rowniez
podobienstwo miedzy krewnymi drugiego i1 wyzszego rz¢du wlaczajac do opisu efekty
epistatyczne (Cockerham, 1954; Kempthorne, 1955). Jednakze, mimo ze model poligeniczny
w konteks$cie addytywnym jest oczywisty, to jego interpretacja nie jest jasna, gdy uwzgledni
si¢ efekty nieaddytywne (Barton 1 in., 2017).

Terminu epistaza uzywamy w odniesieniu do braku addytywnosci w dziataniu kilku
genow dla danej cechy, co oznacza, ze efekty alleli jednego genu zaleza od tta genetycznego.
Epistaza ma zatem kluczowe znaczenie dla zrozumienia odpowiedzi na selekcje w programach
hodowli zwierzat oraz czynnikbw genetycznych lezacych upodstawy choroby
wieloczynnikowej. Tym samym modele uwzgledniajace epistaze, zwlaszcza w swietle nowych
narzgdzi molekularnych i statystycznych, moga sta¢ si¢ bardziej przydatne do badania efektow
allelicznych (Alvarez-Castro i Carlborg, 2007).

Zainteresowanie tym, w jaki sposob wspoéldziatajagce geny determinujg wartosci cech

ilosciowych, jest coraz wigksze zarowno w genetyce ilosciowej, jak 1 ewolucyjnej, poniewaz
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wykazano, ze geny czgsto wchodza w interakcje, 1 ze wpltyw tych interakcji na ewolucje
1 sztuczng selekcje cech jest daleki od nieistotnego (Alvarez-Castro i Carlborg, 2007).

W zrozumieniu dziedziczenia podatnosci/odpornosci na mastitis niezbedne jest
uwzglednienie oddziatywania genow z roéznych /loci na siebie, czyli uwzglednienie
wystgpowania zjawiska epistazy. Coraz czgéciej zwraca si¢ uwage na oddziatywania
dominacyjne i epistatyczne, co jest bardziej wiarygodne w poroOwnaniu z badaniami
uwzgledniajacymi jedynie oddzialywania addytywne (Govignon-Gion i in., 2016).

Gtownym celem hodowli zwierzat jest identytikacja, selekcja 1 kojarzenie najlepszych
osobnikow stada hodowlanego w celu maksymalizacji wydajnosci w przysztych pokoleniach.
Istotng role odgrywa tu procedura obliczania warto$ci hodowlanych (ocena genetyczna)
kandydatéw do selekcji. Tradycyjne metody wykorzystuja informacje fenotypowe
1 genealogiczne, takie jak indeks selekcji lub Najlepsza Liniowa Nieobcigzona Predykcja
(ang. Best Linear Unbiased Predictioner, BLUP) 1 opieraja si¢ na podstawach modelu
poligenicznego (Varona i in., 2018).

Niemniej jednak, nieaddytywne efekty genetyczne zostaly zignorowane w ocenie
genetycznej zwierzat gospodarskich z kilku powodow: (I) brak informacji o rodowodach (II)
obliczenia sg bardziej zlozone, (III) fakt, ze statystyczna addytywna wariancja obejmuje
dominacj¢ biologiczng lub efekty interakcji wyzszego rzedu oraz (IV) trudnosci w stosowaniu
efektow dominacyjnych w praktyce (systemie kojarzenia). W konsekwencji szacowania
nieaddytywnych wariancji genetycznych sa rzadkie w populacjach zwierzat gospodarskich

(Varona i in., 2018).
1.6.4. Plejotropowe efekty markerow

Plejotropia (z jezyka greckiego: pleion — wigcej, tropos — sposOb, metoda) jest
zjawiskiem, w ktoérym pojedynczy gen wplywa na dwie lub wigcej, odrgbnych, czgsto pozornie
niepowigzanych ze soba, cech fenotypowych. Geny, ktére wplywaja na wiele, pozornie
niepowigzanych fenotypéw, nazywane s3a genami plejotropowymi. Mutacja w genie
plejotropowym moze mie¢ wplyw na kilka cech jednoczes$nie, ze wzgledu na fakt, ze produkt
kodowany przez taki gen, moze bra¢ udziat w wielu réznych procesach biologicznych na
poziomie komoérkowym (Lobo, 2008).

Wiele badan poswigcono probie wyjasnienia konkretnych przypadkow plejotropii
bedacej przyczyna korelacji pomigdzy réznymi cechami. Od dziesigcioleci wiemy, ze
plejotropia jest powszechna, poniewaz w hodowli roslin i zwierzat oraz w laboratoryjnych

eksperymentach selekcyjnych, gdy selekcja jest stosowana wzglgdem jednej cechy, $rednia
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innych cech rowniez zmienia si¢ z pokolenia na pokolenie. Odpowiedz na selekcje
odzwierciedla genetyczng korelacje miedzy cechami, ktéra podsumowuje S$rednie efekty
plejotropii w catym genomie we wspOlnych loci (Solovieff i1 in., 2013; Gratten 1 Visscher,
2016).

Przed wdrozeniem jakiejkolwiek metody selekcji, w tym selekcji wspomaganej
markerowo, nalezy wziag¢ pod uwage wplyw wybranej metody na inne cechy. W niektorych
przypadkach doskonalenie jednej cechy moze mie¢ ujemny wplyw na postep selekcji
odmiennych cech (Dekkers, 2004). Wykazano na przyktad niekorzystng korelacje genetyczng
pomigdzy selekcja dotyczaca cech odpornos$ci na mastitis a produkcja mleka (Zhao i in., 2015;
Sodeland i in., 2011; Rupp i Boichard, 1999).

W niektorych regionach genomu istnieje nierownowaga sprz¢zen mi¢dzy wariantami
przyczynowymi tych dwoch cech ze wspdlnymi haplotypami zawierajagcymi niekorzystne allele
dla jednej cechy i korzystne allele dla drugiej (Sodeland i in., 2011; Kadri i in., 2015). Poniewaz
obie te cechy uwazane s3 za szczegOlnie wazne u bydla mlecznego, nalezy zachowac
ostroznos$¢, aby nie faworyzowac¢ w trakcie selekcji jednej cechy wzgledem drugiej. Korzystna
selekcja ze wzgledu na obie cechy jest mozliwa, gdy dochodzi do wyboru haplotypow
nadajacych korzystne allele dla obu cech (Kadri i in., 2015; Bagheri i in., 2013).

Badan nad plejotrpig gendw zwigzanych z odpornos$cia na mastitis podjeli si¢ takze Lee
1 in. (2021). Zaproponowane przez badaczy kandydujace SNP wykazywaty antagonistyczne
dziatanie alleli na wydajno$¢ mleczng (allel zwigzany z wysoka odpornoscig na kliniczne
mastitis zwigzany byl z nizszg wydajnoscia i odwrotnie). Wykazano, ze pojedynczy wariant
plejotropowy reguluje obie cechy. Co wigcej, locus to okazato si¢ by¢ locus cech ilosciowych
dla wielu innych cech, jak przyrost masy ciata, ptodnos$¢ czy dtugowiecznosc.

Lund 1 in. (2008) takze przeprowadzili badania nad /oci cech ilosciowych (QTL)
zwigzanych z wystepowaniem klinicznych przypadkoéw mastitis, poziomem SCC, cechami
budowy wymion i wydajno$cig mleczng u krow rasy holsztynskiej, lecz doszli do odmiennych
wnioskéw niz w/w autorzy badan. Celem badania Lund i in. (2008) byto 1) wykrycie QTL
w genomie bydta, ktére wptywaja na czestos¢ wystgpowania klinicznego zapalenia wymienia
1 poziom komorek somatycznych (SCS), oraz 2) scharakteryzowanie tych QTL pod katem
plejotropii, gdy wybrane regiony chromosomalne wplywajace na kliniczne zapalenie
wymienia, oddziatywaly réwniez na inne cechy wskaznika zdrowia wymion lub cechy
produkcji mleka. Badacze potwierdzili, ze markery w chromosomach 6, 11, 15 i 26 mozna
wykorzysta¢ do przeprowadzenia selekcji przypadkow klinicznego mastitis  bez

bezposredniego, negatywnego wptywu na wydajno$¢ mleczna.
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1.7. MicroRNA

MicroRNA (miRNA) zostaly zidentyfikowane w komorkach, a takze w egzosomach
w ptynach biologicznych, takich jak mleko. W gruczole mlekowym wigkszo$¢ badanych
microRNA pehi funkcje zwigzane z odpornosciag wykazujgc zmiany w poziomach ekspresji
podczas laktacji (Gigli 1 Maizon, 2013). Pierwszy microRNA (lin-4) zostat odkryty u nicienia
przez dwie grupy badawcze jednoczes$nie w 1993 roku (Lee i in., 1993; Wightman i in., 1993).
Odkryta wtedy funkcja miRNA lin-4 polegata na kontroli czasu rozwoju komoérek w stadium
larwalnym nicienia Caenorhabditis elegans.

W 2000 roku zidentyfikowano drugi microRNA (lin-7) u tego samego nicienia
(Reinhart i in., 2000), a wkrétce potem u wielu innych gatunkow (Pasquinelli 1 in., 2000). Do
2001 roku stalo si¢ jasne, ze microRNA reprezentuja klas¢ krotkich konserwatywnych
odcinkéw RNA (Lagos-Quintana i in., 2001; Lau 1 in., 2001; Lee i Ambros, 2001).

MicroRNA sg krétkimi (~ 25pz), niekodujagcymi jednoniciowymi czgsteczkami RNA,
ktére reguluja ekspresja genoéw, co zachodzi gltownie poprzez zmniejszenie zdolno$ci
okreslonych mRNA do kierowania synteza poszczegdlnych biatek. Wiele badan donosi,
ze microRNA biorg udziat w regulacji systemu odpornosciowego. Badania te wykazuja, ze
microRNA modeluje wiele aspektéw odpowiedzi immunologicznej, takich jak réznicowanie,
przezycie czy ogblne funkcje komorek uktadu odpornosciowego. Czasteczki microRNA maja
takze wplyw na odpowiedZ cytokin prozapalnych, a takze wewnatrzkomérkowe szlaki
sygnatowe (Bi 1 in., 2009).

MicroRNA reguluja ekspresja genow na poziomie posttranskrypcyjnym, powodujac
degradacj¢ RNA lub blokowanie translacji, poprzez parowanie zasad z komplementarnymi
sekwencjami w obrgbie mRNA. Nawet niewielki odcinek sekwencji microRNA jest w stanie
komplementarnie przytaczy¢ si¢ do mRNA, co powoduje, ze kazdy microRNA ma zdolnos$¢ do
regulacji ogromng iloscig genow. Konserwatywne microRNA mogg regulowaé roéznymi

szlakami genetycznymi i procesami rozwojowymi u wielu organizméw (Gigli i Maizon, 2013).
1.7.1. Biogeneza microRNA

MicroRNA to transkrytpy RNA wywodzace si¢ ze struktury DNA, ktore nie ulegaja
procesowi translacji; ich biosynteza to ztozony proces zlozony z kilku etapoéw, ktory
rozpoczyna si¢ w jadrze komdérkowym, a konczy w cytoplazmie (Bruce i in., 2015). Geny

kodujace microRNA zlokalizowane s3 w obszarach mig¢dzygenowych 1 wystepuja jako
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pojedyncze geny z wlasnym promotorem lub jako grupy gendéw ze wspdlnym promotorem
(Czech 1 Hannon, 2011).

Geny microRNA zlokalizowane w intronach ulegajg transkrypcji z wykorzystaniem
promotora ,,genu gospodarza” 1 w dalszych etapach podlegajg splicingowi (wycinaniu
intronéw) (Czech i Hannon, 2011). Proces biogenezy microRNA wymaga obecnosci dwdch
enzymOw — Drosha i Dicer, a samo microRNA moze powstawa¢ w dwojaki sposob — w tzw.
sciezce kanonicznej i1 niekanonicznej. W $ciezce kanonicznej, geny microRNA z wiasnym
promotorem, podobnie jak geny kodujace biatka, ulegaja transkrypcji przez polimeraz¢ RNA
II, w wynku, czego tworzy si¢ ,pierwotny” prekursor zwany pri-miRNA
(ang. primary miRNA). Prekursor ten zawiera czapeczke (cap) 7-metyloguanozynowa na koncu
5’ oraz ogon poli (A) na koncu 3°.

W kolejnych etapach, transkrypt pri-miRNA rozpoznawany jest przez kompleks
ztozony z rybonukleazy Drosha (RNaza III) i biatka wigzacego RNA, DGCRS (ang. DiGeorge
syndrome critical region §). Nastgpnie pri-miRNA przycinany jest w celu uwolnienia
fragmentu o strukturze ,,spinki do wtosow” zwanym pre-miRNA (ang. precursor miRNA),
ktory jest aktywnie transportowany do cytoplazmy przez eksportyng-5 wspoOtpracujaca
z guanozynotrifosfatazg Ran (RanGTP) (Lin i Gregory, 2015). W wyniku hydrolizy RanGTP
do RanGDP, reakcji katalizowanej przez GTPaz¢ - RanGAP, z kompleksu pre-
iRNA/Eksportyna-5/RanGTP, do cytoplazmy uwalniany jest pre-miRNA. Transport pre-
miRNA do cytoplazmy mozliwy jest dzigki energii uzyskanej w wyniku hydrolizy GTP. Pre-
miRNA jest nastepnie przetwarzane w cytoplazmie przy udziale endonukleazy Dicer (RNAzy
I1I), co skutkuje powstaniem dupleksu komplementarnych czasteczek miRNA o dlugosci okoto
22 nukleotydow.

Po odcieciu petli, z czasteczki prekursorowej pre-miRNA moga powsta¢ dwie
czasteczki microRNA-X, gdzie X oznacza numer identyfikacyjny microRNA. Stosowane
nazewnictwo wskazuje na rami¢ (ni¢) pre-miRNA, z ktorego powstata czgsteczka miRNA, i tak
miR-X-3p oznacza czasteczke powstajaca z ramienia 3’°, a miR-X-5p z ramienia 5° pre-miRNA
(Lin 1 Gregory, 2015). Enzym Dicer jest wspomagany i stabilizowany przez dwa biatka
o podobnej strukturze - TRBP (ang. HIV-1 transactivating response RNA-binding protein) oraz
PACT (ang. protein activator of protein kinase R), ktore przekazuja dupleks microRNA do
biatka Argonaute (Ago) (Alles i in., 2019). Biatko to stanowi gtowny sktadnik kompleksu
wyciszajgcego indukowanego przez RNA (RNA-induced silencing complex, RISC), podczas
gdy druga ni¢ jest degradowana. Kompleks RISC rozpoznaje ni¢ wiodacg, ktora staje si¢

dojrzatym microRNA (Chong i in., 2010). Chong i in. (2010) badali myszy z usunigtymi
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enzymami Dicer i Drosha (Dicer- and Drosha-knock-out) w celu potwierdzenia
zapotrzebowania obu enzymoOw w procesie biosyntezy microRNA. Sciezka niekanoniczna
powstawania microRNA, w przeciwienstwie do kanonicznej, nie wymaga obecnosci

kompleksu Drosha i DGCRS8 do wytworzenia pre-miRNA (Ruby i in., 2007).
1.7.2. Funkcje microRNA a odpornos¢ na infekcje

Wykazano specyficzng ekspresje typu komorkowego u microRNA w komodrkach
odpornosci wrodzonej 1 nabytej (Alam 1 O’Neill, 2011); jest takze coraz wigcej dowodoéw na
to, ze microRNA reguluja réznicowaniem, rozwojem i funkcjami tych komoérek (Xiao
1 Rajewsky, 2009). Badania nad hematopoetycznymi komdrkami macierzystymi potwierdzaja
wptyw microRNA (microRNA-125b, microRNA-126 1 microRNA-196b) na ich rdznicowanie si¢
w linie komorkowe mieloidalne i limfoidalne (Rossi i in., 2011). Delecja genu kodujacego
enzym Dicer, krytycznego w prawidlowym przebiegu biosyntezy microRNA, skutkuje
ostabieniem rozwoju limfocytéw T . Krytycznymi w rozwoju limfocytow B sg microRNA-17-
92, microRNA-150 1 microRNA-155, ktéry wpltywa takze na produkcje przeciwcial przez
limfocyty B1 T (O’Connell i in., 2012).

Czasteczki microRNA sa czegsto ewolucyjnie konserwatywne i wiele z nich posiada
swoje homologi u bydta, stad badania nad ludzkimi czy mysimi microRNA moga dostarczy¢
wielu cennych informacji dotyczacych roli tych czasteczek w bydlecych chorobach zakaznych
(Lawless 1 in., 2014).

Pierwsze badania demonstrujace ekspresje microRNA w tkankach bydlgcych mialy
miejsce w 2007 roku (Coutinho i in., 2007, Gu i in., 2007). Od tego czasu zidentyfikowano
okoto 800 microRNA zakodowanych w genach lezacych na 30 chromosomach w genomie Bos
taurus. Stanowig one okoto jedng czwartg wszystkich ujetych w bazie Ensembl niekodujacych
RNA (Flicek i in., 2014). Zazwyczaj microRNA grupowane s3 z wykorzystaniem kryteriow
dotyczacych komplementarno$ci zasad ze szczeg6lnym uwzglednieniem catkowitej lub bliskiej
komplementarno$ci w tzw. ,,seed region”, ktorym to terminem okresla si¢ nukleotydy 2-8 od
5’ konca microRNA lub ze wzgledu na komplementarno$¢ w tzw. prekursorowej sekwencji
microRNA (Kozomara i Griffiths-Jones, 2014).

Modulacja ekspresji gendw wywotana dziataniem czasteczek microRNA odgrywa
bardzo wazna role w regulacji wieloma procesami w zywych komoérkach. Naleza do nich ich
wzrost, rozwo0j czy metabolizm na kazdym stopniu proliferacji, roznicowania si¢ i w koncu
apoptozy komorki. Poniewaz jeden microRNA moze regulowaé ekspresja wielu genow

targetowych zaangazowanych w rézne procesy, to jasnym staje si¢, ze nieprawidlowa ekspresja
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microRNA moze powodowac wiele powaznych 1 nieodwracalnych konsekwencji w organizmie
(Skok 1 in., 2013, Strynowska-Czerwinska i in., 2014).

Bardzo waznym zjawiskiem mogacym wptywac na zdolno$¢ microRNA do wyciszania
ekspresji poszczegolnych genow jest obecnos¢ genetycznych polimorfizméw. Przewaznie
rozwazane s3 polimorfizmy w sekwencjach targetowych, poniewaz moga one skutkowaé
nieutworzeniem si¢ kompleksu microRNA-mRNA. Wiadomym jest jednak, ze microRNA moga
regulowacé ekspresja gendow niewykazujacych peilnej komplementarnosci i dlatego zmiana
nukleotydowa moze, ale nie musi, powodowa¢ zmian funkcjonalnych (Skok i in., 2013,
Strynowska-Czerwinska i in., 2014).

Mozliwy jest takze przypadek, gdy polimorfizmy obserwowane sg wsrod gendw
kodujacych microRNA. Polimorfizmy, ktore zlokalizowane sa w regionach kodujacych dojrzate
microRNA, réwniez mogg wywotywa¢ zmiany w regulatorowych funkcjach microRNA. Duza
zachorowalno§¢ na mastitis 1 niedostateczna do tej pory wiedza dotyczaca markerow
genetycznych odpornosci na mastitis stata si¢ problemem badawczym w niniejszej pracy, na
podstawie ktoérego postawiona zostala hipoteza, ze istnieje zwigzek pomiedzy polimorficznymi
wariantami microRNA a odpornoscig na mastitis. Celem pracy jest ustalenie czy istniejg
statystycznie istotne zwigzki pomiedzy polimorfizmami w wybranych microRNA
a odpornoscia na zapalenie wymienia.

Aby to zweryfikowa¢, do analizy genetycznej wybrano pie¢ microRNA. Sa to
microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 1 microRNA29e. Dane
literaturowe wskazujg na udziat microRNA2489, microRNA29b-2 1 microRNA29e (Skok i in.,
2013) w procesach prozapalnych, jednak w przypadku stada kroéw rasy polskiej holsztynsko —
fryzyjskiej odmiany czarno — biatej stwierdzono monomorfizm w badanych loci, w zwiazku

z tym dalsza analiza okazata si¢ niemozliwa.
1.7.4. MicroRNA2467

Gen microRNA2467, badany w niniejszej pracy, zostal rowniez poddany analizie przez
Dai i wspoétpracownikow (Dai 1 in., 2020). Naukowcy mieli na celu wykrycie poziomu
microRNA2467 w surowicy kobiet cigzarnych z cukrzyca cigzowa (ang. gestational diabetes
mellitus (GDM)) i analiz¢ jego znaczenia klinicznego. Zauwazono, ze poziomy microRNA2467
w surowicy w grupie GDM byly wyzsze niz w grupie kontrolnej. Analiza badan wykazata, ze
poziom microRNA2467 w surowicy byl niezaleznym czynnikiem ryzyka GDM, a samym
genem docelowym microRNA2467 byl gen adiponektyny (ADPN) (Dai i in., 2020), czyli

hormonu wplywajacego na szereg proceséw metabolicznych, szczegoélnie przemiang glukozy
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1 kwasow thuszczowych w watrobie 1 mig$niach oraz posrednio oddziatujacego na wrazliwosé
tkanek obwodowych na insuling (Dabrowska i in., 2011). Stwierdzono, ze wysoki poziom
microRNA2467 w surowicy moze by¢ indykatorem kwalifikujgcym do wstegpnego badania
przesiewowego GDM. Ukierunkowanie na regulacj¢ microRNA2467 1 adiponektyny moze by¢
nowg strategia zapobiegania GDM (Dai i in., 2020).

Cardinali i in. (2022) opisali uzyteczno$¢ kliniczng microRNA jako biomarkerow raka
piersi. W do$wiadczeniu swym, badacze wytypowali kilka microRNA, w tym microRNA2467-

3p, jako potenjalny biomarker, ktory moze stanowi¢ narzedzie w praktyce kliniczne;.
1.7.5. MicroRNA2313

MicroRNA2313 zostat uznany potencjalnym biomarkerem do diagnozowania zapalenia
wymienia u krow mlecznych. Stwierdzono, ze microRNA2313 ulega zroznicowanej ekspresji
w probkach tkanki gruczolu mlekowego bydta, u ktérych stwierdzono mastitis wywotane
zakazeniem przez Staphylococcus aureus (Li1in., 2015).

Gen microRNA2313 badany w niniejszej pracy u kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej,
zostal rowniez poddany analizie przez Malovrh 1 wspotpracownikéw (2018). Celem pracy
badaczy byla analiza zmiennos$ci genetycznej w genie microRNA2313 i zbadanie zaleznoS$ci
mig¢dzy zmienno$cia genetyczng genu microRNA1213 a cechami wzrostu i tuszy u stowianskiej
rasy bydla Simental. Ponadto w pracy uzyskano zweryfikowane informacje genomowe
zwigzane z genem microRNA2313, ktore zaprezentowano w postaci atlasu elementow
regulatorowych microRNA. Nie stwierdzono istotnego wptywu polimorfizméw na badane
cechy wzrostu i tuszy, jednak zweryfikowane polimorfizmy mozna z powodzeniem
przetestowa¢ w potaczeniu z innymi cechami w innych populacjach bydta (Malovrh 1 in.,

2018).
1.7.6. MicroRNA2489

Skok i in. (2013) przeprowadzili badania przesiewowe in silico calego genomu pod
katem zmienno$ci genetycznej microRNA u gatunkow zwierzat gospodarskich. Celem byto
okreslenie zmienno$ci genetycznej genow microRNA u gatunkdéw zwierzat gospodarskich.

Badajac kompilacje genoméw w bazach Ensembl i miRbase mozliwe bylo
zaprojektowanie narzedzia bioinformatycznego do analizy genomoéw, w tym przypadku
genomoOw gatunkow zwierzat gospodarskich: swin, koni, bydta i kurczakow. Analiza ujawnita
65 polimorfizmow zlokalizowanych w dojrzalych regionach microRNA u tych czterech
gatunkow, w tym 28% w regionie seed u bydta i kurczakow. Polimorficzne geny microRNA,

w tym microRNA2489, u bydta i kurczakow, byty dalej badane pod katem mapowania regionow
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loci cech ilo$ciowych zwigzanych z cechami produkcyjnymi i zdrowotnymi. Opracowane
narzg¢dzie bioinformatyczne umozliwia analiz¢ polimorficznych genéw microRNA i ustalanie
potencjalnych polimorfizméw regulatorowych, a tym samym przyczynia si¢ do rozwoju

biomarkeréw opartych na microRNA u gatunkow zwierzat gospodarskich (Skok i in., 2013).
1.7.7. MicroRNA29b-2

Zhao 1 in. (2019) po raz pierwszy porownali wzorce regulacji microRNA29b miedzy
ludzkimi 1 mysimi liniami komorkowymi. Poréwnujac profile transkryptomu ludzkich i mysich
linii komoérkowych, microRNA29b wykazywal wspdlne szlaki regulacyjne obejmujace
regulacje cyklu komorkowego oraz szlakow sygnatowych Wnt i PI3K-Akt. microRNA29b
wykazywat réwniez specyficzne funkcje odzwierciedlajgce cechy komorek, w tym zwtoknienie
1 regulacje neuronalne w komorkach NIH / 3T3 oraz powstawanie nowotworow i starzenie si¢
komoérek w liniach komorkowych. microRNA29b zostal takze powigzany zrdéznymi
zaburzeniami, wtym chorobami zwloknieniowymi, nowotworami 1 chorobami
neurodegeneracyjnymi (Bowen 1 in., 2013). Kasimanickam i Kastelic (2016) wykazali tez, ze
microRNA29b ulegal zroznicowanej ekspresji w surowicy krow z zapaleniem macicy
(Kasimanickam i Kastelic, 2016). Li i in. (2018) odkryli takze, ze microRNA29b-2-5p hamuje
proliferacj¢ komoérek poprzez bezposrednie ukierunkowanie na gen Chl-b w komorkach

nowotworowych trzustki (Li i in., 2018).
1.7.8. MicroRNA29e

Ma 1 in. (2022) przeprowadzili oceng¢ profili microRNA w matych pecherzykach
zewnatrzkomorkowych ~ wyizolowanych z siary bydlecej o rdéznych stezeniach
immunoglobulin G. Lacznie zidentyfikowali 389 czasteczek microRNA w matych
pecherzykach zewnatrzkomorkowych (ang. sSEV - small extracellular vesicles) wyizolowanych
z bydlecego kolostrum, przy czym stwierdzili udzial pieédziesigciu microRNA, w tym
microRNA29e, w regulacji okoto 2655-oma genami zwigzanymi z procesami komérkowymi
czy przetwarzaniem informacji $rodowiskowych. Lv 1 in. (2021) badali natomiast rolg
microRNA w dziataniu ochronnym forsytozydu A przeciwko zapaleniu indukowanemu przez
lipopolisacharydy (LPS) w komoérkach endometrium bydta. LPS moze regulowaé w gore
ekspresje takich czasteczek jak TLR4 czy TLR2. Badacze odkryli, ze regulacja w gor¢ TLR2

moze by¢ zwigzana ze zwigkszong ekspresjg microRNA29e (Lv i in., 2021).
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest poszukiwanie asocjacji pomigdzy odpornoscig na mastitis u krow
mlecznych rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej a genetycznymi wariantami
genow microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 1 microRNA29e. Na

realizacje powyzszego celu sktadaja si¢ nastepujace zadania badawcze:

1. Identyfikacja polimorficznych  wariantow  wybranych  gendw  microRNA2467,
microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 1 microRNA29e oraz oszacowanie
frekwencji alleli 1 genotypow wystepujacych w badanej grupie krow rasy holsztynsko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej;

2. Ustalenie czy istniejg statystycznie istotne zwigzki pomi¢dzy polimorfizmem wybranych
genow microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e
a odpornoscia/podatnoscig na mastitis wyrazong jako liczba komorek somatycznych
w mleku;

3. Oszacowanie ewentualnych efektow dominacyjnych oraz interakcji pomiedzy
genetycznymi wariantami wytypowanych gendéw w ksztaltowaniu zmienno$ci liczby
komorek somatycznych w mleku w badanej populacji krow;

4. Analiza asocjacji pomig¢dzy allelami wybranych genéw a liczbg komodrek somatycznych
w mleku w kolejnych laktacjach, w wybranych stadiach laktacji oraz klasach SCC;

5. Zweryfikowanie hipotez dotyczacych mozliwosci wykorzystania badanych genow jako
markerow odpornos$ci na mastitis w selekcji pod katem ich ewentualnego wptywu na

uzytkowos$¢ mleczng bydta.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material

Badaniami objg¢to stado liczace 644 krowy rasy polskiej holsztynsko—fryzyjskiej
odmiany czarno—biatej. Wszystkie zwierzgta utrzymywane byty w tych samych warunkach,
w jednej wolnostanowiskowej oborze. Krowy byty dojone na hali udojowej typu rybia oS¢,
pojone ad libitum z indywidualnych poidet automatycznych 1 karmione identyczng
standardowa dawka TMR (ang. total mixed ratio). Dodatkowo podczas udoju kazda krowa
otrzymywatla pasz¢ treSciwg w dawce odpowiedniej do obecnej kondycji fizjologicznej oraz
poziomu mlecznosci.

Krowy podlegaty kontroli uzytkowosci mlecznej prowadzonej metodag A4. W pracy
zostaly zebrane wyniki probnych udojéw pochodzace z dokumentacji hodowlanej i dotyczace
dobowej wydajnos$ci mlecznej, procentowej zawartosci biatka i thuszczu oraz liczby komorek
somatycznych SCC. Koncentracje tluszczu 1 biatka okreslane byly metodg instrumentalng
zgodng z PN — EN ISO / IEC 17025 za pomocg sprzgtu Combifoss, w sktad ktorego wchodza
MilkoScan oraz Fossmatic, w certyfikowanym laboratorium oceny jakosci mleka podleglym
Krajowemu Centrum Hodowli Zwierzat w Polsce. Krowy pochodzity po 244 r6znych buhajach.

W badanych probkach mleka przyjeto trzy klasy wartosci poziomu komorek
somatycznych: krowy zdrowe SCC<200 tys./ml, stan podkliniczny 200<SCC<400 tys./ml
i1krowy chore SCC>400 tys./ml. Podzial ten zastosowano ze wzgledu na mozliwo$¢
wystgpowania odmiennych efektow badanych genéw w réznych stanach fizjologicznych.
Poziom komorek somatycznych stanowi odzwierciedlenie odpowiedzi immunologiczne] na
infekcje. Wystepowanie mastitis jest $cisle skorelowane z podwyzszong SCC. Wartos¢
graniczna liczby komorek somatycznych w mleku byla do tej pory wielokrotnie ustalana
w wielu publikacjach (Middleton i in., 2017; Schukken i in., 2003; Williamson i in., 2022),
aprzyjete w niniejszej pracy klasy wartosci poziomu SCC stanowig wypadkowa z tych
publikacji.

Badane krowy byty w laktacji od pierwszej do dsmej. Analizy przeprowadzono osobno
dla kazdej laktacji, jedynie ze wzgledu na stosunkowa malg liczebno§¢ w pdzniejszych
laktacjach, potaczono laktacje 6., 7. 1 8. w jedna klas¢. Kazda z laktacji uwzglednionych
w analizie stada zostata podzielona na trzy stadia. Wybor takiego podziatu zostat dokonany na

podstawie analiz przebiegu laktacji i zawiera ich najbardziej charakterystyczne i kluczowe

48



etapy (wykres 1). Na wykresie przedstawiono réznice w SCC w zaleznosci od dnia laktacji.
Wykres uzasadnia wybor charakterystycznych okresow do dalszych analiz. W tabeli 1.

przedstawiono charakterystyke ilosciowg badanego materiatu.

Wykres 1. Liczba komoérek somatycznych (InSCC) w mleku w zalezno$ci od dnia laktacji

w badanym stadzie krow

Inscc /-
7
6.5 .
——laktacja |
6
==fr=|aktacja Il
5.5 )
=== |aktacja lll
5
s ==\ laktacja
RI BT ISIITI3I IS ITI S IIT I I =8=Vlaktacja
O 9 d o 9« T o7 o oA g g g g g g o m om o m m
CNTY® ST 0O NT B oo NS 8 —e=Vllaktaga
I = = = = N N &N N N O N o > . .
2 dnilaktacji
o

Zrbdlo: opracowanie wlasne.

Tabela 1. Material badawczy - liczebnosci krow i probnych udojéw w analizowanych klasach

Specyfikacja Liczba krow Liczba probnych udojow
I 481 4282
I 581 5430
11 564 4 824
Laktacja
v 400 3438
\Y 259 2 340
VI 166 1978
I 644 6670
Stadium I 644 6777
I 644 8 845
0<200 634 10 572
SCC (tys/ml)
>200<400 616 3 868

Zrbdlo: opracowanie wlasne.
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3.2. Metody laboratoryjne

Od wszystkich badanych zwierzat zostata pobrana krew obwodowa do probowek
zawierajacych EDTA jako antykoagulant. Nastgpnie wyizolowano genomowe DNA przy
uzyciu zestawu do izolacji Master Pure™ DNA Purification Kit for Blood (Epicentre
Biotechnologies, Madison, USA). Polimorfizm badanych genow microRNA zaangazowanych
w immunologiczne — microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2
i microRNA29e — identyfikowany byt metoda PCR — RFLP.

Gen microRNA2467 (Gene ID: 100313301) zlokalizowany jest w chromosomie 8.
(GenBank: AC 000165.1), w bazie miRBase microRNA2467 opisany jest numerem
MIO0011527. Numer rs badanej mutacji (polimorfizmu) nukleotydowego T/C to rs109063650.
Startery genu microRNA2467 zaczerpnigte zostaty z publikacji Lukaszewicz i in. (2015).

Gen microRNA2313 (Gene ID: 100313327) zlokalizowany jest w chromosomie 15.
(GenBank: AC 000172.1), w bazie miRBase microRNA2313 opisany jest numerem
MI0011330. Sekwencja genu microRNA2313 pokrywa si¢ z intronowg sekwencja nalezaca do
genu GRAMDIB (Malovrh i in., 2018). Startery genu microRNA2313 (opracowanie wiasne)
zostaly zaprojektowane przy uzyciu programu Primer 3 v. 0.4.0 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/). SNP C/T zlokalizowany w sekwencji microRNA2313 zostal zlokalizowany takze
w sekwencji genu GRAMDIB z numerem rs 41761413.

Gen microRNA2489 (Gene ID: 100313407) zlokalizowany jest w chromosomie 14.
(GenBank: AC 000171.1), w bazie miRBase microRNA2489 opisany jest numerem
MIO0011578. Numer rs badanej mutacji (polimorfizmu) nukleotydowego C/T to rs110544069.
Startery genu microRNA2489 (opracowanie wilasne) zostaly zaprojektowane przy uzyciu
programu Primer 3 v. 0.4.0 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

Gen microRNA29b-2 (Gene ID: 791042) zlokalizowany jest w chromosomie 16.
(GenBank: AC 000173.1), w bazie miRBase microRNA29b-2 opisany jest numerem
MI0000107. Numer rs badanej mutacji (polimorfizmu) nukleotydowego T/A to rs462139209.
Startery genu microRNA29b-2 (opracowanie wlasne) zostaly zaprojektowane przy uzyciu
programu Primer 3 v. 0.4.0 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

Gen microRNA29e (Gene ID: 100313099) zlokalizowany jest w chromosomie 16.
(GenBank: AC 000173.1), w bazie miRBase microRNA29e opisany jest numerem MI10010454.
Numer rs badanej mutacji (polimorfizmu) nukleotydowego C/T to rs41825418. Startery genu
microRNA29e (opracowanie wtasne) zostaty zaprojektowane przy uzyciu programu Primer 3

v. 0.4.0 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).
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W tabeli 2. przedstawiono wykorzystane sekwencje starterowe microRNA2467,

microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 oraz microRNA2Ye.

Tabela 2. Sekwencje starterowe wykorzystane przy amplifikacji badanych fragmentéw genow

Gen Sekwencja starterowa Zrédto
microRNA2467 F:5’- TGGGGAGGTTTTGATGTTTC - 3’ Lukaszewicz i
Polimorfizm T/C | g.5:_ CCTGAAAACATCCTGGCTGT - 3 in. (2015)
Enzym restrykcyjny
Haelll
microRNA2313 F:5’- GCTGCATGCATTCACATGCCAGGTC - 3’ | Opracowanie
Polimorfizm C/T- 1} p.5:. GGAGCCTGCCATAGTCAGGCTG - 3° wiasne
Enzym restrykcyjny Avall
microRNA2489 F:5° — ACAGCCAGGATGTTTTCAGG - 3’ Opracowanie
Polimorfizm /T p 5+ _ TGGGGAGGTTTTGATGTTTC - 3° wiasne
Enzym restrykcyjny
Haelll
microRNA29b-2 F:5° - TGTGACTTACCAGCTTTGACT - 3’ Opracowanie
Polimorfizm T/A | p:5+ . CTTCAGAGGAGCTGCTGCCC - 3° wiasne
Enzym restrykcyjny Becl
microRNA29e F:5’- CAAAGGCTGGGTCTTCTGAT - 3’ Opracowanie
Polimorfizm C/T | g5+ _ TGTGCTGCAATTCTTACTCCT - 3 wlasne
Enzym restrykcyjny Alul

Zrodto: opracowanie wilasne.

W analizach laboratoryjnych wykorzystano odczynniki firmy Fermentas (Fermentas
International INC, Burlington, Kanada), z wyjatkiem starterow zamawianych z firmy Oligo.pl
(Serwis Sekwencjonowania 1 Syntezy DNA IBB PAN, Warszawa). Reakcje PCR
przeprowadzane byty w termocyklerach firmy Whatman Biometra (Whatman Biometra GmbH,
Gottingen, Niemcy).

Fragmenty restrykcyjne rozdzielane byly w 2 % Zelu agarowym z dodatkiem bromku
etydyny. Dtugo$ci otrzymanych fragmentéw restrykcyjnych wizualizowano i analizowano
w promieniach UV, w zestawie do dokumentacji i analizy zeli elektroforetycznych firmy

Vilber Lourmat (Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell, Niemcy).
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3.3. Metody statystyczne

Uzyskane wyniki zostalty opracowane i poddane analizie statystycznej. Okres$lona
zostala struktura genetyczna badanej populacji — frekwencje alleli 1 genotypow analizowanych
genow. Analiza objela réwniez poszukiwania asocjacji pomiedzy odpornoscig na mastitis
a polimorfizmem wytypowanych genow.

Wiadomo, ze poziom liczby komorek somatycznych (podobnie jak 1 cech
produkcyjnych) ulega zmianom w trakcie laktacji, zatem wptyw czynnikow srodowiskowych
na te cechy mozna eliminowac, analizujac kumulowane wartosci cech za cate laktacje lub — co
jest bardziej skuteczne — stosujgc model dla dziennych wydajnosci (ang. test day model —
TDM). Modele takie stosuje si¢ do rutynowej oceny zarowno liczby komorek somatycznych
jak i1 cech produkcyjnych (Schaeffer, 2004).

Do eliminacji wplywu czynnikow statych oraz losowych wytypowano wigc model dla
probnych udojow, zawierajacy, poza efektami analizowanych polimorfizmow, takze efekty
state: daty doju w stadzie (roku/miesigca), dnia laktacji DIM (ang. day in milk), roku/miesigca
wycielenia, udzialu gendéw rasy holsztynsko-fryzyjskiej, a takze efekty losowe: addytywny
genetyczny (tzw. tla genetycznego) i permanentny Srodowiskowy (efekt ten wiaczono ze
wzgledu na powtarzalno$¢ w czasie mierzonych cech, obejmuje on czynniki niezmienne we
wszystkich probnych udojach w danej laktacji dla konkretnej krowy).

Zawarto$¢ komoérek somatycznych w mleku transformowano na skalg logarytmiczna
w celu uzyskania rozktadu normalnego tej cechy. Rodzaj transformacji — logarytm naturalny —
wybrano po wstepnych badaniach statystycznych testujacych (test Kolmogorowa-Smirnowa
z poprawkami Lilleforsa oraz test Shapiro-Wilka) najlepsze dopasowanie rozktadu przy
r6éznych typach transformacji (np. log2, In, log10), uwzgledniajac przy tym wartosci sko§nosci
1 kurtozy.

Asocjacje byly badane w calej populacji tacznie oraz osobno w klasach wytonionych ze
wzgledu na kolejng laktacje, stadium laktacji i przedziat liczby komoérek somatycznych
wskazujacy na stan zdrowotny wymienia.

Do modeli statystycznych zostaty wlaczone efekty dominacyjne oraz efekty epistazy
pomiedzy genami w oparciu o model NOIA (ang. Natural and Orthogonal interactions) —
obejmujace 4 kombinacje interakcji (Alvarez-Castro i Calbourg, 2007):

e addytywny — addytywny,
e addytywny — dominujacy,
e dominujacy — addytywny,
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e dominujacy — dominujacy.

Do estymacji parametrow dobowej wydajnosci mleka oraz procentowej zawartosci
thuszczu 1 biatka jako funkcji dnia doju DIM wybrano wielomiany Legendre’a trzeciego
stopnia, a do estymacji parametrow InSCC zastosowano wielomian Wilminka (Wilmink, 1987).

W celu oszacowania efektow genetycznych badanych loci we wszystkich laktacjach,
stadiach 1 klasach SCC traktowanych tacznie wykorzystano jednocechowe, mieszane modele
regresji wielorakiej z czynnikami losowymi i1 statymi. Ogolny zapis wybranych modeli

wygladat nastepujaco:

Yikimn = U+ Xi-1 Gij + TDy + P, +YSy + DIM, + A;j + PE; + €jyimn

gdzie:

Yikimn — InSCC (lub dobowa wydajnos$¢ mleka, procentowa zawarto$¢ thuszczu, biatka) dla j— tej
krowy, w k - tej klasie roku / miesigca probnego udoju, m- tej klasie roku/sezonu
wycielenia, w n - tym dniu;

u — $rednia warto$¢ cechy w badanej populacji;

Gjj — i-ty efekt — addytywny (a), dominacyjny (d) lub interakcji loci microRNA2313 (1),
microRNA246 (2) j - tej krowy:

©

Gi]' = aq + a; + d1 + dz + aa, + a1d2 + d1a2 + dldz
i=1
gdzie:

DTy — efekt k - tej klasy roku / miesigca probnego udoju;

P, — efekt [ — tej laktacji

YSn — efekt m - tej klasy roku /miesgca;

DIM, — efekt n - tego dnia laktacji;

Aj— losowy efekt addytywny poligeniczny dla j - tej krowy;

PE;— losowy efekt trwaty srodowiskowy j;

ejumn— reszta losowa dla j - krowy, w & - tej klasie roku / miesigca probnego udoju, m- tej klasie

roku / sezonu wycielenia zagniezdzonej w [ - tej laktacji, w n - tym dniu / - tej laktacji.
Rozwigzywanie réwnan dla wybranych stadiow laktacji odbywalo si¢

z uwzglednieniem tych samych czynnikow, co w przypadku wyznaczania krzywych dla

wszystkich probnych udojow tacznie. Podobnie w przypadku analiz w grupach zwierzat o SCC

mieszczacych si¢ w trzech zakresach: 0 — 200 tys/ml, >200 — 400 tys/ml oraz >400 tys/ml

zastosowano model analogiczny do modelu traktujacego wszystkie laktacje lacznie. Natomiast
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w modelu stosowanego do analiz asocjacji w poszczegdlnych laktacjach pominigto efekt

kolejnej laktacji.

3.4. Ocena efektow badanych loci

W pracy zastosowano model obejmujacy efekty addytywne i dominacyjne badanych
genow oraz wystepujace pomigdzy nimi interakcje wykorzystujac skale zaproponowang przez
Alvarez-Castro i1 Calbourg’a (2007). Prawidtowo skonstruowany model powinien speiniaé
zatozenie ortogonalno$ci sformutowane przez Cockerhama (1954). Warunek ortogonalnos$ci
modelu dla efektow addytywnych jest spelniony wowczas, gdy $srednia warto$¢ oszacowanych
efektow genotypow homozygotycznych jest réwna rzeczywistej Sredniej wartosci cechy
osobnikow homozygotycznych w populacji. Podobny warunek dotyczy takze efektow
dominacyjnych i epistatycznych.

Model funkcjonalny NOIA spehia zalozenie ortogonalnosci dla wszystkich efektow
genetycznych tylko w przypadku, gdy:
pil=p2 lub  pi2=0
gdzie:

p111 p22— czgstosci homozygot,

pi12 — czestos$¢ heterozygot w populacji (Alvarez-Castro 1 Calbourg’a (2007).

Poniewaz w badanej populacji nie stwierdzono takiego rozktadu rozpatrywanych
genotypoéw, w pierwszym etapie analiz postuzono si¢ formulg statystyczng. Na poczatku
dokonano kodowania efektéw genetycznych pojedynczych /oci.

Parametryzacja Alvareza-Castro (2007) — model statystyczny dla szacowania efektow
(tylko dla genow, ktore w wyniku dalszych analiz okazatly si¢ polimorficzne):

— addytywnych genu microRNA2467:

( —Pn=2Pn—Pn=2Pn (g genotypu TT
X = il_plz -2py, 1-p,, —2p,, dlagenotypu TC
2-pn=2p52-P,=2py 413 genotypu CC

— addytywnych genu microRNA2313:

( =P =2ps ~ Py =20y dla genotypu CC
X=11-p,-2py1-p,-2p, dlagenotypuCT

2-P0=2py 2= P =2Dy g4 genotypu TT
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— dominacyjnych genu microRNA2467:

(_ 2piPos _ 2piPos
Pt P — (pn _p22)2 Pt P — (pn _p22)2 dla genotypu TT
2 2
x=1 — PuPx» - PiPx» _ dla genotypu TC
Put+ Py — (P —Py) Put+ Py — (P —Py)
2p P 2p,. P

\ PutPxn —(P1 = P»)  PutPn— (P~ Pn) dla genotypu CC

— dominacyjnych genu microRNA2313:

( 2pPa B 2pPa
Pt P — (P —P»)° P+ P — (P — P2)’ dla genotypu CC

2P Py _ 2P Py
Put Py —(py _p22)2 Put Py — (P —Py)

_ 2pn P _ 2P P
\ PutPxn— (P~ P»)" Pt Py~ (P —P2) dla genotypu TT

dla genotypu CT

X=4{ — 5

gdzie: p11, p12, p22 to odpowiednio: czgstosci genotypow TT, TC 1 CC dla genu microRNA2467
oraz CC, CT 1 TT dla genu microRNA2313.
Nastepnie rozszerzono formute, wprowadzajac wartos$ci interakcji dwugenowych jako iloczyny
Kroneckera macierzy warto$ci dla dwodch pojedynczych loci (microRNA2467) 1 C
(microRNA2313):
Gre = (S¢ ® S7) - Erc

W ten sposob dla kazdej pary gendw otrzymano cztery mozliwe rodzaje interakcji:

1) atac : T — addytywny, C — addytywny,

2) orac : T — dominujacy, C — addytywny,

3) atoc : T — addytywny, C — dominujacy,

4) otoc : T — dominujacy, C — dominujacy.

W celu oszacowania funkcjonalnego efektu substytucji genéw dokonano transformacji
formuly statystycznej na funkcjonalng wedtug procedury Alvarez-Castro i Calbourg’a (2007).
Estymatory funkcjonalne uzyskane po transformacji zostaty oznaczone odno$nymi symbolami
1 tak: @ — oznacza funkcjonalny efekt addytywny (efekt allelu w uktadzie homozygotycznym),
d — funkcjonalny efekt dominacyjny (efekt allelu w uktadzie heterozygotycznym), natomiast
symbole aa, ad, da oraz dd oznaczaja odpowiednie rodzaje interakcji pomigdzy allelami
z r6znych par w uktadzie homo- i heterozygotycznym:

aa — allele w obydwu loci wystepuja w uktadzie homozygotycznym,
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ad — allele: w locus microRNA2467 w uktadzie homozygotycznym,
w microRNA2313 — w ukladzie heterozygotycznym,

da — allele: w locus microRNA2467 w uktadzie heterozygotycznym,
w microRNA2313 — w uktadzie homozygotycznym,

dd — allele w obydwu loci w uktadzie heterozygotycznym.

Funkcjonalny efekt dominacyjny d — zgodnie z modelem NOIA — przedstawiono
odchylenie wartosci genotypu heterozygotycznego od S$redniej arytmetycznej obydwu
genotypow homozygotycznych. Jezeli efekt ten ma taki sam znak jak efekt addytywny danego
allelu, $wiadczy to o dominacji analizowanego allelu, natomiast rézne znaki efektow
addytywnego i dominacyjnego informujg o recesywnym dziataniu badanego allelu. Wartos$ci
interakcji wyrazono natomiast jako odchylenia od wartosci przewidywanych, oszacowanych

przy zalozeniu, ze wystepuje jedynie proste sumowanie efektow addytywnych.
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4. WYNIKI

4.1. Frekwencje genotypow i alleli badanych genow

W przypadku microRNA2489, microRNA29b-2 1 microRNA29e w badanej populacji
stada krow rasy polskiej holsztynsko—fryzyjskiej odmiany czarno—bialej, pomimo odmiennych
danych literaturowych, stwierdzono monomorfizm, dlatego wylaczono powyzsze geny
z dalszych analiz.

W wyniku przeprowadzonej analizy w badanej grupie krow zidentyfikowano po dwa
allele genu microRNA2467 oraz microRNA2313 - na wykresach 2. — 5. przedstawiono ich
frekwencje oraz frekwencje warunkowanych przez nie genotypow. Analizujac frekwencje
dotyczace genu microRNA2467, zaobserwowano najwickszg liczbg osobnikow o genotypie TT,
nastepnie pod wzgledem czestosci wystgpowania plasowaty si¢ kolejno osobniki o genotypach
CT 1 CC. Frekwencje genotypdéw przedstawiaty si¢ kolejno: TT na poziomie 0,65, CT na
poziomie 0,29 i CC na poziomie 0,06 (wykres 2). W przypadku genu microRNA2467
najczesciej wystepujacym okazat sie allel T, ktorego frekwencja wynosita 0,795, nastgpnie allel

C, ktoérego frekwencja wynosita 0,205 (wykres 3).

Wykres 2. Frekwencje genotypow genu microRNA2467

0.7 0.65
0.6
0.5
0.4
0.29
0.3
0.2
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" -
0
CcC

CcT
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Zrodto: opracowanie wilasne.
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Wykres 3. Frekwencje alleli genu microRNA2467
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Zrbdlo: opracowanie wilasne.

Analiza frekwencji dotyczacych genu microRNA2313 wykazata, ze najwigksza
czgstoscig wystepowania charakteryzowaty sie genotypy CC, nastgpnie pod wzgledem
czestosci wystgpowania plasowaty si¢ kolejno genotypy CT i TT. Frekwencje genotypow
przedstawialy si¢ kolejno: CC - 0,49, CT - 0,33 1 CC - 0,18 (wykres 4). W przypadku genu
microRNA2313 najczescie] wystepujacym okazat si¢ allel C, ktorego frekwencja wynosita
0,655, nastepnie allel T, ktorego frekwencja wynosita 0,345 (wykres 5).

Wykres 4. Frekwencje genotypow genu microRNA2313

0.49
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0.45
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Zrbdlo: opracowanie wilasne.
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Wykres 5. Frekwencje alleli genu microRNA2313
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Zrédto: opracowanie wlasne.
Tabela 3. przedstawia liczebnosci i1 frekwencje alleli 1 genotypow z catkowitej liczby
obserwacji z danych zebranych ze wszystkich probnych udojow. W przypadku microRNA2467

frekwencje genotypow TT (14694), CT (6346) 1 CC (1252) stanowig odpowiednio 65,92%,
28,47% 1 5,62% z catkowitej liczby obserwacji, ktora wynosita 22 292.

Tabela 3. Frekwencje alleli i genotypodw microRNA2313 1 microRNA2467 w probnych

udojach
microRNA2313 microRNA2467

Genotyp N " N "
TT 4225 18,95 14 694 65,92
CT 7314 32,81 6 346 28,47
CcC 10 753 48,24 1252 5,62
Razem 22292 100,00 22292 100,00
Allel
T 15 764 35,36 35734 80,15
C 28 820 64,64 8850 19,85
Razem 44 584 100,00 44 584 100,00

Zrodto: opracowanie wiasne.
W przypadku microRNA2313 frekwencje genotypéw CC (10 753 probnych udojow),

CT (7 314 prébnych udojow) 1 TT (4 225 probnych udojow) stanowig odpowiednio 48,24%,



32,81% 1 18,95% z catkowitej liczby obserwacji. W tabeli 4. przedstawiono liczebnosci

poszczegolnych haplotypow.

Tabela 4. Liczebnosci haplotypow microRNA2313 1 microRNA2467 w prébnych udojach

microRNA2467 TT CT cC Razem
microRNA2313 N % N % N % N %
TT 2 662 11,94 1202 | 5,39 361 1,62 | 4225 18,95
CT 4513 20,24 | 2407 | 10,80 | 394 | 1,77 | 7314 | 32,81
cC 7519 33,73 | 2737 | 12,28 | 497 | 2,23 | 10753 | 48,24
Razem 14694 | 6592 | 6346 | 28,47 | 1252 | 5,62 | 22292 100

Zrodto: opracowanie wiasne.

4.2. Statystyki opisowe

W badanym stadzie krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej
zanotowano czgste wystepowanie stanow zapalnych wymion, co stanowito powazny problem
ekonomiczny, jak rowniez organizacyjny. W analizowanym okresie stwierdzono podwyzszong
liczbe komoérek somatycznych, przekraczajaca zakladang dopuszczalng norme 200 tys/ml
w ponad 50% przebadanych probek mleka.

W tabeli 5. przedstawiono statystyki opisowe s$rednich wartosci fenotypowych
badanych cech w probnych udojach. SCC transformowana na skalg logarytmiczng przyjmowata
najmniejsze wartosci w I laktacji. W II laktacji zaobserwowano wyrazny wzrost poziomu SCC
w mleku badanych krow, z wyjatkiem pierwszych prébnych udojéw. W kolejnych laktacjach —
III, IV, V 1 VI tendencja wzrostowa zostala zachowana na podobnym poziomie. Najwicksza
liczbe komoérek somatycznych w mleku analizowanego stada stwierdzono w III stadium
laktacji (z wyjatkiem laktacji szostej). Prawidtowo$¢ ta mozna zaobserwowac¢ na wykresie 1.

W I laktacji odnotowano najmniejsza dobowa wydajno$¢ mleka w stadzie. Wzrostowa
tendencja wydajnosci utrzymywata si¢ do III laktacji, natomiast od IV do VI laktacji
stwierdzono utrzymujacy si¢ stopniowy spadek ilosci pozyskiwanego mleka. Stwierdzono
takze najwigksza wydajnos¢ mleka w I stadium laktacji, a najmniejszag w statnich probnych
udojach, przed zasuszeniem — III stadium laktacji. Zauwazono tez wyrazny zwigzek pomig¢dzy
dobowg wydajnoscig mleka a liczbg komdrek somatycznych w nim zawartych. Wydajnos¢
mleka byta mniejsza o 4,22 litra na dob¢ u kréw, ktérych poziom SCC zawierat si¢ w przedziale

>200<400 tys/ml. Ponadto w I laktacji stwierdzono jedng z najwyzszych zawarto$ci biatka oraz
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najnizsza zawarto$¢ ttuszczu. Najwyzsza procentowa zawartoscig thuszczu charakteryzowaty
si¢ zwierzeta w 11 stadium laktacji, natomiast biatka w ostatnim stadium.

U osobnikow przekraczajacych zalozong norme¢ poziomu komorek somatycznych
w mleku zaobserwowano wyzsza koncentracje biatka i jedng z wyzszych koncentracji thuszczu
w poréwnaniu do zwierzat mieszczacych si¢ w normie. Wigksza koncentracja thuszczu i biatka
u krow, u ktorych zawarto§¢ SCC przekraczata 400tys/ml, moze by¢ zwigzana ze spadkiem
wydajnosci mlecznej 1 efektem mniejszego rozcienczenia tych sktadnikow u krow
zainfekowanych. Rownolegle ze wzrostem SCC u badanych osobnikow, spadata wydajnos¢
mleczna wraz z niewielkim wzrostem koncentracji thuszczu i1 biatka w nim zawartych. Trzeba
pamigtac, ze cho¢ procentowa zawarto$¢ thuszczu 1 biatka pozornie wzrosta, to produkcja biatka
1 thuszczu w kilogramach juz nie. Ponadto zmienia si¢ niekorzystnie profil biatkowy pociagajac

za sobg gorsza przydatnos¢ technologiczng mleka.

Tabela 5. Statystyki opisowe srednich wartosci fenotypowych badanych cech w probnych udojach

In SCC Mleko/dobe [kg] Thuszez [%] Biatko [%]

X SD X SD X SD X SD
Laktacja
I 4,90 1,20 30,00 7,21 3,99 0,73 3,61 0,44
II 5,13 1,33 33,50 10,51 | 4,05 0,80 3,63 0,46
11 5,51 1,37 3499 11,11 | 4,08 0,82 3,56 0,45
v 5,76 1,42 34,51 11,68 | 4,00 0,85 3,53 0,44
\Y 6,07 1,54 32,71 11,25 | 3,99 0,81 3,54 0,45
VI+* 6,28 1,53 31,82 10,78 | 3,99 0,86 3,46 0,42
Stadium
I 5,13 1,53 41,05 8,78 3,91 0,87 3,24 0,35
II 5,36 1,43 35,29 7,59 3,96 0,74 3,54 0,34
11 5,80 1,31 25,35 8,19 4,17 0,78 3,85 0,41
SCC (tys/ml)
SCC<200 4,23 0,71 35,92 9,39 3,98 0,77 3,48 0,42
200 <SCC<400 5,64 0,20 31,70 10,40 | 4,10 0,83 3,63 0,45
SCC>400 7,04 0,81 2991 11,06 | 4,04 0,84 3,66 0,46
* Laktacja VI i kolejne

Zrodto: opracowanie wiasne.
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4.3. Efekty genow microRNA2313 i microRNA2467 w zaleznosci od poziomu
SCC

Na wykresie 6. (aneks tab. 1A.) przedstawiono efekty genow microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do InSCC w zaleznosci od klasy SCC. Istotny statystycznie
addytywny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono w mleku, w ktorym zawartos¢
komorek somatycznych nie przekraczata 200 tys/ml. Homozygoty CC osiagnely gorsze wyniki
pod wzgledem badanej cechy i zawarto$§¢ komorek somatycznych w mleku, wyrazona w skali
logarytmicznej, byta w tym przypadku wigksza od wartosci $redniej o 0,06.

Dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313 zwiagzany byt z wigkszg zawartoscia
komorek somatycznych w mleku o 0,14 (0 < 200tys/ml), co okazato si¢ wynikiem statystycznie
wysoko istotnym. W tej samej grupie statystycznie wysoko istotny okazat si¢ tylko jeszcze
addytywno-dominacyjny efekt interakcji pomiedzy allelem C genu microRNA2313 1 allelem T
genu microRNA2467 zwiazany z mniejszg zawartoscia SCC o 0,34 od wartosci $rednie;.
Pozostate efekty, tj: efekt addytywny i dominacyjny microRNA2467 i efekty interakcji okazaty
si¢ nieistotne statystycznie.

W mleku, ktérego zawarto$¢ komoérek somatycznych zawierala si¢ w przedziale od 200
do 400 tys/ml nie stwierdzono statystycznie istotnych efektow. Natomiast w grupie, w ktorych
zawartos¢ komoérek somatycznych przekraczata 400 tys/ml stwierdzono statystycznie wysoko
istotny addytywny efekt allelu C genu microRNA2313. Zawartos¢ komoérek somatycznych
w mleku, wyrazona w skali logarytmicznej, byla w tym przypadku mniejsza od warto$ci
sredniej o 0,13. Ponadto wykazano statystycznie wysoko istotny dominacyjny efekt allelu C
genu microRNA2313, ktoéry zwigzany byl z mniejszg zawarto$cig komoérek somatycznych
w mleku o 0,22 w poréwnaniu z warto$cig Srednig w tej grupie (> 400tys/ml). W tej samej
grupie statystycznie wysoko istotny okazat si¢ tylko jeszcze addytywny efekt allelu T genu
microRNA2467 zwigzany z wyzszym SCC o 0,17 od wartosci $redniej. Pozostate efekty, tj:
efekt dominacyjny microRNA2467 oraz efekty epistatyczne okazaly si¢ nieistotne
statystycznie.

Biorac pod uwagg powyzsze rezultaty (wykres 6.) zauwazono, ze zachodzi tu interakcja
genotyp-Srodowisko — w roznych klasach SCC efekty tego samego allelu C genu
microRNA2313 r6znity si¢ od siebie. U osobnikéw zdrowych addytywny i dominacyjny efekt
allelu C wigzat si¢ zniekorzystnie wyzsza zawarto$cig SCC, u osobnikdw w stanie
podklinicznym efekt allelu C byl nieistotny, natomiast u osobnikow chorych zwigzany byt

z korzystnie nizszg zawartoscig SCC.
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Pomigdzy genami zaobserwowano istotne statystycznie dzialanie epistatyczne w klasie
SCC=<200. U osobnikéw tych interakcja addytywno-dominacyjna korzystnie wplywala na
mniejszg zawarto§¢ SCC w mleku. Nalezy tez zwrdci¢ uwage na ciekawy addytywny efekt
allelu T genu microRNA2467 zwigzany z niekorzystnie wyzszg zawartoscig SCC u osobnikow
chorych, podczas gdy ten sam efekt u osobnikéw zdrowych, mimo iz nieistotny statystycznie,
zwigzany byl z nizsza zawarto$ciag SCC. Jest to wigc kolejny przyktad oddziatywania
czynnikéw srodowiskowych, w tym przypadku takich jak klasa SCC, na zawarto$¢ komorek
somatycznych w mleku.

Efekty genow microRNA2313 1microRNA2467 w odniesieniu do procentowe]
zawarto$ci biatka w mleku w zaleznos$ci od klasy SCC zostaly zaprezentowane na wykresie 7.
(aneks tab. 2A). Statystycznie wysoko istotny addytywny efekt allelu T genu microRNA2467
stwierdzono w mleku, w ktorym zawartos¢ komorek somatycznych nie przekraczata
200 tys/ml. Procentowa zawartos$¢ biatka w mleku byta w tym przypadku mniejsza od wartosci
sredniej 0 0,07%. Statystycznie wysoko istotny dominacyjny efekt allelu T genu
microRNA2467 zwigzany byt z mniejszg procentowg zawartos$cig biatka w mleku o 0,09%
W porownaniu z wartoscig srednig w tej grupie (0< 200tys/ml).

W tej samej grupie statystycznie istotna okazata si¢ tylko jeszcze addytywno-addytywna
interakcja allelu C genu microRNA2313 1 allelu T genu microRNA2467 zwigzana z wyzsza
procentowa zawarto$cig biatka o 0,08% od wartosci $redniej. Pozostate efekty, tj: efekt
addytywny 1 dominacyjny genu microRNA2313 oraz efekty interakcji okazaty si¢ nieistotne
statystycznie.

Natomiast istotny statystycznie addytywny efekt allelu T genu microRNA2467
stwierdzono w mleku, gdzie zawarto$§¢ komoérek somatycznych miescita si¢ w przedziale od
200 do 400 tys/ml. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byla w tym przypadku mniejsza
0 0,08% od wartosci $redniej.

Dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467 (wykres 7.) zwigzany byl z mniejsza
procentowa zawarto$ciag biatka w mleku o 0,1% w porownaniu z warto$cig Srednig w tej grupie
(200<SCC<400 tys/ml), co okazato si¢ wynikiem statystycznie wysoko istotnym. W tej samej
grupie statystycznie wysoko istotny okazat si¢ addytywno-addytywny efekt interakcji
pomiedzy allelem C genu microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467 zwiazany z wyzsza

procentowa zawarto$cig biatka o 0,21% od wartos$ci $rednie;j.
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Wykres 6. Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do InSCC w zalezno$ci od klasy SCC
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®m a microRNA2313 m d microRNA2313 m a microRNA2467
d microRNA2467 ® a microRNA2313 x a microRNA2467 m a microRNA2313 x d microRNA2467
® d microRNA2313 x a microRNA2467 ® d microRNA2313 x d microRNA2467

Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie tabeli 1A.



Dominacyjno-addytywny efekt interakcji allelu C genu microRNA2313 i allelu T genu
microRNA2467 (wykres 7.) skorelowany byt z wyzsza procentowg zawartoscig biatka o 0,25%,
co okazato si¢ wynikiem istotnym statystycznie. Pozostate efekty, tj: efekt addytywny
1 dominacyjny microRNA2313 1 efekty epistatyczne w tej grupie okazaly si¢ nieistotne
statystycznie.

Istotny statystycznie dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono
w mleku, w ktérych zawarto§¢ komorek somatycznych nie przekraczata 400 tys/ml.
Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byla w tym przypadku nizsza od wartosci $Sredniej
0 0,05%. Ponadto addytywny efekt allelu T genu microRNA2467 zwiazany byt z mniejsza
procentowa zawartoscig biatka w mleku o0 0,11% w poréwnaniu z wartoscia Srednig w tej grupie
(200<SCC<400tys/ml), co okazato si¢ wynikiem statystycznie wysoko istotnym.

W tej samej grupie statystycznie wysoko istotny okazat si¢ jeszcze dominacyjny efekt
allelu T genu microRNA2467 zwiazany z mniejszg procentowa zawartoscig biatka o 0,15% od
wartosci §redniej. Statystycznie istotny okazal si¢ addytywno-addytywny efekt interakcji allelu
C genu microRNA2313 1 allelu T genu microRNA2467, ktory skorelowany byt z wyzsza
procentowa zawarto$cig biatka o 0,12% w poréwnaniu z warto$cig Srednig. W tej samej grupie
pozostale efekty, tj: efekt addytywny genu microRNA2313 i efekty interakcji okazaly sie¢
nieistotne statystycznie.

Reasumujac, addytywny 1 dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313 (wykres 7.)
zwigzany byt z nieznacznie wyzszg procentowg zawartoscig biatka w mleku u kréw zdrowych
(SCC=<200), podczas gdy u osobnikoéw w stanie podklinicznym i chorych zwigzany byt z nizsza
procentowa zawartos$cig biatka. Mozna wigc wnioskowac, ze coraz wyzsza zawarto$¢ SCC przy
addytywnym i1 dominacyjnym efekcie allelu C wigze si¢ z niekorzystnie nizszg, w poréwnaniu
do s$redniej w badanej populacji, zawartoscig biatka w mleku. We wszystkich klasach SCC
zaobserwowano, ze efekt addytywny i dominacyjny allelu T genu microRNA2467 zwigzany byt
z nizszg od wartosci $redniej procentowa zawarto$cig biatka w mleku, co jest niepozadanym
efektem. Natomiast w przypadku epistatycznego wspotdziatania obu gendéw zauwazono
tendencj¢ zwigzang z wyzszg, w odniesieniu do $redniej, procentowag zawartoscig biatka
w mleku u niemalze wszystkich osobnikow we wszystkich klasach SCC. Dowodzi to, ze

interakcje migdzy badanymi genami sg duzo bardziej korzystne niz ich pojedyncze dzialanie.
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Wykres 7. Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci biatka w mleku w zalezno$ci od klasy SCC
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.
Zr6dto: opracowanie wiasne na podstawie tabeli 2A.



Wykres 8. (aneks tab. 3A.) przedstawia efekty genow microRNA2313 i microRNA2467
w odniesieniu do procentowej zawartosci thuszczu w mleku w zaleznosci od klasy SCC.
Statystycznie wysoko istotny addytywny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono
w mleku, w ktérym zawarto$¢ komodrek somatycznych nie przekraczata 200 tys/ml. Procentowa
zawartos¢ thuszczu w mleku byla w tym przypadku wigksza od wartosci $redniej o 0,07%.

Statystycznie wysoko istotny dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313
zwigzany byt z wigkszg procentowg zawarto$cig ttuszczu w mleku o 0,11% w pordwnaniu
z wartoscig srednig w tej grupie (0<200tys/ml). W tej samej grupie statystycznie wysoko istotne
okazaly si¢ rowniez efekty addytywny i dominacyjny allelu T genu microRNA2467 wiazace si¢
z mniejszg procentowg zawartoscig thuszczu o odpowiednio 0,11% 1 0,13% od wartos$ci srednie;j
w tej grupie (0<200 tys/ml). Nie potwierdzono istotnosci efektow interakcji w tej grupie.

W grupie o zawartosci komoérek somatycznych z przedziatu od 200 do 400 tys/ml
(wykres 8.) statystycznie istotne okazaly si¢ dwa efekty interakcji: addytywno-dominacyjny
efekt interakcji allelu C genu microRNA2313 1 allelu T genu microRNA2467- zwigzany
z wyzszg od wartosci Sredniej procentowg zawartoscig tluszczu o 0,44% oraz dominacyjno-
dominacyjny efekt interakcji allelu C genu microRNA2313 1 allelu T genu microRNA2467,
réwniez zwigzany z wyzsza od $redniej zawartoscig procentowa thuszczu (o 0,82%). Pozostate
efekty (addytywne i dominacyjne oraz efekty interakcji) okazaty si¢ nieistotne statystycznie
w tej grupie.

Statystycznie istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313
stwierdzono w mleku, w ktorym zawarto$¢ komorek somatycznych przekraczata 400 tys/ml.
Procentowa zawarto$¢ ttuszczu w mleku byta w tym przypadku mniejsza od wartos$ci $redniej
o odpowiednio 0,07% 1 0,12%. Statystycznie wysoko istotny addytywny efekt allelu T genu
microRNA2467 zwigzany byl z mniejsza procentowa zawartoscig thuszczu w mleku o 0,18%
W porownaniu z wartoscig $rednig w tej grupie (>400 tys/ml).

W tej samej grupie statystycznie istotny okazat si¢ rowniez dominacyjny efekt allelu T
genu microRNA2467 zwigzany z mniejszg procentowa zawarto$cig thuszczu o 0,19% od
wartosci sredniej. Efekty interakcji alleli genow microRNA2313 1 microRNA2467 w tej grupie
okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Analiza wynikow przedstawionych na wykresie 8. wykazala istnienie interakcji
genotyp-srodowisko, poniewaz efekty addytywny i dominacyjny allelu C genu microRNA2313
byly zwigzane ze statystycznie istotnie wickszg zawarto$cig thuszczu u osobnikdéw zdrowych.
Z kolei u osobnikow w stanie podklinicznym efekty te byly nieistotne, natomiast u osobnikéw

chorych efekty te byly zwigzane ze statystycznie nizsza zawarto$cig tluszczu w mleku.
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W przypadku genu microRNA2467 zaobserwowano zwigzek migdzy obecnoscig allelu T
a nizsza procentowg zawartoscig thuszczu we wszystkich klasach SCC, co $wiadczy o braku
interakcji genotyp — srodowisko. Statystycznie istotny efekt wykazywato dziatanie epistatyczne
tylko w klasie SCC 200<SCC<400.

Na wykresie 9. (aneks tab. 4A.) zilustrowano graficznie efekty gendw microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej (kg/dobg) w zaleznosci od
klasy SCC. Istotny statystycznie addytywny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono
w mleku, w ktorym zawarto$§¢ komodrek somatycznych nie przekraczata 200 tys/ml. Dobowa
wydajno$¢ mleczna byta w tym przypadku mniejsza o 0,5kg od wartosci §redniej. Dominacyjny
efekt allelu C genu microRNA2313 zwigzany byl z mniejsza dobowa wydajnosciag mleczna
o 1,2 kg w porownaniu z warto$cig srednig w tej grupie, co okazato si¢ wynikiem statystycznie
wysoko istotnym. W tej samej grupie statystycznie wysoko istotne okazaly si¢ efekty
addytywny i dominacyjny allelu T genu microRNA2467 oraz addytywno-dominacyjny efekt
interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467 zwiazane
z wyzsza dobowa wydajnoscig mleczng o odpowiednio 1,5 kg, 2,1 kg i1 3,6 kg od wartosci
srednie;.

Dominacyjno-dominacyjny efekt interakcji allelu C genu microRNA2313 iallelu T genu
microRNA2467 takze skorelowany byt z wyzsza dobowa wydajnoscig mleczna o 3,7 kg,
co okazato si¢ wynikiem istotnym statystycznie. Nie potwierdzono istotnosci pozostatych
efektow epistatycznych w tej grupie.

Istotny statystycznie addytywny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono
wmleku, w ktorym zawartos¢ komorek somatycznych zawierata si¢ w przedziale
od 200<SCC=<400 tys/ml. Dobowa wydajnos¢ mleczna byla w tym przypadku mniejsza
o 1,1 kg od wartosci $redniej. Dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313 zwigzany byt
z mniejsza dobowa wydajnosciag mleczng o 1,6 kg w poréwnaniu z wartoscig srednig w tej
grupie, co okazato si¢ wynikiem istotnym statystycznie.

Pozostate efekty, tj. efekt addytywny czy dominacyjny allelu T genu microRNA2467

oraz efekty interakcji w tej grupie okazaly si¢ nieistotne statystycznie.
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Wykres 8. Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci thuszczu w mleku w zaleznos$ci od klasy
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie tabeli 3A.



Statystycznie wysoko istotny dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313
(wykres 9.) stwierdzono w mleku, w ktérym zawarto$¢ komorek somatycznych przekraczata
400 tys/ml. Dobowa wydajno$¢ mleczna byta w tym przypadku wigksza o 1,6 kg od wartosci
sredniej. Addytywny i dominacyjny efekty allelu T genu microRNA2467 zwigzane byty
z wickszg dobowa wydajnoscig mleczng o odpowiednio 2 kg i 4 kg w poréwnaniu z wartoscig
srednig w tej grupie, co okazato si¢ wynikiem statystycznie wysoko istotnym. W tej samej
grupie statystycznie istotny okazat si¢ takze dominacyjno-addytywny efekt interakcji pomiedzy
allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467 zwigzany z nizsza dobowa
wydajnoscig mleczng o odpowiednio 4,9 kg od wartosci $redniej. Nie potwierdzono istotno$ci
pozostalych efektow w tej grupie.

Biorac pod uwage przedstawione wyniki badan (wykres 9.), po raz kolejny zauwazono
interakcje genotyp — srodowisko. Zwigzane to byto z faktem, ze efekt addytywny i dominacyjny
allelu C genu microRNA2313 byt statystycznie zwigzany z wyzsza dobowa wydajnoscia
mleczng u kréw chorych, podczas gdy ten sam efekt u krow zdrowych i w stanie podklinicznym
zwigzany byl z nizsza dobowa wydajnoscia mleczng. We wszystkich klasach SCC
zaobserwowano wyzszg od sredniej dobowa wydajnos¢ mleczng, zwigzang z dzialaniem efektu
addytywnego i dominacyjnego allelu T genu microRNA2467, co wskazywato na brak interakcji
genotyp — Srodowisko. Efekty wszystkich interakcji obu gendéw zwigzane byly z wyzsza
dobowa wydajnoscig mleczng u osobnikéw zdrowych 1 w stanie podklinicznym, podczas gdy
zupelnie odwrotng tendencj¢ zaobserwowano u osobnikdw chorych — tu efekty interakcji obu
genow zwigzane byly z nizszag dobowa wydajnoscig mleczng. W ten sposdb po raz kolejny
zauwazamy, ze wspotdziatanie epistatyczne zalezne byto od klasy SCC — u osobnikéw chorych

zaobserwowano niekorzystny efekt epistatyczny, natomiast u zdrowych efekt ten byt korzystny
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Wykres 9. Efekty genéw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej (kg/dobe) w zaleznosci od klasy SCC
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwojng gwiazdka na poziomie P <0,01.

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie tabeli 4A.



4.4. Efekty genow microRNA2313 i microRNA2467 w zaleznosci od kolejnej
laktacji

Wykres 10. (aneks tab. 5A.) przedstawia efekty genow microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do InSCC w zalezno$ci od kolejnej laktacji. W I laktacji nie
stwierdzono statystycznie istotnych efektéw. Z kolei juz w II laktacji zauwazono istotny
statystycznie addytywny efekt allelu T genu microRNA2467. Zawartos¢ SCC w mleku,
wyrazona w skali logarytmicznej, byta w tym przypadku mniejsza od warto$ci $redniej o 0,26.

Dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467 zwigzany byt z nizszg SCC w mleku
0 0,29 w poréwnaniu z wartoscig srednig w tej grupie (II laktacja), co okazato si¢ wynikiem
statystycznie wysoko istotnym. W tej samej grupie pozostale efekty, tj. efekt addytywny
1 dominacyjny allelu C genu microRNA2313 oraz efekty interakcji, okazaly si¢ nieistotne
statystycznie.

Istotny statystycznie addytywny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono w 111
laktacji. SCC w mleku, wyrazona w skali logarytmicznej, byla w tym przypadku mniejsza od
wartosci $redniej o 0,15. Natomiast dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467 zwiazany
byt z mniejszg SCC w mleku o 0,4 w poréwnaniu z warto$cia srednig w tej grupie (I1I laktacja),
co okazato si¢ wynikiem statystycznie wysoko istotnym. W tej samej grupie statystycznie
istotne okazaly si¢ jeszcze addytywno-dominacyjny efekt interakcji pomiedzy allelem C genu
microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467 oraz dominacyjno-dominacyjny efekt
interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467, ktore
zwigzane byty z nizszg SCC o odpowiednio 0,6 1 1,3 od warto$ci §redniej. Pozostate efekty,
tj: efekt addytywny microRNA2467 1 dominacyjny microRNA2313, a takze efekty interakcji
okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny efekt allelu C genu microRNA2313
stwierdzono w IV laktacji. SCC w mleku, wyrazona w skali logarytmicznej, byla w tym
przypadku wigksza od wartosci sredniej o 0,14. W tej samej grupie, istotny statystycznie okazat
si¢ tylko jeszcze addytywno-addytywny efekt interakcji pomiedzy allelem C genu
microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467, zwigzany z wyzsza SCC o 0,34 od warto$ci
sredniej. Pozostale efekty, tj: efekt addytywny i1 dominacyjny microRNA2467 1 efekty
epistatyczne w tej grupie (IV laktacja) okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu C genu
microRNA2313 (wykres 10.) stwierdzono w V laktacji. SCC w mleku, wyrazona w skali
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logarytmicznej, byta w tym przypadku mniejsza od wartosci sredniej o odpowiednio 0,671 1,23.
Pozostate efekty, tj: efekt addytywny i dominacyjny microRNA2467 oraz efekty interakcji w tej
grupie (V laktacja) okazaty si¢ nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu C genu
microRNA2313 stwierdzono w VI laktacji. SCC w mleku, wyrazoa w skali logarytmicznej byta
w tym przypadku mniejsza od wartosci $redniej o odpowiednio 0,55 i 0,72. Stwierdzono
rowniez, ze addytywno-dominacyjny efekt interakcji allelu C genu microRNA2313 1 allelu T
genu microRNA2467 zwigzany byt z wiekszg SCC w mleku o 1,78 w pordwnaniu z wartoscia
srednig w tej grupie (VI laktacja), co okazato si¢ wynikiem statystycznie wysoko istotnym. Nie
potwierdzono istotnosci pozostatych efektow, tj: efektu addytywnego i dominacyjnego
microRNA2467 czy pozostatych efektow interakcji w tej grupie.

Wobec powyzszego, stwierdzono, ze efekt addytywny i dominacyjny allelu C genu
microRNA2313 i allelu T genu microRNA2467, a takze efekty interakcji typu dd we wszystkich
klasach przedstawialy si¢ podobnie i zwigzane byly w wigkszosci przypadkow z nizszag SCC
od wartosci Sredniej. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w laktacji IV 1 VI, gdzie stwierdzono
statystycznie istotne i statystycznie wysoko istotne wyniki, efekt addytywny allelu C genu
microRNA2313, a takze addytywno-addytywny efekt interakcji pomigdzy allelem C genu
microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467 (IV laktacja) oraz addytywno-dominacyjny
efekt interakcji pomiedzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467
(VI laktacja) zwigzane byly z wyzsza SCC od wartos$ci $redniej laktacji.

Efekty microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci
biatka w mleku w zaleznosci od kolejnej laktacji prezentuje wykres 11. (aneks tab. 6A). Dane
przedstawione na wykresie pokazuja w I laktacji statystycznie wysoko istotny dominacyjny
efekt allelu T genu microRNA2467. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byta w tym
przypadku mniejsza od wartosci $redniej o 0,04%. Pozostate efekty, tj: efekt addytywny
1 dominacyjny microRNA2467 1 microRNA2313 oraz efekty interakcji okazaty si¢ nieistotne
statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny efekt allelu T genu microRNA2467
stwierdzono takze w II laktacji. Procentowa zawartos$¢ biatka w mleku byta w tym przypadku
mniejsza od warto$ci $redniej o 0,0693%. Dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467
zwigzany byl z mniejsza procentowg zawartoscig biatka w mleku o 0,0694% w poréwnaniu
z wartoscig $rednig w tej grupie (II laktacja), co okazato si¢ istotne statystycznie. Pozostate
efekty, tj: efekt addytywny 1 dominacyjny microRNA2313, a takze efekty interakcji w grupie

IT laktacji okazaly si¢ nieistotne statystycznie.
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Wykres 10. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do InSCC w zaleznosci od kolejnej laktacji
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie tabeli SA.



W III laktacji stwierdzono istotny statystycznie addytywny efekt allelu C genu
microRNA2313. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byla w tym przypadku mniejsza od
warto$ci S$redniej o 0,04%. Dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313, a takze
addytywny 1 dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467 zwigzane byly z mniejszg
procentowa zawartos$cig biatka w mleku o odpowiednio 0,07%, 0,099% i 0,14% w poroéwnaniu
z warto$cig Srednig w tej grupie (III laktacja), co okazato si¢ statystycznie wysoko istotnymi
wynikami. W tej samej grupie statystycznie wysoko istotne okazaty si¢ roéwniez addytywno-
addytywny 1 dominacyjno-addytywny efekt interakcji pomigdzy allelem C genu
microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467, co zwigzane bylo z wyzsza procentowa
zawarto$cig biatka w mleku o odpowiednio 0,23% i 0,29% w poroéwnaniu z warto$cig $rednia.
Efekty epistatyczne w grupie III laktacji okazatly si¢ nieistotne statystycznie.

Istotny statystycznie addytywny i dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467
stwierdzono w IV laktacji. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byta w tym przypadku
mniejsza od warto$ci $redniej o odpowiednio 0,096% i 0,12%. Pozostale efekty, tj. efekt
addytywny microRNA2313 i efekty interakcji w tej grupie okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotne efekty: dominacyjny allelu C genu microRNA2313,
addytywny allelu T genu microRNA246 oraz dominacyjny allelu T genu microRNA246
stwierdzono w V laktacji. Procentowa zawarto§¢ biatka w mleku byta w tych przypadkach
mniejsza od wartosci $redniej o odpowiednio 0,15%, 0,21% 1 0,26%. W tej samej grupie
pozostate efekty, tj. efekt addytywny microRNA2313 oraz efekty interakcji okazaty sie¢
nieistotne statystycznie.

Z kolei statystycznie wysoko istotne efekty addytywny i dominacyjny allelu C genu
microRNA2313 (wykres 11.) oraz istotny statystycznie addytywny efekt allelu T genu
microRNA2467 stwierdzono w VI laktacji. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byta w tych
przypadkach mniejsza od wartosci sredniej o odpowiednio 0,13%, 0,25% 1 0,11%. W tej samej
grupie statystycznie wysoko istotne okazaty si¢ rowniez addytywno-addytywny i addytywno-
dominacyjny efekt interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu
microRNA2467, a takze dominacyjno-dominacyjny efekt interakcji pomiedzy allelem C genu
microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467, co skorelowane byto z wyzsza procentowa
zawarto$cig biatka w mleku o odpowiednio 0,39%, 0,59% 1 0,74% w poroOwnaniu z warto$cig
srednig. Statystycznie istotny dominacyjno-addytywny efekt interakcji pomigdzy allelem C
genu microRNA2313 1allelem T genu microRNA2467 takze zwigzany byl z wyzszg procentowa
zawarto$cig biatka w mleku o 0,43% w pordwnaniu z wartoscig Srednig. Dominacyjny efekt

microRNA2467 w tej grupie okazat si¢ nieistotny statystycznie.
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Wykres 11. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci biatka w mleku w zalezno$ci od kolejnej
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjng gwiazdka na poziomie P < 0,01.
Zrodio: opracowanie wlasne na podstawie tabeli 6A.



Powyzsze wyniki (wykres 11.) $wiadcza o tym, ze we wszystkich laktacjach, oprocz
czwartej, tendencja zwigzana z wyzsza zawartoscig biatka w mleku byta zblizona w przypadku
interakcji dominacyjnych alleli obu badanych genéw microRNA. Natomiast efekt allelu T genu
microRNA2467 1 allelu C genu microRNA2313 zwigzane byly czesciej z nizsza procentowa
zawarto$cig biatka w mleku w pordwnaniu z warto$cig srednig tej cechy w badanym stadzie,
co mozna bylo zaobserwowa¢ we wszystkich laktacjach. Wyniki analizy danych
przedstawionych na wykresie 11. dowodza, ze wspotdziatanie epistatyczne obu gendéw bardzo
korzystnie przeklada si¢ na zawarto$¢ biatka w mleku, ktora jest zauwazalnie wyzsza niz
w przypadku pojedynczego dziatania badanych genow.

Na wykresie 12. (aneks tab. 7A.) przedstawiono efekty gendéw microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci ttuszczu w mleku w zaleznosci od
kolejnej laktacji. Istotny statystycznie okazat sig, stwierdzony w I laktacji, addytywny efekt
allelu C genu microRNA2313 - procentowa zawarto$¢ thuszczu w mleku byla wigksza od
warto$ci $redniej 00,07%. W 1 laktacji zaobserwowano takze istotny statystycznie
dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467 i byt on zwigzany z mniejszg procentowg
zawarto$cig ttuszczu w mleku o 0,06%. W tej samej grupie istotny statystycznie okazat si¢
tylko jeszcze dominacyjno-dominacyjny efekt interakcji pomigdzy allelem C genu
microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467 zwigzany z wyzsza procentowg zawartoscig
thuszczu 0 0,21% od wartosci Sredniej. Pozostate efekty, tj: efekt dominacyjny microRNA2313
1 addytywny microRNA2467, a takze pozostate efekty interakcji w tej grupie okazaly sie
nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu T genu
microRNA2467 (wykres 12.) odnotowano w laktacji II. Procentowa zawartos¢ thuszczu
w mleku byta w tym przypadku mniejsza od wartosci sredniej o odpowiednio 0,18% 1 0,19%.
W tej samej grupie istotny statystycznie okazat si¢ tylko jeszcze dominacyjno-dominacyjny
efekt interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467
zwigzany z wyzszg procentowg zawartoscig ttuszczu o 0,57% od wartosci $redniej. Pozostate
efekty, tj: efekt addytywny 1 dominacyjny microRNA2313 i pozostate efekty interakcji w tej

grupie okazaty si¢ nieistotne statystycznie.
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Wykres 12. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci ttuszczu w mleku w zaleznos$ci od kolejnej laktacji
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie tabeli 7A.



Otrzymane wyniki badan wykazaly istotny statystycznie addytywny efekt allelu T genu
microRNA2467 w 111 laktacji — procentowa zawarto$¢ ttuszczu w mleku byta w tym przypadku

mniejsza od wartos$ci $redniej 0 0,15%. W tej samej grupie wysoko istotny statystycznie okazat
si¢ addytywno-addytywny efekt interakcji pomig¢dzy allelem C genu microRNA2313 1 allelem
T genu microRNA2467 zwigzany z wyzsza procentowg zawartoscig ttuszczu o 0,41% od
wartosci $redniej. Dominacyjno-addytywny i dominacyjno-dominacyjny efekt interakcji
pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467 takze skorelowane
byly zwyzsza procentowg zawartoscig thuszczu o odpowiednio o 0,664% 1 0,628%
(w poréwnaniu z wartoscig srednig), co okazato si¢ istotne statystycznie. Nie potwierdzono
istotnosci pozostatych efektow, tj: efekt addytywnego i dominacyjnego microRNA2313 oraz
efektow epistatycznych w tej grupie (laktacja III).

W IV laktacji nie stwierdzono statystycznie istotnych efektow, w przeciwienstwie do
laktacji V, gdzie stwierdzono istotny statystycznie addytywny efekt allelu T genu
microRNA2467. Procentowa zawarto$¢ thuszczu w mleku byta w tym przypadku mniejsza od
warto$ci $redniej o 0,15%. Pozostate efekty addytywne i dominacyjne oraz efekty epistatyczne
w tej grupie okazaly si¢ nieistotne statystycznie. W VI laktacji, podobnie jak w IV, nie
stwierdzono statystycznie istotnych efektow.

Reasumujac, wyniki badan przedstawione na wykresie 12. $wiadczg o istnieniu
interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467, co wiagze
si¢ z korzystnie wigkszg zawartoscig thuszczu w mleku w pordwnaniu z wartoscig $rednia
w laktacji I, I 1 ITI. Odwrotng tendencjg, czyli mniejszg zawarto$¢ thuszczu w mleku u zwierzat
homozygotycznych pod wzglgdem allelu C 1 heterozygotycznych pod wzgledem allelu T,
mozna zaobserwowacé w laktacjach: IV, V, VI i kolejnych. We wszystkich laktacjach efekty
addytywne i dominacyjne allelu C genu microRNA2313 1 allelu T genu microRNA2467 byty
zwigzane z nizszg zawartoscia thuszczu, z wytaczeniem laktacji I, gdzie istotny statystycznie
addytywny efekt allelu C genu microRNA2313 byt zwigzany z wiekszg od $redniej zawartoscia
thuszczu w mleku. Tendencja, zwigzana z niekorzystnie nizszg zawarto$cig ttuszczu w mleku
w przypadku pojedynczego dzialania badanych genéw jak i epistatycznych interakcji migdzy
nimi, byta wyraznie zauwazalna od IV laktacji.

Wykres 13. (aneks tab. 8A.) przedstawia efekty genow microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej w zaleznosci od kolejnej
laktacji. Istotny statystycznie dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313 stwierdzono
w laktacji I. Dobowa wydajno$¢ mleczna byta w tym przypadku mniejsza od warto$ci $redniej

o 0,95 kg. W tej samej grupie istotny statystycznie okazal si¢ rowniez dominacyjno-
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dominacyjny efekt interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu
microRNA2467, zwigzany z mniejszag dobowa wydajnoscig mleczng o 2,25 kg od warto$ci
sredniej. Ponadto zauwazono, ze efekt dominacyjny allelu T genu microRNA2467 zwigzany
byl z wyzsza dobowa wydajnoscig mleczng o 0,98 kg od wartosci $redniej, co byto wynikiem
statystycznie wysoko istotnym. Pozostate efekty, tj: efekt addytywny allelu C genu
microRNA2313 i allelu T genu microRNA2467 oraz efekty interakcji w tej grupie okazaly si¢
nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu T genu
microRNA2467 stwierdzono w II laktacji. Dobowa wydajno$¢ mleczna byta w tym przypadku
wieksza od warto$ci $redniej o odpowiednio 1,84 kg i 2,51 kg. W tej samej grupie pozostate
efekty, tj: efekt addytywny i dominacyjny microRNA2313 1 interakcje okazaty si¢ nieistotne
statystycznie. Istotny statystycznie dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467
stwierdzono w III laktacji. Dobowa wydajno$¢ mleczna byta w tym przypadku wigksza od
wartosci $redniej o 1,59 kg. Istotnosci pozostatych efektow nie stwierdzono.

W IV laktacji odnotowano wysoko istotny statystycznie dominacyjny efekt allelu T
genu microRNA2467. Dobowa wydajno$¢ mleczna byta w tym przypadku wieksza od wartosci
sredniej o 3,73 kg. Stwierdzono takze, ze addytywno-addytywny efekt interakcji pomiedzy
allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467 zwiazany byl z wyzsza
dobowg wydajnoscig mleczng o 2,33 kg (w poréwnaniu z wartoscig Srednig tej grupy).
Pozostate efekty, czyli.: efekt addytywny i1 dominacyjny microRN2313, addytywny
microRNA2467, a takze efekty epistatyczne okazaty si¢ nieistotne statystycznie w tej grupie.

Statystycznie wysoko istotny dominacyjny efekt allelu C genu microRNA2313
stwierdzono w V laktacji. Dobowa wydajno$¢ mleczna byla w tym przypadku wicksza od
wartosci $redniej o 2,86 kg. Addytywny 1 dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467
zwigzany byt z wyzsza dobowa wydajnoscia mleczng o odpowiednio 4,59 kg 1 7,21 kg
w porownaniu z wartoscig $rednia w tej grupie (V laktacja), co okazato si¢ wynikami
statystycznie wysoko istotnymi.

W tej samej grupie istotny statystycznie okazal si¢ tylko jeszcze dominacyjno-
addytywny efekt interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 iallelem T genu
microRNA2467, takze skorelowany z wyzsza dobowa wydajnoscia mleczng 0 9,91 kg od
wartos$ci $redniej. Pozostate efekty, tj.: efekt addytywny microRNA2313 oraz pozostale efekty
interakcji w tej grupie okazaty si¢ nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu C genu
microRNA2313 stwierdzono w VI laktacji (wykres 13.).
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Wykres 13. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej w zalezno$ci od kolejnej laktacji
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie tabeli 8A.



Dobowa wydajno$¢ mleczna byla w tym przypadku wigksza od warto$ci Sredniej
o odpowiednio 2,67 kg i 4,7 kg. Zauwazono tez, ze addytywny i dominacyjny efekt allelu T
genu microRNA2467 zwigzany byt z wigksza dobowa wydajnoscig mleczng o odpowiednio
7,05 kg 1 7,26 kg w porownaniu z wartoscig srednig w tej grupie (VI laktacja), co okazato si¢
wynikami statystycznie istotnymi. W tej samej grupie wysoko istotne statystycznie byly
addytywno-addytywny i addytywno-dominacyjny efekty interakcji pomigdzy allelem C genu
microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467, atakze dominacyjno-addytywny efekt
interakcji pomiedzy allelem C genu microRNA2313 1 allelem T genu microRNA246. Wszystkie
zwigzane byly z nizsza dobowa wydajnosciag mleczng o odpowiednio 11,72 kg, 14,82 kg
112,79 kg od wartosci $redniej. Efekt interakcji pomiedzy allelem C genu microRNA2313
1 allelem T genu microRNA246 w tej grupie okazat si¢ nieistotny statystycznie.

Bioragc pod uwage powyzsze obserwacje (wykres 13.) stwierdzono, ze zwierzeta
o0 heterozygotycznym genotypie CT charakteryzowaty si¢ we wszystkich laktacjach wigksza
dobowa wydajnoscia mleczng. Podobnie, z wyjatkiem laktacji I, bylo w przypadku efektu
addytywnego allelu T genu microRNA2467. Efekt dominacyjny allelu C genu microRNA2313
w laktacji II1, V, V11 kolejnych zwigzany byl z wyzsza dobowg wydajnosciag mleczng, podczas
gdy w 11 II laktacji ten sam efekt zwigzany byt z nizszg wydajno$ciag mleczng.

Addytywno-addytywny i addytywno-dominacyjny efekt interakcji pomigdzy allelem C
genu microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467 zwigzany byl z nizsza wydajnoscia
mleczng tylko w laktacji VI. Warto$¢ dominacyjno-addytywnej interakcji pomiedzy allelem C
genu microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467, ktorej istotno$¢ potwierdzono
w V laktacji, zwigzana byta z wyzsza wydajnoscig mleczng od wartosci $redniej, a w laktacji
VI z nizsza.

U zwierzat podwojnie heterozygotycznych zauwazono nizszg wydajnos$cig mleczng
tylko w laktacjach I, VI i kolejnych. Bardzo interesujacy jest przypadek VI laktacji, gdzie
zauwazono, ze wspotdziatanie epistatyczne obu gendw zwigzane jest ze zdecydowanie nizsza
dobowa wydajnos$cia mleczng niz w przypadku wczes$niejszych laktacji. Tu najbardziej
widoczna jest zaleznos$¢ efektow gendéw od czynnika §rodowiskowego, jakim jest kolejna

laktacja.
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4.5. Efekty genow microRNA2313 i microRNA2467 w zaleznosci od stadium
laktacji

Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do InSCC w zaleznosci
od stadium laktacji zilustrowano na wykresie 14. (aneks tab. 9A.). W probkach mleka z I, 11

1 III stadium laktacji nie stwierdzono statystycznie istotnych efektow.

Wykres 14. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do InSCC
w zaleznosci od stadium laktacji
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Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie tabeli 9A.

Na wykresie 15. (aneks tab. 10A.) zaprezentowano efekty genow microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci biatka w mleku w zaleznosci od
stadium laktacji. W probkach mleka z I stadium laktacji nie stwierdzono statystycznie istotnych
efektow. Statystycznie wysoko istotny addytywny i dominacyjny efekt allelu T genu
microRNA2467 stwierdzono natomiast w probkach mleka z II stadium laktacji. Procentowa
zawarto$¢ biatka byla w tym przypadku mniejsza od wartosci $redniej o odpowiednio 0,14%
10,18%. Pozostate efekty, tj. efekt addytywny i dominacyjny microRNA2313 oraz efekty

interakcji w tej grupie okazaty si¢ nieistotne statystycznie.
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Wykres 15. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci biatka w mleku w zalezno$ci od stadium
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie tabeli 10A.



W I stadium laktacji stwierdzono istotny statystycznie dominacyjny efekt allelu C
genu microRNA2313. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byta w tym przypadku mniejsza
od wartosci $redniej o 0,09%. Zauwazono takze, ze addytywny 1 dominacyjny efekt allelu T
genu microRN2467 (wykres 15.) zwigzany byt z mniejsza procentowag zawarto$cig biatka
o odpowiednio 0,16% 10,22% w poréwnaniu z wartoscig $rednig w tej grupie (III stadium
laktacji), co okazalo si¢ wynikiem statystycznie wysoko istotnym. Pozostale efekty, tj: efekt
addytywny microRNA2313 i efekty epistatyczne okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Uwzgledniajgc powyzsze wyniki stwierdzono, ze efekt addytywny allelu C genu
microRNA2313 w kazdym stadium laktacji zwigzany byt z nizsza zawarto$cig biatka w mleku.
Pozostate efekty badanych gendw microRNA w stadiach II i III zwigzane byly z mniejsza
procentowg zawartoscig biatka w mleku, w przeciwienstwie do stadium I, gdzie te same efekty
badanych genéw microRNA zwiazane byly z wyzsza zawarto$cig biatka lub nie mialy z nig
zwigzku. Przedstawione na wykresie 15. wyniki badan $wiadcza o istnieniu interakcji genotyp
— srodowisko, co przejawia si¢ w o wiele nizszej zawarto$ci biatka w mleku w stadium II i III
w porownaniu ze stadium I.

Na wykresie 16. (aneks tab. 11A.) przedstawiono efekty genow microRNA2313
1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci ttuszczu w mleku w zaleznos$ci od
stadium laktacji. Istotny statystycznie addytywny efekt allelu C genu microRNA2313
stwierdzono w I stadium laktacji. Procentowa zawarto$¢ biatka w mleku byta w tym przypadku
mniejsza od wartosci $redniej o 0,06%. Pozostate efekty, tj: efekt addytywny microRNA2467
oraz efekty interakcji w tej grupie okazaty si¢ nieistotne statystycznie.

W 1II stadium laktacji istotny statystycznie okazal si¢ addytywno — dominacyjny efekt
interakcji pomigdzy allelem C genu microRNA2313 1 allelem T genu microRNA2467.
Procentowa zawarto$¢ ttuszczu w mleku byta w tym przypadku mniejsza od wartosci srednie;j
0 0,49%. Pozostate efekty, tj: efekt addytywny 1 dominacyjny microRNA2313 1 microRNA2467,
a takze efekty epistatyczne okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

W 1II stadium laktacji nie stwierdzono statystycznie istotnych efektéw addytywnych
1 dominacyjnych i efektow interakcji.

Podsumowujac powyzsze wyniki stwierdzono, ze efekty w stadium II laktacji roznity
si¢ od pozostatych stadiow. W II stadium zwierz¢ta homozygotyczne pod wzgledem allelu C
1 heterozygotyczne w locus microRNA2467 odznaczaly si¢ mniejsza koncentracjg thuszczu

w mleku w poréwnaniu z pozostatymi zwierze¢tami, co zostato potwierdzone statystycznie.
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Wykres 16. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci thuszczu w mleku w zaleznosci od stadium
laktacji
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwojng gwiazdka na poziomie P < 0,01

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie tabeli 11A.



Na wykresie 17. (aneks tab. 12A.) =zaprezentowane zostaly efekty genow
microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej w zaleznosci
od stadium laktacji. W I stadium laktacji nie stwierdzono statystycznie istotnych efektow
1 efektow interakcji, natomiast juz w Il stadium stwierdzono, ze addytywny i dominacyjny efekt
allelu T genu microRNA2467 zwiazany byl zwigksza dobowa wydajnoscia mleczng
o odpowiednio 1,83 kg i 2,6 kg w poréwnaniu z wartoscig $rednig w tej grupie, co okazato si¢
wynikiem statystycznie istotnym. Pozostate efekty, tj. efekt addytywny 1 dominacyjny
microRNA2313 i efekty interakcji okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Statystycznie wysoko istotny dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467
stwierdzono w III stadium laktacji. Dobowa wydajnos$¢ mleczna byta w tym przypadku wigksza
od wartosci S$redniej o 2,75 kg. Nie potwierdzono istotnosci pozostalych efektow,
tj. addytywnego allelu C microRNA2313 1 allelu T microRNA2467, a takze efektow
epistatycznych w tej grupie.

Analiza danych przedstawionych na wykresie 17. wykazata, ze zwierzeta posiadajace
allel T microRNA2467 w 1l stadium charakteryzowaty si¢ wickszag wydajnosciga mleczng
w porOwnaniu z pozostalymi zwierzetami. Ustalono takze, ze allel T byl dominujacy
w stosunku do allelu C. Zaobserwowano wrgcz efekt heterozji. Efekt ten byl istotny takze

w1l stadium.
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Wykres 17. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej w zalezno$ci od stadium laktacji
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Efekty zaznaczone pojedyncza gwiazdka sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast podwdjna gwiazdka na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie tabeli 12A.



5. DYSKUSJA

5.1. Zaangazowanie microRNA w procesy odpornosciowe

W niniejszej pracy wykazano istotny zwigzek pomigdzy genetycznymi wariantami
wybranych genow microRNA2313 oraz microRNA2467 a odpornoscig na mastitis u krow
mlecznych.

Znaczna cz¢$¢ postepu naszej wiedzy na temat proceséw komorkowych modulowanych
przez microRNA koncentruje si¢ na procesach rozwojowych. Stopniowo jednak odkrywana
jest rola microRNA w odpowiedzi immunologicznej (Gantier i in., 2007). Uwaza sie¢, ze
odporno$¢ wrodzona zapewnia poczatkowa obrone przed infekcjami wywolanymi przez
wirusy, bakterie, grzyby, a takze pierwotniaki. Pierwsza komorkowa linia obrony, czyli
receptory rozpoznajacych wzorce PRR (ang. Pattern Recognition Receptors), jest
odpowiedzialna za wykrycie molekularnych wzorcow atakujacych patogendw. Proces ten jest
niezbedny do aktywacji kaskad sygnalizacji wewnatrzkomorkowej, ktore prowadza do
transkrypcyjnej ekspresji mediatorow zapalnych w celu koordynowania eliminacji patogenow
1 zainfekowanych komorek. Aby utrzymaé rownowage pomie¢dzy ochronng odpornoscia
a stanem zapalnym po infekcji, wrodzone szlaki sygnalowe gospodarza musza by¢ S$cisle
regulowane. Regulacja ta odbywa si¢ dzigki silnym modulatorom dziatajgcym na poziomie
potranskrypcyjnym, czyli czasteczkom microRNA (Zhang i Li, 2013).

Istnieja bezposrednie dowody na zwigzek migdzy odpowiedzia immunologiczng
ssakow a czasteczkami microRNA. Znaczenie microRNA w odpornosci komorkowej
podkreslaja badania Muljo 1 in. (2005) na myszach z warunkowym nokautem enzymu Dicer,
ktore maja niedobory komorek T. Dicer to enzym podobny do RNazy III, ktory jest niezbedny
w biogenezie kilkunastu nukleotydowych odcinkéw microRNA. Muljo i in. (2005) zauwazyli,
ze niedobdr enzymu Dicer jest niekorzystny dla obwodowych limfocytéw T CD4+ i moze
odpowiada¢ za ich, w przyblizeniu dwukrotng, redukcje w $ledzionie, weztach chtonnych
i krwi.

Badacze sugeruja takze, ze zmniejszona ekspresja enzymu Dicer zaburza produkcje
i/lub przezycie prekursoréw limfocytow T takich jak tymocytow CDS8 SP (Sordillo i in., 2005).
Ponadto wykazano w badaniach Li i in. (2012b), ze microRNA466/ moze bezposrednio thumic
ekspresje IFN-a w zainfekowanych wirusami makrofagach i komorkach dendrytycznych oraz

hamowa¢ wrodzong przeciwwirusowa odpowiedZz immunologiczng gospodarza. Podobne
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wyniki uzyskali Witwer 1 in. (2010) zauwazajac, ze microRNA26a, microRNA34a,
microRNA145 oraz let-7b reguluja ekspresja IFN-B w komorkach ludzkich i makakow,
awzwigzku z tym wplywaja na odporno$¢ wrodzong gospodarza od najwczes$niejszych
odpowiedzi do stadium infekcji wirusowej. Co ciekawe, wykazano rowniez, ze sygnalizacja
IFN-B zwigksza ekspresje¢ trzech z czterech wspomnianych wyzej microRNA: -26a, -34a i let b,
co wskazuje na potencjalng petle ujemnego sprzgzenia zwrotnego w celu buforowania
produkcji IFN-B (Witwer i in., 2010).

Badania Li (2012b) 1 Witwera (2010) oraz ich wspotpracownikow wykazujg wazna,
1 wielokrotnie poruszang w publikacjach, role czasteczek microRNA w regulacji produkcji
interferonu. Moze ona by¢ wykorzystana bezposrednio poprzez celowanie w transkrypcje
interferonu lub posrednio poprzez subtelne manipulacje natezeniem i czasem trwania
poprzedzajacych szlakow sygnatowych receptorow rozpoznajacych wzorce PRR (Forster i in.,
2015). Taganov 1 in. (2006) podj¢li si¢ sprawdzenia potencjalnego udzialu microRNA
w regulacji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej analizujac ekspresje 200 czasteczek
microRNA po ekspozycji komorek linii THP-1 (ludzka linia komorek monocytowych
biataczki) na lipopolisacharyd (LPS). Naukowcy zauwazyli, ze dla kilku microRNA, -146a/b,
-132 1 -155, indukowana jest wtedy produkcja dojrzatych form czasteczek.

Badacze przyjrzeli si¢ glownie microRNA146a/b. Ustalili, ze wzrost ekspresji
microRNA146a/b, w ktorym posredniczy LPS, jest zalezny od NF-kB, czyli kompleksu
biatkowego biorgcego udzial w odpowiedzi komoérki na bodzce. Zidentyfikowali réwniez geny
IRAK1 i TRAF6 jako geny docelowe hamowania potranslacyjnego przez microRNA146a/b, co
wedlug badaczy sugeruje nowy mechanizm regulacji negatywnego sprzg¢zenia zwrotnego
sygnalizacji receptorow TLR i cytokin (Taganov i in., 2006). Badania Taganova opieraly si¢ na
mikromacierzach zawierajacych microRNA, ktore zostaty zidentyfikowane juz wcze$niej, poza
kontekstem odpowiedzi immunologicznej. Przewiduje si¢, ze wiele microRNA jest
indukowanych podczas specyficznych odpowiedzi immunologicznych, zatem strategie
wykorzystujace obecne mikromacierze microRNA nie odzwierciedlaja zakresu microRNA
rzeczywiscie indukowanych podczas odpowiedzi immunologicznej. Stad zrozumienie
immunomodulacyjnego dzialania microRNA wymaga coraz wigkszej ilosci kompleksowych
badan (Gantier i in., 2007).

Hu i in. (2022) réwniez badali zachowanie microRNA155 podczas ekspozycji na LPS
dojrzewajacych ludzkich komorek dendrytycznych pochodzacych z monocytéw. Zauwazyli
oni, ze ilos¢ microRNAI155 wzrasta, a takze bezposrednio celuje w mRNA czynnika

transkrypcyjnego PU.1. Ta sama czasteczka microRNA zostata poddana analizie przez
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Tanga i wsp. (2010). Badacze zidentyfikowali gen MyDS8S, kodujacy biatko adaptorowe
(ang. Myleoid differentation primary response protein 88), jako docelowy dla microRNA155.
Badacze odkryli, ze microRNA155 zmniejszyt ekspresje MyDS88 na poziomie biatka, ale nie na
poziomie mRNA, co sugeruje, ze hamowanie aktywnos$ci MyD88 odbywa si¢ na poziomie
potranskrypcyjnym. Ponadto w badaniu zauwazono, ze podczas zakazenia Helicobacter pylori,
nadekspresja microRNA155 prowadzita do znacznego zmniejszenia poziomu Interleukiny-8.
Wykazano w ten sposob, ze microRNA155 moze regulowaé stanem zapalnym poprzez
celowanie w kluczowg czasteczke adaptorowa MyDS88 w szlakach zapalnych (Tang iin., 2010).

MicroRNA155 jest szeroko opisywany w literaturze i wydaje si¢ by¢ jednym
z wazniejszych przedstawicieli tych krotkich niekodujacych czasteczek RNA. microRNA155
zostal tez, bowiem przebadany przez Ceppi i in. (2009), ktorzy ustalili, ze w odpowiedzi na
dziatanie lipopolisachardydéw na komorki dendrytyczne, ekspresja microRNA jest znacznie
podwyzszona. Zidentyfikowali oni, Ze szlak zapalny receptora Toll-podobnego i Interleukiny -
1 (TLR/IL-1) jest modulowany przez microRNA155. Autorzy uznali microRNA155 za czynnik
odgrywajacy kluczowa role w kontrolowaniu intensywnosci odpowiedzi zapalnej na
drobnoustroje w ludzkich komoérkach dendrytycznych (Ceppi 1 in., 2009).

Thulin 1 in. (2013) badali z kolei wplyw microRNA9 na regulacje ludzkiego genu
PPARS. PPARJ bierze udzial w odpowiedzi zapalnej, a jego ekspresje indukuja cytokiny.
Badacze wykazali, ze PPAROJ jest rOwniez regulowany na poziomie potranskrypcyjnym przez
microRNAY9. Zwigkszenie ekspresji microRNAY9 powoduje bezposrednie wyciszanie ekspresji
PPARGS (Thulin 1 in., 2013). W literaturze microRNA9 wymieniany jest jako czynnik majacy
znaczenie w odpowiedzi immunologicznej (Bazzoni i in., 2009) i stresie pourazowym (Zhang
1L, 2013), w procesie réznicowania neurondw, w roznego rodzaju procesach nowotworowych
(Nie 1 in., 2008, Ma 1 in., 2010) oraz w procesie egzocytozy insuliny z wysp trzustkowych
(Plaisance 1 in., 2006). W swoich badaniach Thulin 1 in. (2013) wykazali dodatkowa funkcje
microRNA9 polegajaca na jego zwigkszonej ekspresji w ludzkich monocytach po traktowaniu
komorek LPS, podczas gdy malata ekspresja PPARO 1 jego docelowych gendéw takich jak
PLIN2, CPTIA 1 ANGPTLA4, ktérych ekspresja malata w ciggu 4. do 8. godzin od momentu
traktowania LPS (Thulin i in., 2013).

Chen wraz ze swoim zespotem badawczym (2014) sporzadzili analize réznic
w ekspresji microRNA na szlaku NF-kB mi¢dzy zdrowymi a chorymi na mastitis krowami rasy
holsztynskiej chinskiej. Naukowcy zauwazyli, ze liczba kopii badanych microRNA spada
u osobnikéw z zapaleniem wymienia, co moze z kolei powodowac aktywacj¢ szlaku NF-xB

u tychze osobnikow. U zdrowych osobnikow szlak ten byl nieaktywny ze wzgledu na wigksza

91



liczbe kopii microRNA. Badacze zauwazyli ponadto, ze ze wzglgdu na oczywiste rdznice
w ekspresji u osobnikow chorych i zdrowych, niektére microRNA, zwlaszcza microRNA16
1 miroRNA223, moga by¢ z powodzeniem wykorzystane jako prognostyczne markery zapalenia
wymienia u kréw.

Podobnych markerow szukali w swojej pracy badawczej Li i in. (2017), ktérzy badali
ekspresj¢  microRNAI44-5p 1 microRNAI30b-5p w zdrowych 1 zainfekowanych
(zidentyfikowanych z mastitis) tkankach gruczolu mlekowego u kroéw. Nizszg ekspresje
microRNA144-5p zaobserwowano w zainfekowanych tkankach gruczotu mlekowego
w porownaniu z tkankami pochodzacymi od zdrowych zwierzat. Ekspresja tego microRNA byta
wyzsza niz w innych tkankach, w tym w tkankach serca, watroby, $ledziony, pluc i nerek
zdrowych kréw. Ekspresja microRNAI30b-5p byla znacznie wyzsza w zainfekowanych
tkankach niz w tkankach nieobjetych mastitis. Tu réwniez ekspresja tego microRNA byta
wyzsza w tkankach gruczotu mlekowego niz w innych tkankach wyzej wymienionych.
Odkrycia badaczy sugeruja, ze obie czasteczki microRNA s3 silnie skorelowane z zapaleniem
wymienia (Li 1 in., 2017).

W badaniach Zorc 1 Kunej (2015) wykazano, ze microRNA2313 jest jednym
z najbardziej polimorficznych genéw u bydta, a ponadto wytypowano go jako jedna z przyczyn
mechanizmoéw regulacyjnych zapalenia wymienia (Li i1 in., 2015). Dlatego tez Malovrh
z zespotem (2018) postanowili przeprowadzi¢ analiz¢ powigzan microRNA2313 z cechami
wzrostu 1 tuszy w stowienskiej rasie bydta Simmental (Malovrh 1 in., 2018). Prace Malovrh
(2018) nie wujawnity zadnych zwigzkow polimorfizméw microRNA2313 z cechami
fenotypowymi, jednak badacze zauwazaja, ze gen microRNA2313 znajduje si¢ w intronie
2 genu gospodarza GRAMDIB, ktory zostal wczesniej powigzany z cechami produkeji
1 reprodukcji u bydta (Héglund i in., 2015; Serdo i in., 2013).

Takze wyniki badan Barth’a 1 wspotpracownikéw (2008) dowiodty istnienia czgsteczek
microRNA regulujacych ekspresja wirusowych genow poprzez degradacje ich transkryptow.
Wyniki ich badan sg zgodne z pogladem, ze microRNA-BART?2 stuzy jako inhibitor replikacji
wirusowego DNA poprzez degradacje¢ mRNA wirusowej polimerazy DNA BALFS.
microRNA-BART? ulega ekspresji podczas utajonej fazy infekcji. Badacze stwierdzili, ze
microRNA-BART?2 stuzy do hamowania nieprawidtowo transkrybowanego mRNA BALFS, aby
zapobiec przypadkowej replikacji wirusa (Barth 1 in., 2008).
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5.2. Polimorfizm genow microRNA a odpornos¢

Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP), najcz¢stsze mutacje w genomach
ssakow, to wymiany pojedynczych zasad, ktére naturalnie wystepuja w genomie (Sousa i in.
2021). SNP przyczyniajg si¢ do powstawania fenotypow zwigzanych z r6znymi chorobami, sg
takze zaangazowane w regulacje szerokiego zakresu proceséw fizjologicznych
1 patologicznych, takich jak starzenie si¢ komorek, apoptoza czy zapalenie i odpowiedz
immunologiczna. Ostatnie badania sugeruja, ze SNP zlokalizowane w microRNA wpltywaja na
rozne aspekty choréb poprzez regulacje ekspresji lub aktywnosci samych czasteczek
microRNA (Liuiin., 2017).

Wsrod microRNA ze zmieniong predykcja dotyczaca wigzania z genem targetowym
wyrozniamy microRNAI5a i -23a, ktérych geny targetowe zostaty zidentyfikowane u bydta.
Gen CDI63 jest jednym z genoéw targetowych dla microRNA15a. microRNAI5a, wiazac si¢
zgenem CDI63 1 regulujac jego eskpresja u bydta mlecznego, odgrywa wazng rolg
w zwalczaniu zapalenia gruczolu mlekowego, (Ju i in., 2018a). Co ciekawe, badania Sousy i in.
(2021) ujawnity, ze SNP obecny w regionie ,,seed” (ang. seed region) genu microRNA15a
zmienia jego wigzanie z genem CDI63, co moze wptywa¢ na odpowiedZz immunologiczng
podczas infekcji (Sousa i in., 2021).

Innym przyktadem badan skupiajacych si¢ na badaniu polimorfizméw pojedynczych
nukleotydéw w genach microRNA w powiazaniu z odpowiedzig na infekcje jest praca Ju i in.
(2018b), ktérzy zbadali zmiennos$¢ genu NCF4 1 jej wptyw na zapalenie wymienia u krow. Gen
NCF4 koduje biatko, ktéore petni funkcje obrony gospodarza przed postepem infekcji
bakteryjnej. Badania nad zmiennos$cig genetyczng NCF4 1 jej zwigzkiem z podatnosciag na
zapalenie wymienia wykazaly, ze w obrgbie genu istnieje funkcjonalny polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (SNP) w nieulegajacym translacji regionie 3’UTR 1 jego docelowego
microRNA. W regionie seed microRNA2426 wiazacym si¢ z regionem 3’UTR genu NCF4
badacze wykryli polimorfizm w locus g.18475 A>G. Test lucyferazy wykonany przez badaczy
wykazal, ze wtasnie ten polimorfizm wptywa na wigzanie genu NCF4 i microRNA2426.

Wyniki analizy asocjacyjnej wykazaty, ze krowy z genotypem GG w locus g.18475
A>G mialy relatywnie nizszg warto§¢ SCS (InSCC) niz krowy z genotypem AA. Ponadto,
wyniki ilo$ciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR) wykazaty, ze krowy
z genotypem GG mialy stosunkowo wyzsza ekspresj¢ mRNA genu NCF4 w poréwnaniu

z krowami z genotypem AA. Badanie wykazalo, zatem, ze ekspresja NCF4 regulowana jest
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przez mechanizm interakcji microRNA-mRNA oraz wskazalo na wazng role genu NCF4

w podatnosci na zapalenie wymienia (Ju i in., 2018b).

5.3. Zwiazek microRNA z produkcja mleka, bialka i thuszczu

W niniejszej pracy wykazano zwigzek polimorfizmu genow microRNA2313 oraz
microRNA2467 z wydajno$cig mleczng oraz procentowg zawartoscig thuszczu i biatka.

Gruczol mlekowy u bydta to ztozony narzad, ktory ro$nie i rozwija si¢ po wycieleniu
ijest w stanie wyprodukowa¢ ponad 30 tysigcy kg mleka w pelnym cyklu laktacyjnym
(Cui 11n., 2020). Ze wzgledu na swoje wazne funkcje, komorki gruczotu sg wykorzystywane
jako model do badania profilu ekspresji genéw w celu identyfikacji tych najbardziej
kluczowych, lezacych u podstaw cech produkcji mleka u bydla mlecznego. W literaturze
znalez¢ mozna badania, wykazujace, ze nieprawidlowa/odbiegajaca od normy ekspresja
microRNA w gruczotach mlekowych moze mie¢ istotny wplyw na ich rozwoj, a takze na samg
laktacje.

Li i in. (2012c) zglosili 283 znanych 1 74 nowych microRNA w gruczole mlekowym
u kréw rasy holsztynskiej, wsrdd ktorych eskpresja az 56. microRNA roznila si¢ miedzy
krowami w okresie laktacji, a tymi nieprodukujacymi mleka. W wyniku powyzszych
obserwacji uznano, ze microRNA sg zaangazowane w regulacje laktacji (Li 1 in., 2012c).

Wang i in. (2014) podjeli si¢ sprawdzenia jak wybrane przez nich geny microRNA
wplywaja na rozwdj gruczotu mlekowego oraz samg laktacj¢ na poziomie potranskrypcyjnym
u bydta mlecznego rasy holsztynskiej. W badaniach stwierdzono, ze ekspresja microRNA152
roznita si¢ w tkankach gruczotu mlekowego podczas roznych okreséw laktacji przy uzyciu
technik sekwencjonowania malych RNA i qRT-PCR. Zbadano takze zwigzek pomig¢dzy
metylotransferaza DNA1 (DNMT1), ktora jest genem targetowym microRNAI52 a poziomami
ekspresji tej czasteczki RNA. Zauwazono, ze metylotransferaza DNA1 byta odwrotnie
skorelowana z poziomami ekspresji microRNA152 w gruczotach mlekowych u badanych krow.
Komorki nablonka gruczolu mlekowego wykorzystano jako modele komérkowe in vitro do
badania funkcji microRNA152. Wymuszona ekspresja microRNA152 w modelu komérkowym
spowodowata znaczng redukcje metylotransferazy DNA1 zaréwno na poziomie mRNA, jak
1 biatka. To z kolei doprowadzito do zmniejszenia globalnej metylacji DNA 1 zwigkszyto
ekspresje dwoch gendw zwiazanych z laktacja: serynowo-treoninowej kinazy biatkowej Akt
ireceptora gamma aktywowowanego przez proliferatory peroksysomow (Ppary).

Kontrastowo, hamowanie ekspresji microRNA152 prowadzito do odwrotnych skutkéw. Przy
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wykorzystaniu elektronicznego licznika Coulter i cytometru przeptypowego, stwierdzono, ze
microRNAI152 wzmacnia zywotno$¢ i zdolno$¢ do powielania komoérek nabtonkowych
gruczotu mlekowego, co ostatecznie zwigzane jest ze zwickszong produkcja mleka (Wang i in.,
2014).

Ponadto Le Guillou i in. (2012) stwierdzili, ze nadekspresja microRNA30b powoduje
swoisty defekt laktacji i opdZniong inwolucj¢ w gruczole mlekowym u myszy. Li i in. (2012a)
zbadali z kolei role regulatorowa genu microRNA15a u bydta mlecznego rasy holsztynskie;j.
W badaniu ustalono, ze genem docelowym dla microRNA15a jest gen receptora hormonu
wzrostu (ang. Growth Hormone receptor, GHR) (Li i in., 2012a). Hormon wzrostu jest jednym
z krytycznych regulatorOw wzrostu i metabolizmu (Akers, 2006). Odgrywa takze wazng role
w gruczotach mlekowych wplywajac nie tylko na ich rozwdj, ale tez na samg laktacje (moze
wptywaé na zwigkszong produkcje mleka u bydta), i sktad mleka (Sakamoto i in., 2005).
W badaniu Li i in. (2012a) ustalono, ze ekspresja GHR regulowana jest przez microRNA15a,
ktéry obniza ekspresje genu receptora hormonu wzrostu, a takze wplywa na obnizenie poziomu
kazein w mleku.

Liczba 1 zywotno$¢ komorek gruczotu mlekowego zwigzana jest z produkcja mleka,
a wiec zwigkszona liczba komorek wymienia i zwigkszona zywotno$¢ komorek przyczyniaja
si¢ do wzmozonej laktacji. Li i in. (2012a), chcac zbada¢ mechanizmy odpowiedzialne za
zmiany w aktywnosci i liczbe komoérek gruczotu mlekowego, przeanalizowali takze wpltyw
microRNA15a na powyzsze procesy 1 ustalili, ze bydlecy microRNAI5a jest regulatorem
promujacym laktacje w komodrkach gruczolu mlekowego, a takze moze regulowaé ich
zywotnos$¢.

Z kolei Tanaka i in. (2009) zidentyfikowali microRNA101la jako czynnik odgrywajacy
wazng role w procesie rozwoju gruczotu mlekowego. Aby pokazaé, ze niektore microRNA
wykazuja zmiany w swojej ekspresji podczas rdznicowania komorek nablonka gruczolu
mlekowego myszy, zwanych HC11, do swojej analizy badacze wykorzystali mikromacierze
microRNA, W tym samym czasie, w ktorym zachodza zmiany w ekspresji badanego microRNA,
komorki te nabywaja fenotyp laktocytow, czyli komorek odpowiedzialnych za produkcije
mleka. Podczas badania w szczego6lnosci zaobserwowano wzrost ekspresji microRNAI0la,
ktory nastgpowal podczas réznicowania i inwolucji w tkance gruczolu mlekowego, m.in.
w komoérkach HC11. Jedne z wynikéw badan ujawnily, ze microRNAI0la thamil ekspresje
B - kazeiny, biatka mleka i markera réznicowania komorek. Nadekspresja microRNA10la
hamowata rowniez proliferacj¢ komérek HC11, co moglto wptywaé na stan zréznicowania

komorkowego gruczotu sutkowego.
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Wang i Li (2007) takze mieli swoj udziat w opisaniu wplywu microRNA na rozwdj
gruczolu mlekowego u myszy. W celu zbadania profili ekspresji microRNA 1 ich funkcji
w rozwoju gruczolu mlekowego w trakcie cigzy, a szczegdlnie w okresie przejscia z cigzy do
laktacji, wykorzystano technike mikromacierzy, a takze qRT-PCR. Analiza wykazata, ze kazdy
etap rozwojowy gruczotu mlekowego ma swoj wilasny wzorzec ekspresji microRNA.
W przypadku niektorych microRNA zauwazono spadek ekspresji, tj. microRNAI138 czy -431,
podczas gdy microRNAI133, -133a i -133b wykazywaly zwigkszong ekspresje podczas cigzy
1 laktacji. Wyniki te wyraznie wskazujg na funkcjonalne zaangazowanie czasteczek microRNA
w rozwdj gruczolu mlekowego (Wang i Li, 2007).

Wykorzystujac te same techniki badawcze, Cui wraz z zespotem (2011) doszli do
bardzo podobnych wnioskéw podczas analizy ekspresji microRNAI126-3p. Zauwazyli oni
roznice w poziomach ekspresji tego microRNA podczas rozwoju mysiego gruczotu mlekowego
w trakcie trwania cigzy, a zwlaszcza przy przejsciu z cigzy do laktacji. Wykorzystano metody
bioinformatyczne w celu ustalenia genu docelowego microRNAI26-3p. Stwierdzono, ze
receptor progesteronu w regionie 3°’UTR jest bezposrednim miejscem docelowym dla badane;j
czasteczki microRNA oraz ustalono, ze microRNA126-3p moze hamowac proliferacje mysich
komorek nabtonkowych gruczotu mlekowego, a takze obniza¢ ekspresj¢ biatka kodowanego
przez gen progesteronu. Wszystko to stanowito podstawe do stwierdzenia, ze microRNA126-
3p moze odgrywac¢ wazng rolg w procesie rozwoju gruczotu mlekowego (Cui 1 in, 2011).
Liiin. (2015) wykryli, ze 77, sposrod kilkuset badanych przez nich microRNA, miaty rozny
profil ekspresji u kréw z zapaleniem gruczotu mlekowego i krow zdrowych rasy holsztynskie;j.

Z kolei badania Lin i wspotbadaczy (2013) dostarczyly pierwszego dowodu na to, ze
ekspresja microRNA jest synergistycznie regulowana w gruczole mlekowym kozy, a takze
dowiodly biologicznej roli microRNA w syntezie thuszczu w kozim mleku. Wykazano, ze
ekspresja microRNA moze by¢ regulowana przez hormony. W swoim badaniu, Lin i in. (2013),
zauwazyli, ze poziomy ekspresji konkretnych microRNA, mianowicie microRNA23a,
microRNA27b, microRNAI103 oraz microRNA200a byly podwyzszone wraz ze wzrostem
stezenia prolaktyny. Prolaktyna dziala poprzez szlak STATS/JAK2 w celu zwigkszenia
ekspresji genu mRNA zwigzanego z syntezg thuszczu w mleku w gruczole mlekowym. Badacze
podkreslili, ze synteza tluszczu w mleku moze by¢ zwigzana z regulatorowa siecig hormon-
microRNA w gruczole mlekowym.

Bardzo ciekawe badania przeprowadzili Jabed 1 in. (2012), ktorzy analizowali ekspresje
microRNA u bydia mlecznego. Stwierdzili oni, ze ukierunkowana ekspresja microRNA kieruje

produkcja wolnego od p-laktoglobuliny, ale o wysokiej zawarto$ci kazeiny, mleka.
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Wystepowanie B-laktoglobuliny w mleku krowim nie jest pozadane, gdyz nie wystgpuje ono
w mleku ludzkim i jest gldwnym alergenem dla ludzi. Badacze podj¢li si¢ obnizenia poziomu
B-laktoglobuliny w mleku za pomoca RNAi. Badanie przesiewowe in vitro dziesi¢ciu
microRNA, pojedynczo lub w kombinacjach tandemowych, pozwolito zidentyfikowa¢ kilka,
ktére osiagnety nawet 98%-towy knockdown [-laktoglobuliny. Naukowcy wyprodukowali
takze transgeniczne ciele¢ zaprojektowane do ekspresji tandemowych microRNA, gdyz
skumulowane dziatanie wielu microRNA czgsto powoduje silniejszy knockdown niz dziatanie
pojedynczego microRNA. Badacze przetestowali wigc tandemowe konstrukty microRNA
1 poréwnali ich aktywnos¢ z aktywno$cia czasteczek dziatajacych ,,w pojedynke”. Mimo ze nie
zaobserwowano istotnych ro6znic miedzy aktywnoscig pojedynczych i tandemowych
konstruktow, to analiza mleka indukowanego hormonalnie pozyskanego od transgenicznego
cielecia wykazata brak wystepowania f-laktoglobuliny 1 rOwnoczesny wzrost kazein w mleku.
Odkrycia te wskazuja na zubozenie wystgpowania alergennego biatka mleka u bydta za
posrednictwem microRNA i potwierdzaja ukierunkowang ekspresje microRNA jako skuteczng
strategi¢ zmiany sktadu mleka.

Oprdcz badan skupiajacych si¢ na wzorze ekspresji microRNA wplywajacych na wzrost,
rozwoj 1 funkcjonowanie gruczotu mlecznego, prowadzono takze wiele analiz asocjacyjnych.

Shen i in. (2016) zidentyfikowali trzy microRNA w bydlecych komorkach gruczotu
mlekowego (microRNA33a, microRNA152 1 microRNA224), ktére wedtug badaczy moga by¢
zaangazowane w metabolizm tluszczu w mleku. W badaniu Lian’a i in. (2016) nadekspresja
lub wyciszanie bydlgcego microRNAI81a powodowata zmniejszenie lub wzrost stezenia
trojglicerydow i1 odkladania lipidow w mleku, co sugeruje, ze microRNA181a moze posrednio
wptywaé na synteze tluszczu mleka poprzez regulacje ACSL1 (enzym przeksztatcajacy
lipofilowe kwasy tluszczowe w rozpuszczalny w wodzie acylo-CoA, ktoéry jest nastepnie
estryfikowany do trojglicerydow). Wyniki badan wskazuja, ze funkcje microRNAI81a moga

by¢ kluczowe dla syntezy thuszczu w komoérkach gruczotu mlekowego (Lian i in., 2016).

5.4. Znaczenie epistazy i efektow dominacyjnych

W niniejszej pracy stwierdzono, ze niektore efekty epistatyczne badanych gendow
microRNA2467 oraz microRNA2313 okazaly si¢ statystycznie istotne lub statystycznie wysoko
istotne, co doktadnie omowione jest w czesci pracy pt. ,,Wyniki”.

W swoim pierwotnym znaczeniu epistaza odnosila si¢ do maskowania lub ujawniania

si¢ skutkow podstawienia allelicznego w konkretym locus genu. We wspotczesnym znaczeniu
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espistaza odnosi si¢ do dowolnego zwiazku interakcji migdzy dwoma lub wigcej genami w ich
polaczonym wptywie na fenotyp. Epistaza jest definiowana tylko w kontek$cie zmiennos$ci
genetycznej w wielu loci. Ta zmienno$¢ moze by¢ naturalna lub eksperymentalna. Espistaza
jest wazng koncepcja w genetyce populacyjnej czy ilosciowej. Chociaz jej definicja rozni si¢
nieco w tych dziedzinach, podstawowa koncepcja jest to, ze efekty podstawienia allelicznego
w jednym genie mogg zaleze¢ od stanu allelicznego innego genu lub genéw (Churchill, 2013).

W genetyce populacyjnej epistaza odgrywa rolg w teoriach przystosowania i adaptacji.
W genetyce iloSciowej epistaza nabrata szerszego znaczenia, ktére obejmuje wszelkie
nieaddytywne interakcje migdzy genami i1 czgsto jest utozsamiane z terminem interakcji
w analizie wariancji. Zdefiniowanie skali pomiaru jest wazne przy rozwazaniu epistazy,
poniewaz niektére interakcje statystyczne moga by¢ usuniete przez zmiang skali. Przyktadem
sg efekty multiplikatywne, ktore poddane logarytmowaniu przeksztalcane sa w efekty
addytywne (Churchill, 2013).

Oddzialywania epistatyczne mogg by¢ synergistyczne (wigksze niz addytywne) lub
antagonistyczne (mniejsze niz addytywne). Kiedy dziatanie dwoch genow jest istotne
statystycznie, sugeruje si¢, ze musza tez oddzialywac¢ fizycznie, albo przez bezposrednie
oddziatywanie (biatko-biatko), albo posrednio poprzez sie¢ oddzialujacych produktow genow.
Zatem statystyczna epistaza moze dostarczy¢ wgladu w architekture genetyczna lezaca
u podstaw ztozonych fenotypow (Churchill, 2013).

Epistaza obejmuje interakcje migdzy genami, ktore nie sg czescig tego samego locus
1 rzeczywiscie mogg by¢ bardzo odlegte od siebie w genomie. Innymi stowy, epistaza odnosi
si¢ do interakcji miedzy genami zajmujacymi roézne loci, a sama interakcja musi mieé
konsekwencje fenotypowe: jeden gen epistatyczny moze ztagodzi¢ ekspresj¢ innego genu
(epistaza antagonistyczna) lub przeciwnie, jeden z gendéw bedzie wzmacnial ekspresje drugiego
(epistaza synergistyczna). Niemniej jednak, ta nomenklatura nie definiuje, czy efekt
fenotypowy jest korzystny czy szkodliwy.

W mutacjach uwazanych za korzystne, synergistyczna epistaza wptywa dodatnio na
korzystny efekt mutacji, natomiast epistaza antagonistyczna ma efekt negatywny w odniesieniu
do mutacji. Z kolei w przypadku mutacji uwazanych za niekorzystne, epistaza antagonistyczna
zmniejszy szkodliwe dziatanie mutacji, a wigc bedzie miata pozytywny skutek, podczas gdy
epistaza synergistyczna be¢dzie miata wyraznie negatywny wptyw (Wolf'i in., 2000).

Moore (2003) glosi w swojej pracy, ze epistaza jest wszechobecnym sktadnikiem
architektury genetycznej ludzkich chordb, i ze ztozone interakcje genetyczne sg wazniejsze niz

niezalezne skutki jakiegokolwiek genu zwigzanego z odporno$cig/podatnoscia na choroby.
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Hipoteza ta opiera si¢ na nast¢pujacych podstawach: po pierwsze, idea, Zze epistaza jest
niezwykle istotnym elementem genetycznym nie jest nowa, wszak nauka gloszaca, ze
odchylenia od proporcji Mendla wynikajg z interakcji migdzy genami istnieje od prawie 100
lat (Nagel, 2005). Po drugie, wszechobecnos¢ interakcji biomolekularnych w regulacji genow
oraz w ukladach biochemicznych i metabolicznych sugeruje, ze na zwigzek miedzy
zmiennos$cig sekwencji DNA a mierzalnymi zmianami stanu zdrowia z wielkim
prawdopodobienstwem wplywa epistaza. W koncu po trzecie, pojedyncze polimorfizmy
wielokrotnie nie powtarzaja si¢ w niezaleznych probkach zarowno w badaniach sprzezen jak
i badaniach asocjacyjnych. Po czwarte, interakcje na poziomie gen-gen s3 powszechnie
spotykane, gdy tylko sa odpowiednio zbadane.

Od wielu lat wiadomo, ze mutacje powodujace choroby wykazujg duza zmiennos¢
fenotypowa, co zdarza si¢ nawet wsrod cztonkow tej samej rodziny i tylko podkresla, ze wynik
mutacji zalezy nie tylko od podtoza genetycznego, ale tez od czynnikow Srodowiskowych.
Istnieje wiele przyktadow prostych chorob mendlowskich wykazujacych zmienno$é¢
fenotypowa (Rose 1 Bell, 2012). Przykladem takiej choroby, ktéra jest zarazem chorobg
immunologiczng, jest zaburzenie limfoproliferacyjne sprzg¢zone z chromosomem X. Dwie
rodziny z heterozygotyczng delecja genu SH2DIA wykazaly duza wewnatrzrodzinng
1 migdzyrodzinng zmienno$¢ klinicznego fenotypu choroby, pomimo identycznych mutacji
w genie SH2D1A4 wywotujacych wspomniang chorobe (Mejstrikova i in., 2011).

Jako ze microRNA moga koordynowa¢ gloéwnymi szlakami wrodzonej 1 nabytej
odpowiedzi immunologicznej poprzez regulacj¢ ekspresji genow, wielu badaczy
zainteresowato si¢ w ostatnich latach epistatycznymi interakcjami pomig¢dzy samymi
microRNA w kontek$cie immunologicznym. Huffaker wraz z zespotem (2012) wykazali
dowody na epistatyczne interakcje miedzy microRNAIS5 1 -146a w regulacji
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej aktywowanej za posrednictwem
limfocytow T. Wyniki badan wykazaty, ze microRNA155 promuje, a microRNA146a hamuje
odpowiedzi interferonu y (IFNy) wydzielanego przez limfocyty T i zmniejsza wzrost guza
litego in vivo. Badania przeprowadzono na myszach z podwdjnym nokautem z niedoborem
zarbwno microRNA155, jak 1 microRNAI46a, co pozwolilo ustali¢ epistatyczny zwigzek
migdzy tymi dwoma microRNA. Badania te polegaly na ustaleniu, czy microRNA155
1 microRNA146a dzialaja zapewniajac rownowage immunologiczng lub, czy jeden z tych
genow microRNA ma dominujacy wplyw na tworzenie si¢ limfocytow T, a w konsekwencji
IFNy i odpornos$ci nowotworowej. Ustalono, ze wzmocniona odpowiedz przeciwnowotworowa

obserwowana u myszy z podwojnym nokautem genu microRNAI46a byla zalezna

99



od microRNA155, co wskazywato na dominacyjny efekt microRNAI55 w poréwnaniu
z microRNA146a (Huffaker i in., 2012).

Kolejnym badaniem skupiajacym si¢ na ocenie efektow dominacyjnych i addytywnych
wybranych gendw, a takze ich relacji epistatycznych, byta praca badawcza Pizarro i in. (2020).
Naukowcy poddali ocenie dominacyjne i addytywne efekty polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP) genow kazein aS1, aS2, B, oraz k oraz ich relacje epistatyczne w kontekscie
oceny warto$ci hodowlanych dotyczacych wydajnosci mlecznej i komponentoéw mleka u koz
rasy Murciano-Granadina. Zebrano dane z 2594 laktacji zarejestrowanych wsrdd 159 koz, ktore
zgenotypowano pod katem 48 polimorfizméw pojedynczych nukleotydow w loci gendow
kazein. Przeprowadzono testy nieparametryczne z korekta Bonferroniego, analiz¢ gtéwnych
sktadowych kategorii (CATPCA) i nieliniowe korelacje kanoniczne w celu ilo$ciowego
okreslenia efektow addytywnych, dominacyjnych i epistatycznych badanych SNP oraz w celu
oceny rezultatu ich wlaczenia do genetycznych modeli cech produkcji mleka, tj. wydajnos¢,
zawartos¢ biatka, thuszczu, laktozy i komorek somatycznych. Zauwazono, ze odziedziczalno$¢
wysokiej wydajnosci mlecznej, zawartosci laktozy i1 liczby komorek somatycznych znacznie
wzrosta, gdy uwzgledniono model bioracy pod uwagg epistatyczne efekty genetyczne. Wyniki
pracy badawczej Pizarro i in. (2020) sugeruja, ze wtaczenie do modelu oceniajacego genetyczng
wydajnos¢ mleka 1 jego komponentow, parametrow dotyczacych epistatycznych efektow
polimorfizmow, moze zwigkszy¢ dokladno$¢ szacunkowsg tego modelu, a takze doktadnos¢
wartosci hodowlanych uwzglednionych przez model, w porownaniu do modeli pozbawionych

danych dotyczacych efektow epistatycznych polimorfizmow.

5.5. Zmienne efekty genow w zaleznosci od czynnikow srodowiskowych
i stanu fizjologicznego zwierzat

W niniejszej pracy opisane zostaly efekty microRNA2313 1 microRNA2467 w roznych
warunkach srodowiskowych uwzgledniajacych czynniki takie jak klasa SCC, kolejna laktacja
1 stadium laktacji. Wykazano, ze efekty obu genow microRNA w duzej mierze zaleza od
warunkow srodowiskowych, co zostato doktadnie omowione w czesci pracy pt. ,,Wyniki”.
Przyczyna interakcji genotyp-$rodowisko moga by¢ zmienne profile ekspresji gendow
microRNA w zalezno$ci od wielu roznych czynnikéw $rodowiska zewnetrznego
1 wewngtrznego (wiek, pte¢, cigza, laktacja, itp.)

Ekspresja gendw microRNA2313 oraz microRNA2467 moze si¢ zmienia¢ pod wptywem

zmiennej ekspresji innych gendw w réznych stanach fizjologicznych, a takze pod wptywem
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r6znych hormonow czy neuroprzekaznikow. Na przyktad hormony steroidowe moga dociera¢
do wszystkich komorek, ale tylko w niektorych, tzw. komoérkach docelowych, moga wywotac
swoisty efekt. Dziatanie hormonéw steroidowych na komoérke docelowa powoduje zwykle
wzrost aktywnos$ci polimeraz RNA 1 wzrost transkrypcji jednych, a spadek innych gendow.
Nastepstwem tego sg zmiany ilo$ci odpowiednich mRNA i produktow ich translacji (biatek).
Ponadto wzrost ilosci mRNA nie zawsze idzie w parze ze wzrostem ilosci i1 jakoscia
kodowanego przezen biatka, co §wiadczy o istnieniu dodatkowych szczebli regulacji na etapach
potranslacyjnych (Chrapusta, 1988).

Hormony wywieraja silny wptyw na fizjologi¢ rozrodu poprzez regulacj¢ ekspresji
gendw. Ostatnie odkrycia w dziataniu hormonow podkreslaja, ze regulacja ekspresji genow nie
ogranicza si¢ do ich zmian w szybko$ci transkrypcji genow. Wrecz przeciwnie, wptyw
hormondw na stabilno$¢ okreslonego mRNA moze doglebnie zmieni¢ jego stezenie w stanie
stacjonarnym. mRNA kodujace receptory hormonalne sg czesto regulowane przez ich wlasne
hormony, tworzac petle sprzezenia zwrotnego autoregulacji. Negatywne i dodatnie pgtle
sprzezenia zwrotnego autoregulacji stluzg odpowiednio do ograniczania lub wzmacniania
odpowiedzi hormonalnych. Poprzez efekty potranskrypcyjne hormony steroidowe wptywaja na
ekspresje duzej populacji genow (Ing, 2005).

Ciekawe badania dotyczace interakcji na poziomie genotyp — Srodowisko
(ang. genotype x environment, G x E,) przeprowadzili australijscy badacze (Hayes i in., 2003).
Interkacja genotyp srodowisko wystepuje, gdy réznice srodowiskowe nie wptywaja jednakowo
na wydajnos¢ roznych genotypow (Falconer, 1952). Zdolno$¢ zywych organizméw do zmiany
fenotypu w odpowiedzi na zmiany w srodowisku okreslana jest jako plastycznos¢ fenotypowa
lub wrazliwos¢ srodowiskowa (Falconer 1 Mackay, 1996). Kiedy te same genotypy rozwijaja
inne fenotypy w roznych srodowiskach, to moéwimy o interakcji genotyp — srodowisko.
W przypadku braku interakcji genotyp — srodowisko, oczekiwana korelacja genetyczna migdzy
srodowiskami wynosi jeden (Hammami i in., 2009).

Hodowla bydla mlecznego prowadzona jest niejednokrotnie w skrajnie rdznych
srodowiskach. Roznice te obejmujg poziom zywienia czy zmienne klimatyczne takie jak
temperatura 1 wilgotno$¢. Celem badania Hayesa 1 in. (2003) byta ocena wielkos$ci interakcji
genotyp — $Srodowisko na cechy produkcji mleka (wydajnos¢ mleczna, zawartos¢ biatka
i thuszczu) dla szeregu deskrytptorow srodowiskowych. Srodowisko w poszczegdlnych dniach
badan opisano wielkos$cig stada (HS, ang. herd size), srednig wydajnos$cig biatka w stadzie

(AHTDP, ang. average herd protein yield), wspotczynnikiem wydajnosci biatka w dniu
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badania stada (HTDCV, ang. herd test-day coefficient of variation for protein yield), oraz
wskaznikiem temperatury i wilgotnosci (THI, ang. temperature humidity index).

Do okreslenia odpowiedzi corek buhajow na zmiany w srodowisku oraz do obliczenia
korelacji genetycznej miedzy tymi samymi cechami mierzonymi w dwoch bardzo réznych
srodowiskach zostal wykorzystany model regresji losowej buhajow. Analizowanie zapiséw
z dni testowych, a nie $rednich wydajnos$ci laktacyjnych, umozliwito doktadniejsze szacunki
wartosci hodowlanych buhajow pod katem ,,odpowiedzi na warunki Srodowiskowe”.
Zaobserwowano indeks interakcji genotyp — srodowisko spowodowany zmiennos$cig sredniej
wydajno$ci biatka w stadzie (AHTDP) o korelacji genetycznej na poziomie 0,78. Interakcje
genotyp — Srodowisko zaobserwowano takze dla wskaznika temperatury i wilgotno$ci
o korelacji na poziomie 0,90. Naukowcy przyjeli, ze wskazniki takie jak AH~TDP mozna
wykorzysta¢ do okreslenia warunkow §rodowiskowych poprawiajacych wydajnos¢ mleczng

(Hayes i in., 2003).
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1.

6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W badanej populacji krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej wykazano istnienie polimorfizmu
genow microRNA2313 oraz microRNA2467. W kazdym z tych loci zidentyfikowano po
dwa allele C oraz T. Natomiast w przypadku genow microRNA2489, microRNA29b-2

1 microRNA29e stwierdzono monomorfizm, wigc wylaczono je z dalszych analiz.

a. Analiza frekwencji genu microRNA2467 w badanym stadzie wykazata najwigksza
czestos$¢ allelu T oraz adekwatnie: najwicksza liczbg osobnikéw o genotypie TT,

a nastepnie heterozygot CT oraz osobnikow CC.

b. W przypadku genu microRNA23 13 najczgsciej wystepujacym okazat si¢ allel C, a co
za tym idzie odnotowano najwiecej genotypéw CC, nastgpnie pod wzgledem

czegstosci wystepowania plasowaty si¢ kolejno genotypy CT 1 TT.

. W pracy dowiedziono, ze istniejg statystycznie istotne zwigzki pomiedzy polimorfizmem

gendow microRNA2313 1 microRNA2467 a odpornosciag/podatnos$cia na mastitis wyrazong

jako liczba komorek somatycznych w mleku.

. Przeprowadzona analiza wykazata istnienie statystycznie istotnych efektow nie tylko

addytywnych, ale takze dominacyjnych oraz epistatycznych (pomiedzy genetycznymi
wariantami microRNA2313 1 microRNA2467) w ksztattowaniu zmiennosci SCC w mleku

w badanej populacji krow.

Wykazano, ze oszacowane efekty addytywne dominacyjne i epistatyczne w odniesieniu do
SCC nie zawsze sg state 1 w niektorych przypadkach zmieniajg si¢ w zaleznosci od
czynnikéw $Srodowiska wewnetrznego (stanu fizjologicznego). Przeprowadzona
szczegbtowa analiza asocjacji badanych polimorfizméw i SCC w kolejnych laktacjach,
w wybranych stadiach laktacji oraz klasach SCC pozwolita na sformutowanie

nastepujacych stwierdzen:

a. w roznych klasach SCC efekty allelu C genu microRNA2313 1 allelu T genu
microRNA2467 roznily si¢ od siebie;

b. w wigkszo$ci analizowanych laktacji, zaré6wno pojedyncze (addytywne
i dominacyjne), efekty allelu T microRNA2467 1 allelu C microRNA2313, jak

1 interakcje pomiedzy nimi, przybieraty warto$ci ujemne, co oznacza, ze te allele
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zwigzane byly z mniejszg od $redniej SCC w badanym stadzie. Wartym podkreslenia
wydaje si¢ fakt, iz dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467 w kazdej laktacji

takze zwiazany byt z nizsza zawarto$cig SCC w mleku.

c. w wigkszosci analizowanych stadiow laktacji efekty allelu C genu microRNA2313
i allelu T genu microRNA2467, a taze interakcje migdzy nimi, zwigzane byty z nizsza

od $redniej SCC w badanym stadzie.

5. Stwierdzono, ze polimorficzne warianty badanych gendéw kandydujacych wykazuja
dziatanie plejotropowe, gdyz wiaza si¢ nie tylko z SCC, ale takze z cechami uzytkowosci
mlecznej, takimi jak dobowa wydajno$¢ mleka oraz procentowa zawarto$¢ biatka i ttuszczu
w mleku. Podobnie jak w przypadku asocjacji z SCC, takze w odniesieniu do wydajnosci

mlecznej oraz koncentracji biatka i thuszczu w mleku zaobserwowano, ze:

a. istniejg nie tylko addytywne statystycznie istotne efekty badanych genow microRNA,

ale takze efekty dominacyjne i epistatyczne;

b. wystepuje zmienno$¢ badanych efektow w zaleznosci od klasy SCC, stadium laktacji

oraz kolejnej laktacji.

6. Dla wszystkich analizowanych przypadkéw (klasa SCC, kolejna laktacja i stadium laktacji)
korzystnymi (pod wzgledem zawartosci SCC i cech uzytkowos$ci mlecznej) okazaty sig:
efekt addytywny allelu T genu microRNA2467 oraz dominacyjno-dominacyjny
1 dominacyjno-addytywny efekt interakcji pomiedzy allelem C genu microRNA2313
i allelem T genu microRNA2467. Niekorzystnym efektem pod wzgledem zawartosci SCC
1 cech uzytkowos$ci mlecznej okazat si¢ addytywno-dominacyjny efekt interakcji pomigdzy

allelem C genu microRNA2313 i allelem T genu microRNA2467.

7. Reasumujac, na podstawie uzyskanych wynikow trudno jednoznacznie wytypowaé geny
markerowe, ktorych polimorfizm moéglby stanowi¢ podstawe do prowadzenia selekcji
majacej na celu ograniczenie wystepowania mastitis, nie zmniejszajac jednoczesnie
wydajnosci mlecznej i koncentracji zawartych w mleku sktadnikéw takich jak tluszcz czy
biatko. Niemniej jednak uzyskane wyniki badan pokazuja, ze selekcja skoncentrowana na
zwigkszeniu frekwencji allelu T microRNA2467 moglaby przynies¢ zadawalajace rezultaty

pod katem obnizenia zawarto$ci SCC w mleku u krow rasy holsztynsko- fryzyjskie;.

104



8. Stwierdzono, ze modele statystyczne stuzace do szacowania asocjacji, zawierajace obok
efektow addytywnych takze efekty dominacyjne i interakcyjne, umozliwiaja kompleksowa
oceng catkowitego efektu allelu. Pominigcie efektéw dominacyjnych i epistatycznych moze
przyczyni¢ si¢ do btedéw w szacowaniu udziatu konkretnego allelu w ksztattowaniu cechy.
Modele, ktore ujmuja jedynie estymacj¢ addytywnego efektu allelu, bez uwzglgdnienia
efektow pozostatych genow, sa zbyt uproszczone, co w konsekwencji prowadzi do
wysnucia btednych wnioskow o jego catkowitym efekcie. Konieczne jest zatem
uwzglednienie efektow nieaddytywnych w analizie asocjacji pomigdzy genami a cechami

fenotypowymi.

9. Wykazano, ze efekty poszczegdlnych gendw nie sg stale przez cale zycie zwierzecia (jak
przez analogi¢ do cech jakosciowych, sadzono jeszcze do niedawna), ale moga si¢ zmieniac
w zaleznosci od srodowiska wewnetrznego, dlatego analizujgc asocjacje pomigdzy genami
a fenotypem nalezy kazdorazowo zwrdci¢ uwage na stan fizjologiczny zwierzat, gdyz moze

on znaczgco modyfikowa¢ dziatanie poszczegdlnych gendw.
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ANEKS

A. Efekty genow microRNA2313 i microRNA2467 w zaleznosci od

poziomu SCC

Tabela 1A. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do InSCC
w zaleznosci od klasy SCC

Klasa SCC <200 tys./ml 200 < SCC <400 tys./ml SCC > 400 tys./ml
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 0,0621 0,0242 -0,0086 0,0128 -0,1344 0,0352
d microRNA2313 0,1401 0,0370 -0,0157 0,0191 -0,2192 0,0528
a microRNA2467 -0,0385 0,0383 0,0114 0,0201 0,1714 0,0627
d microRNA2467 -0,0494 0,0458 0,0015 0,0245 0,0921 0,0728
a microRNA2313
X -0,1532 0,0927 -0,0158 0,0498 -0,0942 0,1245
a microRNA2467
a microRNA2313
X -0,3404 0,1136 0,0014 0,0598 -0,0414 0,1537
d microRNA2467
d microRNA2313
X -0,0992 0,1469 -0,0960 0,0785 -0,1221 0,2381
a microRNA2467
d microRNA2313
X -0,1885 0,1797 -0,1297 0,0940 -0,0220 0,2752

d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01

Zrodto: opracowanie wilasne.
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Tabela 2A. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do procentowe;j
zawartosci biatka w mleku w zaleznosci od klasy SCC

\\“x\‘ Klasa SCC <200 tys./ml 200 < SCC <400 tys./ml SCC > 400 tys./ml
Efekt |  Efekt SE  |Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 0,0089 0,0102 -0,0126 0,0199 -0,0041 0,0152
d microRNA2313 0,0037 0,0156 -0,0498 0,0297 -0,0537 0,0228
a microRNA2467 -0,0669 0,0161 -0,0798 0,0313 -0,1054 0,0271
d microRNA2467 -0,0866 0,0193 -0,1005 0,0381 -0,1497 0,0314
a microRNA2313

X 0,0778 0,0391 0,2128 0,0774 0,1171 0,0538
a microRNA2467
a microRNA2313

X -0,0176 0,0479 0,1484 0,0929 0,1178 0,0664
d microRNA2467
d microRNA2313

X 0,0914 0,0620 0,2467 0,1219 0,1579 0,1029
a microRNA2467
d microRNA2313

X -0,0043 0,0758 0,2461 0,1460 0,1670 0,1189
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Tabela 3A. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do procentowe;j
zawartosci thuszczu w mleku w zaleznosci od klasy SCC

Klasa SCC <200 tys./ml 200 < SCC <400 tys./ml | SCC > 400 tys./ml
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 0,0672 0,0243 -0,0161 0,0476 -0,0714 0,0361
d microRNA2313 0,1060 0,0371 -0,0493 0,0710 -0,1152 0,0542
a microRNA2467 -0,1051 0,0384 -0,1219 0,0748 -0,1767 0,0643
d microRNA2467 -0,1283 0,0460 -0,0949 0,0911 -0,1888 0,0747
a microRNA2313
X 0,0853 0,0931 0,3083 0,1852 -0,0814 0,1278
a microRNA2467
a microRNA2313
X -0,0779 0,1141 0,4425 0,2224 0,0142 0,1578
d microRNA2467
d microRNA2313
X 0,2024 0,1476 0,4258 0,2918 0,0311 0,2443
a microRNA2467
d microRNA2313
X 0,0608 0,1805 0,8157 0,3495 0,3674 0,2825
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wilasne.
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Tabela 4A. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do dobowe;j
wydajnosci mlecznej (kg/dobe) w zaleznosci od klasy SCC

Klasa SCC <200 tys./ml 200 < SCC <400 tys./ml SCC > 400 tys,/ml
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 -0,5276 0,2357 -1,0817 0,4501 0,2113 0,3543
d microRNA2313 -1,1985 0,3597 -1,5783 0,6714 1,5913 0,5310
a microRNA2467 1,5164 0,3722 0,3427 0,7072 2,0215 0,6305
d microRNA2467 2,0894 0,4459 1,5176 0,8614 3,9052 0,7325
a microRNA2313
X 1,2857 0,9015 0,4782 1,7503 -1,5668 1,2528
a microRNA2467
a microRNA2313
X 3,6235 1,1047 2,5304 2,1025 -1,6674 1,5470
d microRNA2467
d microRNA2313
X 0,8300 1,4296 1,4735 2,7581 -4,8614 2,3956
a microRNA2467
d microRNA2313
X 3,6782 1,7486 4,1222 3,3034 -4,4526 2,7697
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wilasne.
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B. Efekty genow microRNA2313 i microRNA2467 w zaleznosci od kolejnej laktacji

Tabela 5A. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do InSCC w zaleznosci od kolejnej laktacji

Laktacja I laktacja II laktacja 11T laktacja IV laktacja V laktacja VI laktacja
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt
a microRNA2313 | -0,0123  0,0586 | -0,0532  0,0568 | -0,1482 0648 | 0,1445 0,0321 | -0,6746  0,1158 |-0,5514 0,1586
d microRNA2313 | -0,0377 ~ 0,0838 | -0,1618  0,0841 | -0,1216 (0986 | 0,0000 - -1,2275 00,1862 |-0,7200  0,2765
a microRNA2467 | 0,0000 - -0.26240,0924 | -0,2143 01127 | -0,0364 0,1699 | -0,0231  0,1970 |0,1382  0,1900
d microRNA2467 | -0,0460 ~ 0,0449 | -0,2939  0,1102 | -0,3804 01307 | -0,3098 0,1982 | -0,4439 02368 |-0,1580 0,2436
a microRNA2313

x 0,0000 - 0,0638  0,2352 | -0,1882 (2422 | 03444  0,1580 | -0,5425 0,4034 |0,7748  0,3997
a microRNA2467
a microRNA2313

x -0,0081  0,1225 | -0,3428  0,2802 | -0.6171 02977 | 02850  0,1806 | 02980  0,4906 |1,7776  0,5508
d microRNA2467
d microRNA2313

x 0,0000 - -0,0432 0,3554 | -0,7486 4223 | 0,0000 - -1,4268 00,7676 |-0,3816 0,7754
a microRNA2467
d microRNA2313

x -0,2101  0,1820 | -0,2616 04254 | -1.2648 5058 | 0,0000 - 0,0566  0,8834 |1,7042  1,0094
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wiasne
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Tabela 6A. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawarto$ci biatka w mleku w zaleznos$ci od kolejne;j

laktacji

Laktacja I laktacja II laktacja 1T laktacja IV laktacja V laktacja VI laktacja
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 0,0222  0,0160 | 0,0083  0,0154 | -0,0402  0,0171 | 0,0092  0,0082 | -0,0411  0,0280 | -0,1292  0,0424
d microRNA2313 0,0170  0,0229 | -0,0366  0,0229 | -0,0738  0,0260 | 0,0000 - 20,1463 0,0451 | -0,2450  0,0739
a microRNA2467 0,0000 - 20,0692 0,0251 | -0,09089  0,0297 | -0,0956  0,0436 | -0,2086  0,0477 | -0,1060  0,0508
d microRNA2467 | -0,0379  0,0123 | -0,0694  0,0299 | -0,1395  0,0345 | -0,1243  0,0509 | -0,2591  0,0573 | -0,1269  0,0651
a microRNA2313

x 0,0000 - 0,0593  0,0639 | 02264 00639 | -0,0442 00406 | 0,1821  0,0976 | 0,3864  0,1068
a microRNA2467
a microRNA2313

X -0,0461  0,0335 | -0,0161 00761 | 0,0718 00786 | -0,0645 0,0464 | 0,1043  0,1188 | 0,5868  0,1471
d microRNA2467
d microRNA2313

x 0,0000 - 0,1528  0,0966 | 02834 01114 | 0,0000 - 0,1553  0,1858 | 04317 02072
a microRNA2467
d microRNA2313

x 0,0552  0,0497 | 0,0877  0,1156 | 0,0449 (1334 | 0,0000 - 0,1217 02138 | 0,7435  0,2697
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wilasne.
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Tabela 7A. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowej zawartosci thuszczu w mleku w zaleznosci od kolejnej
laktacji

Laktacja I laktacja IT laktacja IITI laktacja IV laktacja V laktacja VI laktacja
Efekt Efekt  SE Efekt  SE Efekt  SE Efekt  SE Efekt  SE Efekt  SE
a microRNA2313 0,0654 0,0333 0,0085 0,0348 -0,0360 0,0412 0,0011 0,0212 -0,0148 0,0725 -0,0741 0,1043
d microRNA2313 0,0216 0,0476 -0,0132 0,0516 -0,0321  0,0627 0,0000 0,0193 0,1166 -0,0182  0,1818
a microRNA2467 0,0000 - -0,1804  0,0566 -0,1526  0,0717 -0,0975  0,1120 -0,2372  0,1234 -0,1229  0,1249
d microRNA2467 -0,0646  0,0255 -0,1904  0,0675 -0,1548 0,0831 0,0397 0,1306 -0,2225  0,1483 -0,1763  0,1602
a microRNA2313

X 0,0000 - 0,1090 0,1442 0,4066 0,1540 -0,0447  0,1042 -0,2909  0,2526 -0,0945  0,2628
a microRNA2467
a microRNA2313

X -0,0916  0,0696 0,0647 0,1717 0,3438 0,1894 -0,1379  0,1191 -0,6261  0,3073 0,2037 0,3622
d microRNA2467
d microRNA2313

X 0,0000 - 0,4072 0,2179 0,6639 0,2686 0,0000 - -0,2784 00,4807 -0,3441  0,5099
a microRNA2467
d microRNA2313

X 0,2135 0,1034 0,5696 0,2608 0,6281 0,3217 0,0000 - -0,7275  0,5532 -0,0839  0,6637
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.
Zrodto: opracowanie wilasne.
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Tabela 8A. Efekty gendw microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do dobowej wydajnosci mlecznej w zalezno$ci od kolejnej laktacji

Laktacja I laktacja II laktacja IIT laktacja IV laktacja V laktacja VI laktacja
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt SE Efekt SE

a microRNA2313 -0,4841 0,2990 |-0,2819 0,3273 10,4045 03976 |-0,2294 0,2051 |0,4039  0,6559 |2,6726 0,9963

d microRNA2313 -0,9499 0,4278 |-0,3641 0,4844 |0,8346  0,6045 |0,0000 - 2,8613 11,0545 |4,7044 1,7369

a microRNA2467 0,0000

1,8423  0,5319 |1,1391 0,6914 |0,6035 1,0849 [4,5942  1,1162 |7,0490 1,1932

d microRNA2467 0,9798  0,2291 |2,5123  0,6346 |1,5862  0,8013 |3,7263 1,2651 7,2094  1,3417 |7,2612 1,5301

a microRNA2313
X 0,0000
a microRNA2467

0,2479  1,3545 |-0,1067 1,4850 |2,3316  1,0087 |3,0342 22851 |-11,7147  2,5102

a microRNA2313
X -0,1031 0,6256 2,3015 1,6134 3,5247 1,8258 1,2037 1,1531 29106  2,7794 -14,8161  3,4592
d microRNA2467

d microRNA2313
X 0,0000
a microRNA2467

-0,2059 2,0467 |-0,5765 2,5897 |0,0000 - 9,9095  4,3484 |-12,7914 4,8701

d microRNA2313
X -2,2506  0,9294 1,7669  2,4500 5,6371 3,1014 0,0000 - 9,7552 5,0044 -11,5405  6,3397
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wiasne



c. Efekty genow microRNA2313 i microRNA2467 w zaleznosci od
stadium laktacji

Tabela 9A. Efekty gendw microRNA2313 i microRNA2467 w odniesieniu do InSCC
w zaleznosci od stadium laktacji

Stadium I Stadium II Stadium 1T Stadium
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 0,0486 0,0425 0,0190 0,0974 | 0,1644  0,5026
d microRNA2313 0,0000 - -0,0579 0,1482 | -0,0410 0,0784
a microRNA2467 -0,1397 0,2350 -0,0888 0,1609 | -0,1479 0,1189
d microRNA2467 -0,2695 0,2704 -0,1925 0,1902 | -0,0567 0,1403

a microRNA2313
x 0,2115 0,2101 -0,1698 0,3727 | -0,2546 0,1630

a microRNA2467

a microRNA2313
X 0,1974 0,2410 -0,2930 0,4501 -0,3732  0,3241

d microRNA2467

d microRNA2313
X 0,0000 - -0,6190 0,6161 -0,4160 0,3760

a microRNA2467

d microRNA2313
X 0,0000 - -0,6594 0,7327 | -0,9124 0,5273
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Tabela 10A. Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowe;j

zawartosci biatka w mleku w zaleznos$ci od stadium laktacji

w S 11 Stadium 111 Stadium
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt SE
a microRNA2313 -0,0075 0,0098 -0,0260 0,0218 -0,0213 0,0266
d microRNA2313 0,0000 - -0,0627 0,0332 -0,0876 0,0404
a microRNA2467 0,0165 0,0544 -0,1350 0,0361 -0,1618 0,0476
d microRNA2467 0,0020 0,0626 -0,1847 0,0426 -0,2198 0,0553
a microRNA2313
X -0,0001 0,0486 -0,0066 0,0835 -0,0497 0,1101
a microRNA2467
a microRNA2313
X 0,0096 0,0557 -0,0854 0,1009 -0,0774 0,1277
d microRNA2467
d microRNA2313
X 0,0000 - -0,0830 0,1381 -0,1718 0,1791
a microRNA2467
d microRNA2313
X -0,0075 0,0098 -0,0260 0,0218 -0,0213 0,0266
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wilasne.
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Tabela 11A. Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do procentowe;j

zawartosci thuszczu w mleku w zaleznosci od stadium laktacji

- T~ Stadium I Stadium II Stadium III Stadium
Efekt ™~ | Bfekt SE Efekt SE Efekt SE

a microRNA2313 -0,0553 0,0265 -0,0161 0,0533 0,0566 0,0547
d microRNA2313 0,0000 - -0,0794 0,0811 0,0583 0,0831
a microRNA2467 -0,1360 0,1468 -0,1488 0,0880 -0,0549 0,0980
d microRNA2467 -0,2002 0,1689 -0,1186 0,1040 -0,0686 0,1138
a microRNA2313

X 0,1501 0,1312 -0,2861 0,2039 0,1981 0,2264
a microRNA2467
a microRNA2313

X 0,1005 0,1505 -0,4852 0,2462 0,1374 0,2627
d microRNA2467
d microRNA2313

X 0,0000 - -0,3755 0,3371 0,5439 0,3683
a microRNA2467
d microRNA2313

X 0,0000 - -0,4712 0,4009 0,5889 0,4283
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sa istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01,

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Tabela 12A. Efekty genow microRNA2313 1 microRNA2467 w odniesieniu do dobowe;j
wydajnosci mlecznej w zaleznosci od stadium laktacji

w I Stadium II Stadium 111 Stadium
Efekt Efekt SE Efekt SE Efekt  SE
a microRNA2313 -0,1772 0,2426 -0,6352 0,5247 0,1644  0,5026
d microRNA2313 0,0000 - -1,0017 0,7985 1,1410 0,7624
a microRNA2467 -0,2792 1,3417 1,8328 0,8666 0,9754  0,8993
d microRNA2467 1,7664 1,5437 2,5985 1,0242 2,7536  1,0450
a microRNA2313
X 0,5406 1,1995 1,7136 2,0077 -0,1730 2,0781
a microRNA2467
a microRNA2313
X -0,5629 1,3758 4,2788 2,4240 0,8467 24111
d microRNA2467
d microRNA2313
X 0,0000 - 0,8023 3,3186 -0,6460 3,3812
a microRNA2467
d microRNA2313
X 0,0000 - 4,1552 3,9464 -0,1709  3,9317
d microRNA2467

Efekty zaznaczone na zielono sg istotne na poziomie P < 0,05, natomiast na czerwono na poziomie P < 0,01.

Zrodto: opracowanie wilasne.
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