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Zywieniowe i hormonalne uwarunkowania rozwoju elementéw ukladu ruchu u drobiu ze

szczegolnym uwzglednieniem homeostazy tkanki kostnej

b. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

0.1. Tomaszewska E., Muszynski S., Dobrowolski P., Kwiecien M., Winiarska-Mieczan A.,
Swietlicka I., Wawrzyniak A. 2017. Effect of zinc level and source (zinc oxide vs zinc glycine) on
bone mechanical and geometric parameters, and histomorphology in male Ross 308 broiler chicken,
Brazilian Journal of Poultry Science, 19, 159-170. IF: 0,465, MNiSW: 20,

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w zaplanowaniu koncepcji pracy,
opracowaniu metodyki i wspotudziale w wykonaniu testow mechanicznych, wspotudziale w analizie
histomorfometrycznej, opracowaniu wynikow, wykonaniu analizy statystycznej 1 interpretacji
wynikéw oraz na przygotowaniu manuskryptu do publikacji.

Moj udziat procentowy szacuje na 42%.



0.2. Muszynski S., Tomaszewska E., Kwiecien M., Dobrowolski P., Tomczyk A. 2018. Subsequent
somatic axis and bone tissue metabolism responses to a low-zinc diet with or without phytase
inclusion in broiler chickens, PLoS One, DOI: 10.1371/journal.pone.0191964. IF: 2,806, MNiSW: 35,
Moj wktad w powstanie tej pracy polegaf na zaplanowaniu koncepcji pracy, opracowaniu metodyki i
wspotudziale w wykonaniu testow mechanicznych, wspotudziale w analizie histomorfometrycznej,
opracowaniu wynikow, wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikow oraz na
przygotowaniu manuskryptu do publikacji. Jestem wspéfautorem korespondencyjnym.

Moj udzial procentowy szacuje na 85%.

0.3. Muszynski S., Tomaszewska E., Kwiecien M., Dobrowolski P., Tomczyk A. 2018. Effect of
dietary phytase supplementation on bone and hyaline cartilage development of broilers fed with
organically complexed copper in a Cu-deficient diet, Biological Trace Elements Research, 182, 339-
353. IF: 2,399, MNiSW: 15,

Moj wkltad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu koncepcji pracy, opracowaniu metodyki i
wspotudziale w wykonaniu testow mechanicznych, wspotudziale w analizie histomorfometrycznej,
opracowaniu wynikow, wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikow oraz na
przygotowaniu manuskryptu do publikacji. Jestem autorem korespondencyjnym.

Moj udzial procentowy szacuje na 85%.

O.4. Tomaszewska E., Dobrowolski P., Klebaniuk R., Kwiecien M., Tomczyk-Warunek A.,
Szymanczyk S., Kowalik S., Milczarek A., Blicharski T., Muszynski S. 2018. Gut-bone axis response
to dietary replacement of soybean meal with raw low-tannin faba bean seeds in broiler chickens, PLoS
One, 13(4): e0194969. IF: 2,806, MNiSW: 35,

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w zaplanowaniu koncepcji pracy,
opracowaniu metodyki i wspotudziale w wykonaniu testow mechanicznych, opracowaniu wynikow,
wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikow oraz na przygotowaniu manuskryptu do
publikacji. Jestem wspotautorem korespondencyjnym.

Moj udzial procentowy szacuje na 31%.

0.5. Muszynski S., Kwiecien M., Swietlicki M., Dobrowolski P., Tatarczak J., Gladyszewska B.
2018. The effects of replacing soybean meal with chickpea seeds in the diet on mechanical and thermal
properties of tendon tissue in broiler chicken, Poultry Science, 97, 695-700. IF: 1,908, MNiSW: 35,
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu koncepcji pracy, opracowaniu metodyki i
wykonaniu analiz DSC, opracowaniu metodyki i wspotudziale w wykonaniu testow mechanicznych,
opracowaniu wynikow, wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikow oraz na
przygotowaniu manuskryptu do publikacji. Jestem autorem korespondencyjnym.

Moj udzial procentowy szacuje na 86%.

0.6. Muszynski S., Kwiecien M., Tomaszewska E., Swietlicka I., Dobrowolski P., Kasperek K.,
Jezewska-Witkowska G. 2017. Effect of caponization on performance and quality characteristics of
long bones in Polbar chickens, Poultry Science, 96, 491-500. IF: 1,908, MNiSW: 35,

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu koncepcji pracy, opracowaniu metodyki i
wspotudziale w wykonaniu testow mechanicznych, opracowaniu wynikow, wykonaniu analizy
statystycznej i interpretacji wynikéw oraz na przygotowaniu manuskryptu do publikacji. Jestem
autorem korespondencyjnym.

Moj udziat procentowy szacuje na 74%.



Sumaryczny Impact Factor wymienionych publikacji wyliczony zgodnie z dostepng punktacjg za rok
2016 (brak punktacji za lata 2017 i 2018) wynosi 12,292. Sumaryczna liczba punktow MNiSW (zgodna
z rokiem opublikowania) wynosi 175. Opis indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie tych prac
oraz oswiadczenia wspotautorow o udziale wlasnym w przygotowaniu prac wchodzacych w sktad

osiggnigcia naukowego stanowia zaltgcznik nr 7.

C. omoOwienie celu naukowego ww. prac 1 osiagnietych wynikéw wraz z omOwieniem ich ewentualnego

wykorzystania.

Uzasadnienie badan

Do glownych zadan ukladu kostnego tworzacego szkielet, ktory wspoélnie z systemem
migsniowo-wigzadtowym wspottworzy uktad ruchu, nalezy usztywnienie poszczegélnych elementow
ciata pozwalajace na poruszanie si¢ (odpowiednia sprawno$¢ ruchowa ptaka), przeciwstawianie si¢ sile
grawitacji oraz ochrona waznych dla organizmu narzadow. Kosci, procz stanowienia konstrukcji nosnej,
sa tez miejscem przyczepow S$ciegien i wigzadel. Szkielet, $ciggna i wiezadla nawzajem na siebie
oddziatluja i wspdlnie decyduja o cechach mechanicznych, kinetycznych i metabolicznych kosci. Do
gtéwnych funkcji metabolicznych kos$ci nalezy magazynowanie wapnia, fosforanéw oraz innych jonow,
w tym miedzi i cynku.

Poszczegolne elementy aparatu ruchu charakteryzuja si¢ innym tempem metabolizmu, z ktorego
wynika odmienne tempo wzrostu. Kosci zbudowane sg z szeregu tkanek tacznych, przy czym najbardziej
istotne dla prawidtowego funkcjonowania aparatu ruchu sa dwie odmiany tkanki tgcznej podporowe;j:
tkanka kostna i tkanka chrzestna. Tkanka kostna zbudowana jest ze sktadnikow nieorganicznych
(mineralnych) warunkujacych gestos¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng kosci oraz sktadnikow organicznych
tworzacych osseing, ktora zapewnia jej sprezystos¢. Wiekszo$¢ struktury mineralnej budujacej kosé
stanowig Sole wapniowe, ulokowane glownie w formie fosforanu wapniowego w strukturach
hydroksyapatytu. Osseina zawiera wiokna kolagenowe, proteoglikany, lipidy oraz inne biatka
nickolagenowe (osteokalcyna, osteonektyna, osteopontyna). Anatomiczny ksztatt i wielko$¢ kosci jako
narzadu oraz ich wewngtrzna struktura sg przyktadem przystosowania budowy do przeciwdziatania sitom
grawitacyjnym oraz mechanicznym naciskom, powstajacym w czasie petnienia czynnos$ci ruchowych, a
kazda zmiana w ksztalcie i czynno$ci kosci, badz tylko zmiana w ich czynnosci, prowadzi do okre§lonych
zmian w wewngtrznej strukturze. Tkanka kostna jest aktywna metabolicznie i przez cale zycie podlega
procesowi ciaglej przebudowy - remodelowaniu. Efektem aktywnosci osteoklastow, czyli komoérek
kosciogubnych, jest ubytek tkanki kostnej zwany osteoliza, natomiast osteoblastow, komorek odbudowy,
formowanie nowej kosci. Wptyw na zmiany w strukturze ko$ci maja rowniez miedzyczasteczkowe sieci

kolagenu oraz oddzialywanie proteoglikan6éw i biatek niekolagenowych.



Przez wiele lat uwazano $ciggna za bierne elementy uktadu ruchu, tgczace migsnie z elementami
kostnymi uktadu. Jako elementy bierne nie wykonywaly aktywnej pracy, a jedynie modulowaly sity oraz
zapewnialy dodatkowg stabilno$¢ podczas poruszania si¢. W ostatnich latach coraz wigkszg uwagg skupia
si¢ na analizie sprezystosci §ciegien, co pozwala im dodatkowo, w ograniczonym zakresie, dziata¢ jak
»sprezyny”, ktore dzigki zdolnosci do magazynowania energii moga zwigkszy¢ wydajnos¢ lokomocji.
Ponadto zdolno$¢ $ciggien do rozciggania sprawia, ze migs$nie przy niewielkiej zmianie swojej dtugosci
sa w stanie wygenerowa¢ wigksze sity. Wlasciwosci mechaniczne $ciggien zalezg gtownie od $rednicy,
orientacji i upakowania wtokien kolagenowych.

Rozwdj i wzrost kosci oraz utrzymanie homeostazy tkanki kostnej sa regulowane przez liczne
czynniki, sposrod ktorych do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ czynniki Zzywieniowe, w tym obecno$¢ i
biodostepnos¢ podstawowych sktadnikow odzywczych, jak biatko i pierwiastki mineralne (makro- i
mikroelementy). Wykazano, ze zaréwno u ssakow, jak i ptakow, ilos¢ i zrodto biatka wptywaja na rozwoj
i remodelowanie zaréwno mineralnej, jak i organicznej frakcji kosci. Logiczne staje sie¢ wigc
wspomaganie optymalnej homeostazy tkanki kostnej prawidtlowo zbilansowang dieta. Mozna réwniez
wyr6zni¢ wiele grup substancji biologicznie czynnych, zawartych lub wprowadzanych do diety w postaci
suplementow, ktorych zastosowanie ma wspomaga¢ metabolizm tkanki kostnej. Sg to m.in.: witaminy i
enzymy. Jak wspomniano wyzej, istotny wplyw na mineralizacj¢ koSci maja zwlaszcza niektore
mikroelementy. Nalezy do nich cynk, ktérego wielokierunkowa aktywno$¢ biologiczna wynika z
uczestnictwa w ponad 300 reakcjach enzymatycznych i metabolicznych, istotnych réwniez w
funkcjonowaniu uktadu ruchu. Utrzymanie prawidtowego statusu cynku w organizmie jest niezb¢dne w
procesie mineralizacji ko$ci. Jego niedobdr wptywa ujemnie na formowanie koséca, prowadzi do
zaburzenia mineralizacji i spadku wytrzymatosci kosci, zwicksza prawdopodobienstwo wystepowania
zaburzen lokomotorycznych. Natomiast zbyt niska zawarto$§¢ w diecie innego mikroelementu, miedzi,
powoduje obnizenie intensywno$ci mineralizacji oraz zaburzenia struktury sieci kolagenu. Jednak i
nadmiar mikroelementow moze by¢ szkodliwy. Dostarczenie w nadmiarze jednego z mikroelementow
pogarsza przyswajalnos¢ pozostatych. Ich nadpodaz oddziatuje tym samym w sposob niekorzystny na
ogblny metabolizm organizmu jak i homeostazg tkanki kostnej. Biodostgpnos¢ poszczegdlnych
mikroelementéw stosowanych w postaci roznych potgczen (zwigzkoéw) nie jest jednakowa, przy czym
wiele danych pi$miennictwa naukowego z ostatnich lat wskazuje na zwigkszong dostgpnos¢ organicznych
form mikroelementéw. Przyswajalno$¢ mikroelementow wynika z rodzaju procesu wchtaniania. | tak,
transport przez blon¢ komoérkowg na drodze dyfuzji jest znacznie mniej efektywny dla zwigzku
nieorganicznego od przenoszenia sktadnika mineralnego zwigzanego z aminokwasem. W zwigzku z tym,
w ostatnich latach prowadzone sg badania majace na celu okreslenie, czy zastosowanie organicznych
kompleksow aminokwasowych podstawowych mikroelementow (Cu, Zn, Fe), dzigki ich wigkszej
biodostepnosci i efektywnosci wehlaniania, pozwala na obnizenie ich poziomu w diecie. Ponadto, istnieja
badania sugerujace, ze obnizenie poziomu wybranych mikroelementow w diecie, bez negatywnego

wplywu na homeostaze tkanki kostnej, jest mozliwe w przypadku dodatkowej suplementacji diety fitaza.
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Fitaza, enzym hydrolizujgcy kwas fitynowy, jest najczesciej stosowanym suplementem. Wzbogacenie
diety egzogenng fitazg moze wplywaé na prawidtowa mineralizacj¢ ko$éca, zwlaszcza w przypadku diet
niedoborowych w niektore makro- i mikroelementy. Dzieje si¢ to gldwnie za sprawa uwalniania fosforu
ze zwiagzkow fitynowych, ale obecnos¢ egzogennej fitazy moze zwigkszy¢ rowniez koncentracjg innych
mikroelementow w ko$ciach, tym samym prowadzi¢ do poprawy ich struktury i wytrzymatosci.

Tkanka kostna podlega roéwniez oddziatywaniu czynnikoéw hormonalnych. Fizjologicznie
najwigkszy przyrost masy kostnej wystepuje w okresie wzrostu i dojrzewania ptciowego organizmu, jest
on wigc Scisle zwigzany z rozwojem gruczotow plciowych i ich aktywnosciag. W wyniku zaburzen
hormonalnych gonad samcoéw dochodzi do zmian patologicznych meskiego uktadu rozrodczego,
manifestujgcych si¢ uposledzeniem lub brakiem aktywnych androgenow. Androgeny stymulujg nie tylko
metabolizm og6lny organizmu i synteze biatka zwigkszajac mas¢ miesniowa, ale i synteze nowej kosci,
zwigkszaja odkladanie wapnia w kos$ciach, dziataja antyresorpcyjnie i stabilizuja mase kostna. Badania
na ssakach wykazaty ze spadek biosyntezy i sekrecji testosteronu stanowi bezposrednia przyczyne
pojawienia si¢ zmian w homeostazie tkanki kostnej, co prowadzi do zaburzen struktury i
mikroarchitektury kosci.

Sciegna, podobnie jak kosci, reaguja na wzrost obciazenia mechanicznego zmianami w procesach
wzrostu 1 przebudowy. Obciazenie to moze mie¢ charakter grawitacyjny (wigkszy cigzar ciata lub czeéci,
np. konczyny), lub wynika¢ ze zwickszonej aktywnos$ci fizycznej i koniecznos$ci ciaglego przenoszenia
sily mig$niowej. Nie wiadomo jednak, jak - i czy w ogole - wytrzymato$¢ mechaniczna $ciggien jest
modulowana poprzez czynniki zywieniowe lub rodzaj diety.

W wyniku prowadzenia prac selekcyjnych oraz doskonalenia warunkoéw odchowu drobiu o
miesnym kierunku uzytkowania nastgpito znaczne skrocenie okresu odchowu. Tempo wzrostu tkanki
miesniowej, gtownego sktadnika tuszki, wzrosto znacznie w poréwnaniu do tempa wzrostu uktadu
kostnego. Wynikajace z nieproporcjonalnego rozrostu migsni piersiowych przesuniecie srodka ciezko$ci
ptaka do przodu zaburza optymalne z punktu widzenia anatomii roztozenie masy ciata, co nie pozostaje
obojetne dla wolniej rozwijajacego si¢ szkieletu. Kosci udowe i piszczelowo-stepowe oraz stawy i $ciegna
konczyny miednicznej podlegaja nadmiernym obcigzeniom, doprowadzajac do zmian patologicznych w
obrebie tkanki kostnej i chrzastek. Niewystarczajacy wzrost tkanki kostnej prowadzi do réznego rodzaju
choréb i schorzen metabolicznych (dyschondroplazja piszczelowa, katowa deformacja kosci, skrgcenie
dolnej nasady kosci piszczelowej, kregozmyk, oderwanie chrzastki nasadowej, krzywica, skrzywienia i
przykurcze palcéw, ztamania konczyn), ktorych nastepstwem jest uposledzenie funkcji podporowo-
nosnej uktadu ruchu, sprawiajgce, ze ptaki moga mie¢ problemy z utrzymaniem rownowagi lub poruszaja
si¢ z trudnoscig. Maja przez to tendencj¢ do ograniczania ruchu i przyjmowania pozycji siedzacej, CO
powoduje nie tylko spadek zainteresowania pobieraniem paszy i wody, ale prowadzi do deformacji i
odgniecen migéni piersiowych I moze by¢ przyczyna infekcji, kulawizn, deformacji i ztaman kosci,
powodujac zwiekszenie stresu u ptakow, ktorego skutkiem jest zwiekszona liczba padnigé. W zwigzku z

tym prace hodowlane ukierunkowane jedynie na uzyskanie jak najwigkszego umig¢snienia ptakoéw, nie
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tylko kolidujg z ich dobrostanem, ale, paradoksalnie, moga ujemnie wptywaé na efekty ekonomiczne
odchowu.

Czynniki bedace przyczyna wyzej wymienionych zaburzen sa rézne i czgsto dziataja
synergistycznie, antagonistycznie Iub cyklicznie, potggujac efekty ujemnego odziatywania. Do
czynnikow tych zalicza si¢ nie tylko szybki wzrost, ale takze niestabilne i niezbilansowane zywienie
energetyczne, bialkowe, witaminowe i mineralne, zatrucia, choroby zakazne, uwarunkowania
genetyczne. Ponadto przyczyna uszkodzen szkieletu podczas zycia ptaka moga by¢ zaburzenia
hormonalne.

U drobiu, wptyw hormonéw gonadalnych jest zazwyczaj badany u niosek, u ktérych negatywnym
efektem zaburzen hormonalnych jest spadek niesnosci z powodu intensyfikacji gospodarki wapniowe;j.
Brak jest natomiast szczegotowych badan o wptywie hormonow gonadalnych wykazujacych dzialanie
anaboliczne na tkanke kostng u samcow. U szybkorosngcych brojlerow ocena wptywu zaburzenia
gospodarki hormonalnej organizmu na homeostaze tkanki kostnej jest utrudniona ze wzgledu na ich
szybki wzrost i krotki cykl produkcyjny, z koncem ktorego nie jest osiggana przez ptaki dojrzatos$é
plciowa. Badania wplywu zaburzen gospodarki hormonalnej mozna prowadzi¢ na modelach, u ktorych
blokuje si¢ receptory androgenowe, symulujac niewrazliwos¢ narzadéw docelowych na androgeny (AIS,
ang. androgen insensitivity syndrom), w wyniku czego receptory androgenowe u osobnikéw z tym
syndromem sa nieobecne lub nieaktywne funkcjonalnie. Drugim modelem moga by¢ osobniki u ktorych
wywotuje si¢ hipogonadyzm. Wydaje si¢ zatem, ze wtasciwie dobranym modelem w tego typu badaniach
moga by¢ kastrowane kogutki, tzn. kaptony, ktorych produkcje przeprowadza si¢ gtdéwnie u ras Srednio-
i wolnorosngcych. Dobrym modelem do badan nad wplywem czynnikéw zywieniowych na wzrost i
rozwoj poszczegélnych elementéw uktadu ruchu sa za$, ze wzgledow wspomnianych powyzej,

szybkorosnace brojlery kurze.

Cel badan

Celem badan przeprowadzonych w ramach osiagniecia naukowego bylo:
1. Okreslenie wptywu poziomu i formy wybranych mikroelementéw (Zn, Cu) w mieszance paszowej
na parametry wytrzymatosciowe i histomorfometryczne kosci kurczat brojlerow (O.1, 0.2, O.3).
2. Okreslenie wptywu zrédia biatka w diecie kurczat brojlerow na homeostaze tkanki kostnej oraz
wiasciwosci fizyczne $ciggien (0.4, O.5).
3. Okreslenie wptywu hipogonadyzmu na cechy osteometryczne i wytrzymatosciowe kosci kaptonow
(O.6).

Zastosowane metody badawcze

Przygotowanie materiatu do badan



Kosci dhugie konczyny miednicznej: piszczelowo-stepowe (tibiotarsus) (0.1, 0.2,0.3, 0.4, O.5)
oraz udowe (os femoris) (0.1, O.6) w poszczegodlnych doswiadczeniach wyizolowano bezposrednio po
uboju. Po usunieciu tkanek migkkich kosci zamrozono w temperaturze -69°C do czasu wykonania
dalszych badan. Sciggna migénia zginacza przeszytego palca trzeciego (flexor perforans et perforatus
digiti I1l) (O.5) pobrano bezposrednio po uboju, oczyszczono i zawinigto w gaz¢ nasgczong solg
fizjologiczna. Sciegna przeznaczone do testow wytrzymatosciowych zamrozono w temperaturze -21°C.
Sciegna przeznaczone do analiz metodg skaningowej kalorymetrii réznicowej DSC nie byly zamrazane,

tylko przetrzymywane w warunkach chtodniczych.

Okreslenie wlasnosci ostemetrycznych kosci

Wiasnosci osteometryczne kosci okreslono na podstawie pomiarow masy, dtugosci oraz $rednic
poziomych (zewngtrznej i wewnetrznej) 1 $rednic pionowych (zewnetrznej i wewngtrznej) przekroju
poprzecznego srodkowej czesci trzonu kosci. W oparciu o te pomiary okre§lono nastgpujace parametry
geometryczne trzonu: pole przekroju poprzecznego, srednig wzglgdna grubosé¢ Scian, wskaznik korowo-
trzonowy (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6) oraz objetos¢ trzonu (0.1, 0.2, O.3). W doswiadczeniu z kaptonami
(©.6) wyznaczano rowniez srednig wzgledng grubos¢ Scian i wskaznik korowo-trzonowy w plaszczyznie,
w ktorej dokonywano odksztatcenia podczas testu zginania. Ponadto w czterech do§wiadczeniach (O.2,
0.3, 0.4, 0.6) wyliczono wtérny moment bezwtadnosci oraz promien bezwtadnosci. Nie sg to wielkosci
bezposrednio okreslajace geometri¢ czy cechy osteometryczne kosci, ale majg istotne znaczenie przy

okreslaniu odpornosci kosci na zginanie (analiza materiatowa).

Okreslenie wytrzymatosciowych (strukturalnych) wiasnosci kosci

Oceng parametréw charakteryzujacych wytrzymatos¢ mechaniczng kosci przeprowadzono za
pomoca trojpunktowego testu zginania na maszynie wytrzymatosciowej Zwick Z010 (Zwick-Roell
GmbH & Co., Niemcy). Test zginania wykonano dla czesci trzonowej kosci (rozstaw podpor 40%
catkowitej dtugosci kos$ci), przy obciazeniu zadawanym z szybko$cig przemieszczenia glowicy 10
mm/min w plaszczyznie przednio-tylnej kosci az do jej ztamania. Na podstawie zarejestrowanych
krzywych sita-wychylenie okre§lon0 nast¢pujagce parametry strukturalne kosci: sila sprezysta,
wyznaczana w miejscu odchylenia krzywej wykresu sita-odksztatcenie od linii prostej (obrazujacej
zalezno§¢ migdzy dziatajaca sita a odksztalceniem) oraz sita krancowa — powodujaca peknigcie i
dezintegracje strukturalng kosci (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6). W dwoch doswiadczeniach (0.4, O.6) z
wykresu sila-odksztalcenie wyznaczono ponadto: sztywno$¢ jako nachylenie krzywej w zakresie

odksztatcenia sprezystego oraz energi¢ sprezysta I praceg do zniszczenia.

Okreslenie materiatowych wiasnosci kosci
Na podstawie wyznaczonych parametrow strukturalnych i geometrycznych w doswiadczeniach

(O.4, O.6) wyznaczono nastepujace parametry materialowe kosci piszczelowo-stgpowej oraz udowe;j:
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modut sprezystosci Younga (okreslajgcy opér, jaki stawia zginana kos¢), moment gnacy (okreslajacy
obcigzenie przypadajace na odcinek odksztatcanej kosci), odksztalcenie sprezyste (okreslajace zakres
odksztatcenia, dla ktoérego obowigzuje prawo Hooke’a), odksztatcenie graniczne (okreslajace
odksztatcenie kosci w chwili peknigcia), granica sprezystosci (okre$lajaca graniczne naprezenie
sprezyste) 1 wytrzymato$¢ na zginanie (okreslajace naprezenie w chwili przylozenia sity krancowej). W
doswiadczeniach (0.2, O.3) okreslono tylko moment gnacy, odksztatcenie graniczne oraz wytrzymatosé

na zginanie.

Okreslenie gestosci mineralnej istoty korowej i ggbczastej kosci

Do oceny BMD (bone mineral density) i BMC (bone mineral content) wykorzystano metodg
absorpcjometrii podwajnej energii promieniowania X — DXA na aparacie Discovery W (Hologic, USA)
(©.4) lub XR 43 (Norland, USA) (0.6). Pomiar BMD i BMC dokonany zostat dla catej kosci oraz

oddzielnie dla trzondéw oraz nasady blizszej i dalszej kosci.

Okreslenie gestosci tkankowej kosci
Oceng gestosci tkankowej BTD (bone tissue density) trzonéw oraz nasady blizszej i dalszej kosci
przeprowadzono za pomoca piknometru helowego AccuPyc 1330 (Micrometrics, USA). Przed pomiarem

badane fragmenty kosci wysuszono w temperaturze 105°C (O.4, O.6).

Okreslenie zawartosci popiotu
Fragmenty trzonéw zmineralizowano w piecu muflowym w temperaturze 700-650°C w celu
wyznaczenia zawartos$ci popiotu surowego. Zawarto$¢ popiotu wyrazono jako procent suchej masy kosci

(0.2,0.3,0.4, 0.6).

Ocena histologiczna tkanki kostnej i chrzestnej

Fragmenty nasady blizszej kosci piszczelowo-stepowej (0.1, O.2, O.3) oraz nasady dalszej kosci
udowej (O.1) zawierajace fragment chrzgstki stawowej, chrzastki wzrostowej i kosci beleczkowej
utrwalono w formalinie, odwapniono w roztworze EDTA, a na koniec zatopiono w bloczki parafinowe.
Przygotowane preparaty histologiczne wybarwiono metoda standardowa PSR i trojchromowa Goldnera
w celu oceny mikroarchitektury kosci beleczkowej oraz identyfikacji stref chrzastki wzrostowej oraz z
zastosowaniem safraniny O w celu identyfikacji proteoglikanow.

Ocena kosci beleczkowej: Histologiczna ocena struktury beleczek kostnych wykonana zostata

przy uzyciu mikroskopu konfokalnego AXIOVERT 200M (Carl Zeiss, Niemcy) przy pomocy programu
CellSens. Okreslono rzeczywista objetos¢ kosci beleczkowej, grubos¢ beleczki kostnej, wielkosé
przestrzeni migdzybeleczkowej (0.1, O.2, O.3) oraz liczbg beleczek (0.2, O.3). W kosci beleczkowej

okreslono réwniez stosunek dojrzatych oraz niedojrzatych wiokien kolagenowych (O.2).



Ocena chrzgstki wzrostowej oraz stawowej: Oceny histomorfometrycznej chrzgstek dokonano na

podstawie analizy obrazéw preparatow zarejestrowanych w mikroskopie konfokalnym AXIOVERT
200M (Carl Zeiss, Niemcy) oraz w mikroskopie polaryzacyjnym DM 2500 (Leica, Niemcy).
Zidentyfikowano catkowita grubo$¢ chrzastki oraz nastgpujace strefy chrzastki wzrostowe;j:
spoczynkowa (1), proliferacyjna (1), hipertroficzna (l11) oraz wapniejaca (IV). Dla chrzastki stawowej
procz catkowitej grubosci chrzastki rowniez zidentyfikowano strefy: powierzchniows (1), przejsciowa (I1)
oraz giebokg (I11). W obszarze chrzastki stawowej oceniono zawarto$¢ proteoglikanow oraz stosunek

dojrzatych i niedojrzatych widkien kolagenowych (O.2, O.3).

Okreslanie zawartosci wybranych sktadnikow mineralnych w kosciach

Zawarto$¢ wybranych mikroelementéw w suchej masie tkanki kostnej wyznaczono po
zmineralizowaniu kosci w piecu muflowym. Zawarto$¢ wapnia mierzono za pomoca spektrometrii
emisyjnej atomowej plazmy indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-AE) na aparacie SP 950 (Leeman Labs, Wielka
Brytania) (O.6). Zawartos¢ fosforu oznaczono metoda kolorymetryczng na aparacie Helios (Unicam
Instruments, Wielka Brytania) (0.6). W doswiadczeniach (0.2, 0.3, O.4) zawarto$¢ sktadnikéw
mineralnych (Ca, P, Cu) oznaczono metoda spektrometrii absorpcji atomowej na aparacie Unicam 939

(Pye Unicam, Niemcy).

Okreslenie cech wytrzymatosciowych Sciggien

Testy jednoosiowego rozciggania Sciegien (O.5) przeprowadzono po ich rozmrozeniu, dbajac o
to, aby cz¢s¢ poddawana rozcigganiu nie ulegla wysuszeniu. Testy wykonano na maszynie
wytrzymatosciowej Zwick-Roell 005 (Zwick-Roell GmbH & Co., Niemcy) przy szybkosci rozciggania
10 mm/min. Wyznaczono sile zrywajaca (jako site powodujaca zerwanie Sciggna), sztywnos¢ (jako
nachylenie krzywej sita-odksztalcenie w =zakresie odksztalcenia sprezystego), wytrzymato$¢ na
rozcigganie (okreslajace naprezenie w chwili zerwania), odksztalcenie graniczne (okreslajace
odksztatcenie Sciegna w chwili zerwania), modut sprezystosci Younga (okreslajagcy opor jaki stawia

Sciegno podczas rozciggania) oraz pracg do zerwania (jako pole pod krzywa sita-odksztatcenie).

Badanie wlasciwosci termicznych Sciggien za pomocq skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC)
Analizie poddano nasigknigte sola fizjologiczng fragmenty $ciggien (O.5) w zakresie temperatur
od 20°C do 90°C przy tempie skanowania 10°C/min. Badania wykonano na aparacie STAR® DSC-1
(Mettler-Toledo GmbH, Szwajcaria). Wyznaczono termiczne parametry denaturacji kolagenu:
temperatur¢ poczatku przemiany Ton, temperatur¢ wierzchotka piku przemiany Tmax, temperatur¢ konca
przemiany Teng oraz catkowitg entalpi¢ przemiany AH, wyrazong réwniez w odniesieniu do suchej masy

Sciegien.

Okreslenie stezenia wybranych hormonow i markerow obrotu kostnego
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Analizy stezenia wybranych hormonéw (hormon wzrostu, leptyna) oraz insulinopodobnego
czynnik wzrostu typu | (IGF-I) i osteokalcyny w surowicy krwi zostaly przeprowadzone przy pomocy
metody ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (O.1, O.2, O.3). Do oznaczen wykorzystano
komercyjne zestawy przeznaczone dla drobiu.

Okreslanie zawartosci wybranych sktadnikow mineralnych W surowicy

Zawarto§¢ wybranych makro- i mikroelementéw (Ca, P, Cu, Zn, Fe, Mg) w surowicy krwi
okreslono metoda kolorymetryczng na analizatorze Metrolab 2300 GL (Metrolab, Argentyna) (O.1, O.2,
0.3) lub Mindray BS-120 (Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd, Chiny) (O.4).

Oméwienie wynikéw prac wskazanych jako szczegoélne osiggniecie

Okreslenie wplywu poziomu i formy wybranych mikroelementow (Zn, Cu) w mieszance paszowej na

parametry wytrzymatosciowe i histomorfometryczne kosci kurczqt brojlerow.

Celem badania, ktorego wyniki opisano w pracy (O.l), byta ocena wplywu dodawania
suplementoéw mineralnych cynku jako organicznego (ZnGly) i nieorganicznego (ZnO) zrédta cynku do
paszy przeznaczonej dla drobiu na parametry mechaniczne, geometryczne i histomorfometryczne kosci
dhugich. W badaniu tym oceniano roéwniez wptyw roznych pozioméw suplementacji (rekomendowanych
i ograniczonych do 50% poziomu rekomendowanego).

Dos$wiadczenie przeprowadzono na 250 jednodniowych brojlerach kurzych (samiec Ross 308)
losowo przydzielonych do 5 grup (5 powtorzen po 10 ptakoéw w grupie). Obejmowaty one grupe kontrolng
pozbawiong dodatku Zn w premiksie paszowym oraz grupy do$wiadczalne suplementowane cynkiem w
postaci ZnO (standardowe nieorganiczne zrédto cynku) lub w formie organicznych kompleksow
aminokwasowych (ZnGly). Zawarto$¢ suplementowanego cynku w dietach do$wiadczalnych wynosita
50 lub 100 mg/kg mieszanki paszowej, co odpowiada odpowiednio 50% i 100% rekomendowanej
suplementacji cynkiem dla brojlerow Ross 308. Po 42 dniach chowu wybrano losowo 10 ptakéw z kazde;j
grupy (po 2 ptaki z kazdego powtorzenia w grupie) i poddano eutanazji. Po uboju pobrano kosci
piszczelowo-stgpowe oraz udowe, ktore poddano testom wytrzymatosciowym, oceniono ich parametry
osteometryczne i wykonano analiz¢ histomorfometryczng kosci beleczkowej. Wykonano rowniez analizy
w celu okreslenia stezen hormonu wzrostu, leptyny i osteokalcyny, jak tez poziomu Zn, Cu, Ca, Mg, Fe i
P w surowicy krwi.

Uzyskane wyniki pokazaly jednoznacznie, ze wprowadzenie cynku do diety nie wptyngto na
koficowa masg ciala ptakow oraz mase i dtugo$¢ badanych kosci. Analiza osteometryczna wykazata, ze
wplyw zarowno formy cynku, jak i jego poziomu w diecie, na geometri¢ kosci jest odmienny dla kazdej
z kosci. Kosci udowe ptakow z grup doswiadczalnych charakteryzowaly si¢ wigkszym polem przekroju

porzecznego trzonu, warto$cig indeksu korowo-trzonowego, objetoscia trzonu i wzgledng gruboscia
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Scian. Zmian tych nie zaobserwowano dla kosci piszczelowo-stepowej. Jednak obecnos¢ cynku w
premiksie (niezaleznie od jego zrodta) prowadzita do zwigkszenia stosunku masy do dtugosci obu kosci,
czyli parametru, ktory moze by¢ traktowany jako wskaznik gestosci kosci. Wykonany test zginania
trojpunktowego Wykazal, ze tylko w przypadku kosci udowej doszto do zmian wytrzymatosci
mechanicznej bedacych wynikiem suplementacji zaréwno ZnO jak i Zn-Gly. Wykonana analiza
histomorfometryczna ujawnita, ze cynk podawany w formie nieorganicznej, niezaleznie od dawki,
poprawit mikroarchitekture kosci beleczkowej kosci udowej, zwigkszajac objetos¢ kosci beleczkowej
oraz grubos¢ beleczek. W przypadku kosci piszczelowo-stgpowej zaobserwowano odmienne zmiany po
suplementacji, bez wzglgdu na zrédto i dawke cynku. Forma i poziom cynku nie wplyng¢ly na stgzenie
hormonu wzrostu, osteokalcyny oraz poziom Zn, Ca, Mg, Fe i P w surowicy, jedynie zaobserwowano
wzrost stezenia IGF-1 w surowicy krwi ptakow z obu grupach suplementowanych cynkiem w poziomie
50 mg/kg paszy.

Podsumowujac, badania opisane w pracy (O.1) sa pierwszymi badaniami, w ktoérych wplyw
podawania cynku w dawce nizszej niz rekomendowana oceniano U drobiu réwnocze$nie na podstawie
zmian osteologicznych i wytrzymatosciowych trzonow kosci oraz analiz histomorfometrycznych nasad.
Zmiany zaobserwowane w ko$ci udowej sugeruja, ze cynk podawany juz w ilosci 50 mg/kg mieszanki
paszowej niezaleznie od formy przyspieszyt dojrzewanie tej kosci (lepsza struktura kosci korowej w
obszarze trzonu kos$ci, wigksza wytrzymato$¢ mechaniczna). Réwnocze$nie doszto do pogorszenia
struktury nasady kosci piszczelowo-stgpowej, zwlaszcza po suplementacji cynkiem w formie organicznej.
Sugeruje to wickszg podatno$¢ stawu kolanowego na powstawanie zmian patologicznych, utrudniajgcych
chodzenie. Powstate roznice w odpowiedzi obu kosci na rozne formy cynku w diecie, moga wynikac z
roznego utozenia oraz sposobu przenoszenia ci¢zaru w konczynie miednicznej, mimo petnienia przez nie
jednakowych funkcji podporowo-nosnych. Ta odmiennos$¢ predysponuje ko$¢ piszczelowo-stepows do
wigkszej podatno$ci na zaburzenia wzrostowo-rozwojowe oraz uszkodzenia u szybko rosngcych
brojleréw. Kos¢ piszczelowo-stepowa, na ktorej opiera si¢ gldowny cigzar masy ciata ptakow, pelni inng
funkcje¢ w aparacie ruchu i podlega innym obcigzeniom niz ko$¢ udowa. Niemniej jednak, analizowano
takze parametry kosci udowej, aby uzyska¢ doktadniejsza odpowiedz jak poszczegdlne czynniki
wplywajg na wytrzymato$¢ mechaniczng kos$éca. Jak wykazano w pracy (O.1) badanie wytrzymatosci
kosci udowej nie zawsze daje jednak pelny obraz wplywu zastosowanych czynnikow zywieniowych na
rozw0j uktadu szkieletowego brojlerow. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono tym samym, ze
to kos$¢ piszczelowo-stgpowa powinna by¢ koscia modelowa w ocenie wytrzymalosciowej tkanki kostne;j
i chrzestnej u kurczat.

Celem kolejnego badania, ktorego wyniki przedstawiono w pracy (O.2), bylo okreslenie
parametrow histologicznych, mechanicznych i sktadu mineralnego kosci piszczelowo-stgpowej Oraz
wybranych hormondéw zaangazowanych w ogdlny wzrost i rozwdj kosci u samcoéw brojleroéw Ross 308

ktorym podano organiczny cynk z dodatkiem fitazy (500 FTU) lub bez niej. Zastosowana dawka cynku
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w formie organicznego kompleksu aminokwasowego (Zn-Gly) zostata obnizona do poziomu 25%
rekomendowanej ilosci w mieszance paszowej (25 mg/kg paszy).

Dos$wiadczenie przeprowadzono w porownaniu do dwoch grup kontrolnych: negatywnej,

pozbawionej dodatku cynku w premiksie paszowym oraz pozytywnej, w ktorej cynk byt obecny w formie
Zn0O, podawanego w ilosci rekomendowanej (100 mg/kg paszy, 100% wg. normy NRC). Doswiadczenie
przeprowadzono na jednodniowych samcach Ross 308 (n = 200), w grupach liczacych po 50 osobnikow
(5 powtorzen po 10 ptakow). W 42 dniu losowo wybrano 10 ptakéow z kazdej grupy (po 2 ptaki z
powtorzenia) i poddano eutanazji.
Aby w pelniejszy sposob niz w poprzednim badaniu oceni¢ wptyw cynku na rozwdj kosci, badania
uzupelniono 0 analize zawarto$ci wybranych makro- i mikroelementow (Zn, Cu, Mg, Fe, Ca, P) w
kosciach oraz o ocene histologiczng chrzastki wzrostowej i stawowej, identyfikujac w obu chrzastkach
ich strefy. Dokonano tez oceny zawarto$ci proteoglikanéw, warunkujacych wtasnosci lepko-sprezyste
chrzastki oraz okreslono stosunek widkien kolagenowych w kosci beleczkowej i chrzastce stawowej. W
osoczu krwi oznaczono stezenia Ca, P, Zn, Cu i Fe; w surowicy krwi oznaczono stezenie hormonu
wzrostu, osteokalcyny, leptyny oraz IFG-1.

Obnizony poziom cynku w diecie bez dodatku egzogennej fitazy nie wptynat na przyrosty masy
ciata kurczat brojlerow. Wigksze przyrosty, takie same jak w pozytywnej grupie kontrolnej,
zaobserwowano natomiast w grupie suplementowanej cynkiem oraz fitaza. Obecnos¢ cynku, niezaleznie
od jego formy, chociaz nie ptyngta na mase i dtugosc¢ kosci piszczelowo-stgpowej, oddziatywata na cechy
osteometryczne trzonu kosci, gdzie zaobserwowano poprawe cech geometrycznych. Zawartos¢ Mg w
kos$ciach oraz popiotu surowego bylta istotnie wyzsza w grupach doswiadczalnych w porownaniu do obu
grup kontrolnych. W grupach doswiadczalnych stwierdzono réwniez poprawe wytrzymatosci kosci (sita
sprezysta, sita krancowa, moment gnacy). Wyliczone wartosci naprezen byty jednak w obu grupach
doswiadczanych rézne. Naprezenia, ktore wystegpowaty podczas zginania kosci z grupy doswiadczalnej
pozbawionej dodatku fitazy byty zblizone do obserwowanych w kosciach z negatywnej grupy kontrolnej.
W koéciach z drugiej grupy do$wiadczalnej (suplementowanej dodatkowo fitaza) naprezenia byly takie
same jak w pozytywnej grupie kontrolnej. Analiza zawartosci sktadnikoéw mineralnych w kosciach
wykazata, ze zawarto§¢ Ca, P i Fe nie zalezata od rodzaju diety. Zawarto$¢ Zn we wszystkich grupach
suplementowanych tym mikroelementem byta na takim samym poziomie, natomiast zawarto§¢ Mg
wzrosta tylko w obu grupach doswiadczalnych, a zawarto§¢ Cu zmniejszyta si¢ w grupie do§wiadczalnej
bez dodatku fitazy. Zatem wyniki zawarto$ci sktadnikow mineralnych w kosciach moga sugerowac, ze
mocniejsze kosci u brojlerow karmionych dietami o niskiej zawartosci cynku i fitaza nie wynikaja z
lepszej mineralizacji, ale z bardziej dojrzatych geometrycznie kosci.

Grubos¢ chrzastki wzrostowej oraz jej poszczegdlnych stref, poza strefg IV, byta w grupach
doswiadczalnych istotnie wyzsza niz w obu grup kontrolnych. Moze by¢ to zwigzane z poprawa Wzrostu

i dojrzewania komorek kostnych.
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Wykonana analiza histomorfometryczna nasady wykazata pozytywny wpltyw organicznego
kompleksu aminokwasowego cynku na mikrostrukture kosci beleczkowej (wzrost objetosci beleczek
kostnych i sredniej grubosci beleczki kostnej) w obu grupach doswiadczalnych, chociaz nie byt on na tyle
znaczacy, by osiagnaé poziom obserwowany w pozytywnej grupie kontrolne;j.

W niniejszym badaniu stwierdzono istotne zwickszenie grubosci chrzastki stawowej u brojlerow
kurzych suplementowanych cynkiem w formie organicznej w ilosci 25 mg/kg mieszanki paszowe;j,
niezaleznie od obecnos$ci fitazy, w poréwnaniu z negatywng grupg kontrolng i zmiana ta byta na tyle
znaczaca, ze grubo$¢ chrzastki stawowej osiagnela poziom obserwowany w pozytywnej grupie
kontrolnej. Zaobserwowana poprawa struktury chrzastki stawowej w grupach, w ktorych cynk byt
podawany w formie organicznego kompleksu aminokwasowego, moze pozytywnie wptynaé¢ na rozktad
obcigzen w stawie i poprawi¢ elastyczno$¢ chrzastki stawowej, chronigc ja przed nadmierna degradacja
u szybko rosnacych brojlerow. Z drugiej strony, chrzastka stawowa ptakéw z negatywnej grupy kontrolnej
pozbawionej dodatku cynku w diecie wykazywala na tyle istotng redukcje grubosci calkowitej oraz
poszczegbdlnych jej stref, ze moze wplynaé to rozktad obcigzen w stawie z konsekwencjami
funkcjonalnymi. Chrzastka o tak zmienionych cechach morfometrycznych moze pod wpltywem dziatania
sit mechanicznych doznawac tak intensywnego zuzycia, ze jej adaptacja do panujacych obcigzen bedzie
niewystarczajaca. Moze to powodowac¢ degradacje chrzastki stawowej, powodujac tym samym trudnosci
w ruchu, poniewaz redukcja grubos$ci moze zmienic¢ elastycznos$¢ chrzastki stawowej, czego nastgpstwem
jest zmniejszenie si¢ jej podatnosci do odksztatcen sprezystych podczas ruchu. Tak zmienione chrzastki
moga rowniez w wigkszym stopniu ulega¢ mechanicznemu oddzieleniu od tronu kosci. W obu grupach
doswiadczalnych obserwowano réwniez wzrost liczby proteoglikandéw, niezaleznie od obecnosci fitazy.
To réwniez wskazuje na to, ze w tych grupach tych moglto dojs¢ do wzrostu elastycznosci chrzastki
stawowej, poniewaz proteoglikany maja funkcje hydrodynamiczne, a ich zwigkszona zawarto$¢ moze
chroni¢ chrzastke stawowg przed degradacja, przeciwstawiajac si¢ kompresyjnemu naciskowi w stawie u
szybko rosngcych brojlerow.

Stezenie Zn, Fe i Ca w 0soczu krwi znacznie wzrosto po dodaniu fitazy. Stezenie P i Cu w osoczu
krwi nie ulegato zmianie, niezaleznie od zrodta cynku lub witaczenia fitazy. W konsekwencji stosunek
Ca/P w osoczu byl najwyzszy w grupie doswiadczalnej z dodatkiem fitazy. Stezenie IGF-1 znacznie
wzrosto wraz z wprowadzeniem cynku do diety, ale nie rosto dalej po dodaniu fitazy. Zardwno stgzenie
hormonu wzrostu, jak i stezenie leptyny znaczaco wzrosto w grupach suplementowanych cynkiem, przy
czym najwyzszy poziom byl notowany w grupie pozytywnej kontroli i grupie do§wiadczanej z dodatkiem
fitazy. Suplementacja samym cynkiem w formie organicznej nie wptyneta na stezenie osteokalcyny, ale
zaobserwowano znaczny wzrost jej stezenia po wiaczeniu fitazy do diety w porownaniu z negatywna
grupg kontrolng.

Wyzsze stezenie wybranych mineralow (Zn, Fe, Ca) w osoczu krwi u kurczat brojlerow z grupy
doswiadczalnej z fitazg by¢ moze wywotalo odpowiedz osi somatotropinowej. Cynk odgrywa wazng rolg

w proliferacji i réznicowaniu komorek poprzez synteze hormonu wzrostu. Bierze udzial w wytwarzaniu
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osteokalcyny i fosfatazy alkalicznej, ktora zapewnia odktadanie si¢ wapnia w kosciach. Stwierdzono
réwniez, ze cynk wptywa na poziom leptyny w surowicy i stymuluje aktywacje IGF-1, somatomedyny,
ktora dziala w odpowiedzi na stymulacje hormonem wzrostu. W przedstawionym do$wiadczeniu
obecnos¢ cynku zwigkszyta poziom hormonu wzrostu, IGF-1 i leptyny. Wiaczenie fitazy doprowadzito
do dalszego wzrostu hormonu wzrostu oraz leptyny. Wskazuje to na pozytywny wptyw wiaczenia fitazy
do diety o niskiej zawartosci Cynku na wzrost i rozw0] poprzez posrednig popraweg aktywnosci osi
somatotropinowej, poniewaz homeostaza kosci i chrzastki jest regulowana przez hormon wzrostu
dziatajacy przez IGF-1, ktory stymuluje proliferacje.

Podsumowujac, badania opisane w pracy (O.2) sg pierwszymi badaniami, w ktorych wplyw
podawania cynku w paszy w dawkach nizszych niz rekomendowane oceniano u drobiu nie tylko na
podstawie  pomiarow  osteometrycznych i  wytrzymatosciowych  ko$ci oraz = pomiaréw
histomorfometrycznych kosci beleczkowej, ale rowniez analiz histomorfometrycznych chrzastki
stawowej i wzrostowej oraz zmian 0si somatotropinowej.

Celem kolejnego badania, ktérego wyniki przedstawiono w pracy (O.3), byto okreslenie
parametréw histologicznych, mechanicznych i sktadu mineralnego ko$ci piszczelowo-stepowej oraz
wybranych hormonéw zaangazowanych w ogolny wzrost i rozwoj kosci u samcoé6w brojleréw Ross 308,
ktorym podano organiczng forme miedzi z dodatkiem fitazy (500 FTU) lub bez niej. Zastosowana dawka
miedzi w formie organicznego kompleksu aminokwasowego (Cu-Gly) zostata obnizona do poziomu 25%
rekomendowanej ilo$ci w mieszance paszowej (4 mg/kg paszy).

Do$wiadczenie przeprowadzono na 120 jednodniowych kurczetach rasy Ross 308, podzielonych na grupe
kontrolng pozbawiong miedzi w premiksie paszowym oraz grupy karmione pasza o obnizonym poziomie
miedzi (4 mg/kg paszy, 25% catkowitej zalecanej dziennej ilosci dla brojlera Ross 308) w postaci
organicznego kompleksu aminokwasowego(Cu-Gly) z dodatkiem fitazy (500 FTU) lub bez. W kazdej
grupie byto 40 ptakéw w 4 powtorzeniach po 10 osobnikow.

Podobnie jak w poprzednich badaniach, oceniono wptyw badanego mikroelementu na wytrzymatos¢
mechaniczng kosci oraz wykonano ocene histologiczng chrzastki wzrostowej i stawowej. W surowicy
krwi oznaczono ste¢zenia Ca, P, i Cu oraz oznaczono stgzenie hormonu wzrostu, osteokalcyny, leptyny
oraz IFG-1. Przeprowadzono réwniez analize¢ zawartosci Cu, Ca i P w kos$ciach.

Obecnos¢ samej miedzi w premiksie nie wplyneta na przyrost masy ciala kurczat, gdyz wigksze
przyrosty obserwowano w grupie suplementowanej miedzia oraz egzogenna fitazg. Podobne wyniki
otrzymano dla kos$ci (masa, dtugo$¢ oraz ich wzajemny stosunek bedacy miarg gestosci kosci). Obecnosé
miedzi w diecie miala jednak wptyw na cechy osteometryczne trzonu kosci (zwigkszenie $rednic
horyzontalnych i wertykalnych, pola przekroju poprzecznego, obj¢tosci trzonu), chociaz zmiany te byly
wicksze w grupie dodatkowo suplementowanej fitaza. W nastgpstwie zmiany S$rednic przekroju
poprzecznego trzonu doszto do zmian wyznaczonych na ich podstawie wskaznikow strukturalnych kosci
(wtérny moment bezwladnos$ci, promien bezwtadnosci). Wskazuje to na wigkszg dojrzatos¢ badanych

kosci. Zawarto$¢ sktadnikow mineralnych w kosciach (Cu, Ca, P) oraz popiotu surowego byta réwniez
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istotnie wyzsza w tych grupach do$wiadczalnych. Interesujace wyniki otrzymano analizujac dane
doswiadczalne uzyskane podczas testu trojpunktowego zginania. Wartos$¢ sity sprezystej, sity krancowe;j
oraz momentu gnacego (okreslajacego obcigzenie przypadajace na jednostke dtugosci odksztatcanej
kosci) byly istotnie wyzsze jedynie w grupie suplementowanej miedzig w obecnosci egzogenne;j fitazy.
Jednak warto$ci wyliczonych naprgzen panujacych w kosci podczas odksztatcenia (odksztalcenie
graniczne oraz wytrzymato$¢ na zginanie) w obu grupach suplementowanych miedzig byly jednakowe i
istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej. Podsumowujac wyniki analiz testow mechanicznych, mozna
przyjaé, ze poziom zawartoSci miedzi w diecie, ktory moze prowadzi¢ do poprawy wytrzymatoSci
mechanicznej kosci, jest znacznie mniejszy niz rekomendowany.

Analiza histomorfometryczna nasady wykazata pozytywny wplyw miedzi na mikrostrukture
kosci beleczkowej (objetos¢ beleczek kostnych, grubos¢ beleczki kostnej, wielko$¢ przestrzeni
miedzybeleczkowej), chociaz do zwigkszenia liczby beleczek doszto po dodatkowym wiaczeniu do diety
fitazy. W grupach doswiadczalnych zaobserwowano pogrubienie chrzastki stawowej oraz wyrazne
pogrubienie chrzastki wzrostowej, chociaz zmiana grubo$ci poszczeg6lnych stref byta zalezna czgsto od
obecnosci fitazy. Doszto réwniez do zwigkszenia liczby proteoglikanéw oraz ilosci wiokien
niedojrzatego, mtodego kolagenu w chrzastce stawowej. Proteoglikany zapewniajg stabilnos¢ chrzastki
stawowej, a degradacja proteoglikanow prowadzi do destabilizacji sieci kolagenu. Informacje uzyskane z
analizy wiokien kolagenowych ujawnity réznice pomiedzy grubymi (dojrzatymi, o kolorze czerwono-
pomaranczowym) i cienkimi (niedojrzatymi, zielonymi) widknami kolagenowymi. Suplementacja Cu
(niezaleznie od dodatku fitazy) zwiekszyta ilo$¢ niedojrzatego kolagenu w chrzastce stawowe;j.

Dodanie fitazy do diety ubogiej w miedz dla brojlera Ross 308 zwigkszyto stezenie osteokalcyny
w porownaniu z innymi grupami, podczas gdy ste¢zenie IGF-1 wzrosto tylko w porownaniu do grupy
kontrolnej. Rodzaj diety nie wptynat na st¢zenie hormonu wzrostu i leptyny.

Badanie opisane w pracy (0O.3) jest pierwszym, w ktoérym analizowano zaré6wno mechaniczne
wilasciwosci koséci, jak i histomorfometrie kosci gabczastej i chrzgstki szklistej u drobiu zywionego dieta
pozbawiong miedzi, lub o niskim poziomie miedzi z dodatkiem fitazy lub bez. Niezaleznie od obecnosci
fitazy, organiczna forma miedzi moze prowadzi¢ do zmian w obrebie chrzastki stawowej, na co wskazuje
przeprowadzona analiza morfologiczna oraz zawarto$¢ proteoglikanéw. Suplementacja fitazg
prawdopodobnie wykazata korzystny wplyw na réznicowanie chondrocytow, wplywajac na ich
proliferacje¢ i utrzymujac ich wrazliwo$¢ na czynniki wzrostu, takie jak IGF-1. Dodatek fitazy wptynal na
architekture kosci beleczkowej, oraz generalnie poprawit wzrost i rozwo6j kosci piszczelowo-stepowe;.
Poprawa struktury chrzastki stawowej moze pozytywnie wplyna¢ na stabilno$¢ i zdolnos¢ chrzastki do
amortyzacji obcigzen w stawie. Ponadto przedstawione w pracy analizy osteometryczne kosci i
histologiczne chrzastek wskazuja, ze koSci kurczat z grupy pozbawionej dodatku miedzi miaty
zredukowane wymiary geometryczne trzonu oraz najmniej rozwinigte chrzastki. Wyniki te sugeruja, ze
ich obnizona wytrzymato$¢ mechaniczna mogta by¢ nastepstwem wadliwej proliferacji oraz mineralizacji

wewnatrz stref chrzastki wzrostowe;j.
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Podsumowujac, badania opisane w pracy (0O.3) sg pierwszymi badaniami, w ktorych wplyw
podawania miedzi oceniano u szybkorosngcych kurczat nie tylko na podstawie pomiarow
wytrzymatosciowych kosci ale tez pomiaréw histomorfometrycznych (kosci beleczkowej i chrzastek

szklistych) oraz zmian osi somatotropinowej.

Okreslenie wplywu zrodta biatka w diecie kurczgt na homeostaze tkanki kostnej oraz wlasciwosci fizyczne

Sciegien.

Poekstrakcyjna sruta sojowa, powszechnie uzywane pierwotne zrodto biatka w paszy, czesto
uzyskiwana jest z przetwarzania genetycznie zmodyfikowanych odmian. Ze wzgledu na zblizajace si¢
embargo stosowania GMO w paszach dla zwierzat, trwajg poszukiwania alternatywnych zrodet bialtka,
ktore mozna wprowadzi¢ do diety zwierzat. Nasiona bobiku (Vicia faba L. minor) mogg by¢ dobrym
sktadnikiem biatkowo-energetycznym w zywieniu zwierzat monogastrycznych, w tym drobiu, ze
wzgledu na ich sktad chemiczny: wysoka zawarto$¢ biatka (26-30%) oraz wysokie stezenie skrobi (40%).
Z drugiej strony, negatywna cechg nasion bobiku jest obecno$¢ substancji antyzywieniowych, takich jak
lektyny, alkaloidy, saponiny, kwas fitynowy, polisacharydy nieskrobiowe, inhibitory enzymow i taniny,
ktore moga ogranicza¢ wchtanianie sktadnikow odzywczych. Istniejg doniesienia wskazujace, ze roslinne
substancje antyzywieniowe mogg zmniejsza¢ wchtanianie wapnia lub fosforu, wptywajac tym samym na
rozwoj kosci.

Poniewaz zle zbilansowana dieta pod wzgledem sktadu biatkowego, ilosci aminokwaséw
endogennych i egzogennych i ich wzajemnych proporcji moze prowadzi¢ do zaburzen rozwoju
elementow uktadu ruchu a nie ma informacji na temat wptywu zmiany zrodta biatka na rozwdéj kosci u
kurczat brojleréw celem doswiadczenia, ktorego wyniki przedstawiono w pracy (0O.4), bylo zbadanie
wptywu réznych poziomoéw surowych nasion bobiku nisko taninowego na rozwoj kosci u brojlerow.

Do$wiadczenie przeprowadzono na 96 jednodniowych brojlerach kurzych Ross 308. Ptaki
losowo podzielono na 3 grupy (po 32 ptaki w 8 powtorzeniach po 4 osobniki w kazdej grupie). Grupe
kontrolng zywiono pasza standardowa na bazie poekstrakcyjnej $ruty sojowej, a grupy doswiadczalne
zywiono pasza, w ktorej Srutg¢ sojowa czgsciowo zamieniono Surowymi nasionami bobiku nisko
taninowego w ilosci 8%/15% (grupa I) oraz 16%/22% (grupa I1) w okresie 2 kolejnych etapow cyklu
produkcyjnego. Odpowiada to zastgpieniu biatka sojowego odpowiednio w ilosciach 10%/20% i
20%/30%.

Obecnos¢ surowych nasion bobiku nisko taninowego w diecie spowodowata redukcje wartosci
parametrow geometrycznych kosci. W obu grupach do$wiadczalnych doszto do zmniejszenia pola
przekroju poprzecznego trzonu kosci. W grupie Il stwierdzono zmniejszenie masy kosci oraz wartosci
indeksu korowego w trzonie kosci. W poréwnaniu z grupa kontrolng wartosci czesci parametrow
wytrzymatosciowych kosci byly wyzsze w grupie I (odksztatcenie sprezyste, odksztatcenie graniczne,

modut Younga) oraz nizsze w grupie Il (sita sprezysta, sita krancowa). W grupie 1l zawartos¢ popiotu
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surowego, stosunek popiotu do objetosci kosci, gestos¢ objetosciowa kosci praz zawartos¢ fosforu byly
wyzsze, natomiast stosunek Ca/P byt nizszy niz w grupie kontrolnej. W grupie | st¢zenie P wzrosto, a
stosunek Ca/P zmniejszyt si¢ w porownaniu do grupy kontrolnej. Gestos¢ mineralna kosci oraz zawartos¢
mineralna w catej kosci, czgséci dystalnej i srodkowej zmniejszyta sic w grupie IT w poréwnaniu grupa
kontrolng. W grupie I zmniejszeniu ulegta tylko zawarto$¢ mineralna kosci w czesci dystalne;j. Istniaty
rowniez istotne statystycznie roznice pomiedzy obiema grupami doswiadczalnymi. W grupie I
stwierdzono nizszg zawarto$¢ popiotu surowego, oraz wyzsza gesto$¢ mineralng kosci w calej kosci i
trzonie jak tez zawarto$¢ mineralng w trzonie kosci. Chociaz u ptakéw zywionych wigksza ilosciag
surowych nasion bobiku stwierdzono 1zejsze kosci piszczelowo-stepowe oraz analiza geometryczna
wykazata zmniejszenie pola przekroju poprzecznego i grubos$ci §ciany trzonu kosci, co miato wptyw na
parametry densytometryczne i wyniki testOw mechanicznych, nie miaty one widocznych uszkodzen nog
ani probleméw z funkcja lokomotoryczna.

Wchtanianie podstawowych sktadnikow mineralnych i odzywczych w przewodzie pokarmowym,
zalezy od jego poprawnej budowy, a prawidlowe ich funkcjonowanie jelit jest niezbedne do
zrownowazonego rozwoju kosci, przez co odgrywaja kluczowsa role w procesie mineralizacji szkieletu.
Inne analizy opisane w pracy (O.4) sugeruja, ze wlaczenie surowych nasion nisko taninowego bobiku do
diety miato negatywny wptyw na strukture i funkcje przewodu pokarmowego, w rezultacie nie byto
mozliwe utrzymanie metabolizmu kosci na optymalnym poziomie. Dlatego tez, chociaz nasiona bobiku
moga by¢ alternatywnym zrodtem biatka, wprowadzenie ich do diety drobiu nie zapewnia podobnego
rozwoju kosci, jak w przypadku diety opartej wytacznie na poekstrakcyjnej srucie sojowej.

Podsumowujac, badania opisane w pracy (O.4) sa pierwszymi badaniami, w ktorych wplyw
zrodia biatka w diecie oceniano u kurczat brojleréw rownocze$nie na podstawie analiz osteometrycznych,
densytometrycznych i wytrzymatosciowych kosci i powigzano te analizy ze zmiang budowy
histologicznej jelita cienkiego.

Celem badan, ktorych rezultaty opisano w pracy (0O.5), byta ocena wptywu innego zamiennika
poekstrakcyjnej $ruty sojowej jako podstawowego zrddla biatka w diecie kurczat, surowych nasion
ciecierzycy, na wlasciwosci fizyczne $ciggien. Nasiona ciecierzycy (Cicer arietinum L.) opisywane sg
jako odpowiedni zamiennik poekstrakcyjnej $ruty sojowej w paszy zwierzat monogastrycznych,
poniewaz jako$¢ biatka z ciecierzycy zostata opisana jako porownywalna do biatka sojowego. Ponadto,
w porownaniu do soi, ciecierzyca zawiera stosunkowo niewielkie ilosci inhibitoréow trypsyny i
chymotrypsyny. Niemniej jednak ciecierzyca, podobnie jak inne ro$liny straczkowe, zawiera rowniez
wiele czynnikow antyzywieniowych, ktore pogarszaja wchtanianie sktadnikéw odzywczych i moga mieé¢
negatywny wplyw na wzrost zwierzat.

Dodatkowa przestanka do podjecia badan, ktorych wyniki przedstawiono w pacy (O.5), byt fakt,
ze brak jest jakichkolwiek informacji i prac badawczych na temat tego, czy zrodto biatka moze wptywac
na wlasciwosci fizyczne Sciggien. W tym celu podjeto probe nie tylko okreslenia ich wilasciwosci

wytrzymatosciowych, ale tez powigzania tych wynikéw z wynikami analizy termiczne;j.
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W doswiadczeniu uzyto 160 jednodniowych kurzych brojlerow Ross 308, ktore podzielono na
dwie grupy: kontrolng, zywiona dietg oparta na poekstrakcyjnej srucie sojowej oraz grupe doswiadczalna,
W ktorej srute sojowa w calo$ci zastgpiono surowymi nasionami ciecierzycy. Obie grupy liczyty po 80
ptakow podzielonych na 4 powtdrzenia po 20 osobnikoéw. Po 42 dniach 8 ptakoéw z kazdej grupy (po 2
osobniki z kazdego powtorzenia) poddano eutanazji. Wszystkie wybrane ptaki byty klinicznie zdrowe i
nie wykazywaty zadnych probleméw zwigzanych z ruchem oraz nie stwierdzono zmian patologicznych
w budowie i zakresie ruchéw w stawie z okolic ktorego pobrano $ciggna.

Woprowadzenie do diety w miejsce poekstrakcyjnej sruty sojowej surowych nasion ciecierzycy
nie wplyngto na koncowg mase brojler6w oraz rozmiary badanych $ciggien. Test jednoosiowego
rozciaggania wykazat brak roznic w wartosciach sity zrywajacej, sztywnosci, odksztatcenia granicznego i
modutu sprezystosci Younga. Brak réznic w wyznaczonych parametrach mechanicznych sugeruje,
zdolno$¢ Sciggien do przenoszenia sit nie ulegla zmianie. Jednak wyznaczona warto$¢ pracy potrzebne;j
do zerwania $ciggien oraz ich wytrzymato$¢ na rozciaganie u ptakow z grupy doswiadczalnej byla
statystycznie wyzsza. Rowniez analiza DSC ujawnila istnienie réznic w wartosci catkowitej entalpii
przemiany oraz temperatury poczatku termicznej denaturacji kolagenu w $ciggnach pobranych od ptakow
zywionych surowymi nasionami ciecierzycy.

Whioski, jakie wysunigto z obu przeprowadzonych analiz, byty spdjne. Zmiany obserwowane w
przebiegu procesu denaturacji kolagenu wskazujg na zmiane organizacji wigzek kolagenu w $ciggnach
ptakow z grupy doswiadczalnej (obnizenie temperatury denaturacji) oraz ich gestsze upakowanie (wzrost
catkowitej entalpii). Bardziej zwigzte $ciggno jest w stanie zaabsorbowac wigcej energii, gdy poddawane
jest dziataniu sity zewnetrznej, co potwierdzit wzrost pracy (energii) potrzebnej do zerwania $ciggna.
Wzrost wytrzymatosci na rozcigganie wskazuje natomiast, ze wigzki kolagenu w $ciggnach brojleréw
zywionych nasionami ciecierzycy sg bardziej oporne na mikropeknigcia. Poniewaz nie stwierdzono réznic
w ciezarze ptakéw czy zmian patologicznych w budowie stawu, zmiany te nie moglty by¢ nastepstwem
wigkszego obcigzenia mechanicznego Sciggien, a najprawdopodobniej sg nastepstwem zmiany zrodta
biatka w diecie.

Podsumowujac, badania opisane w pracy (O.5) sg pierwszymi badaniami wtasciwosci fizycznych

$ciggien u drobiu po zmianie zrodla biatka.

Orkreslenie wpltywu hipogonadyzmu na cechy osteometryczne i wytrzymatosciowe kosci kaptonow.

Fizjologicznie najwigkszy przyrost masy kostnej ma miejsce okresie wzrostu i dojrzewania
plciowego organizmu, jest on wigc $cisle zwiazany z rozwojem gruczotow plciowych i ich aktywnoscia.
Kaptony to koguciki poddane chirurgicznej kastracji zanim osiagna dojrzatos¢ ptciowa w celu poprawy
jakosci ich migsa. W wyniku kastracji samcoéw dochodzi do zmian ogdlnego metabolizmu ustroju jak i
syntezy biatka, co wptywa na kosci, ich mineralizacj¢ w okresie wzrostu i dojrzewania oraz utrzymanie

homeostazy tkanki kostnej w pdzniejszym czasie.
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Brak jest szczegétowych badan pokazujacych wpltyw hormonéw gonadalnych wykazujgcych
dziatanie anaboliczne na tkanke kostna u samcow drobiu poddanych kastracji. Chociaz istnieja badania
pokazujace wplyw kaptonowania na mineralizacj¢ kosci czy podstawowe parametry wytrzymatosciowe,
brak jest analiz cech strukturalnych kosci oraz wytrzymatosci materiatowej tkanki kostnej. Warto zatem
podkresli¢, ze po raz pierwszy, nie tylko w Polsce, w ocenie wytrzymatosci kosci kaptondow zastosowano
tak szczegdtowe analizy mechaniczne, jak w omawianej pracy (O.6).

Celem badan przedstawionych w pracy (O.6) bylo okreslenie wptywu kaptonowania na cechy
osteometryczne i wytrzymatosciowe kosci u kurczat wolnorosnacych. Badaniom poddano koguty i
kaptony rasy Polbar. Do doswiadczania przeznaczono tacznie 100 ptakow, z ktorych pigédziesigt w 8
tygodniu zycia poddano zabiegowi chirurgicznej kastracji. Ptaki utrzymywano do wieku 24 tygodni,
nastepnie 10 ptakow z kazdej grupy poddano eutanazji w celu pobrania kosci udowej i piszczelowo-
stepowe;j.

Rezultaty doswiadczenia wykazaly, ze pomimo wyzszej koncowej masy ciata u kaptonéw, zabieg
kaptonowania nie wptynat na mase i dtugos¢ badanych kosci. Stwierdzono jednak szereg istotnych roznic
w budowie geometrycznej kosci oraz w badanych parametrach wytrzymatosciowych. Analiza
osteometryczna wykazata, ze trzony kosci kaptonow posiadaty wigksze $rednice oraz pole przekroju
poprzecznego. Roznice w rozmiarze przekroju poprzecznego trzonu spowodowaty istotne roéznice w
wyznaczonych na ich podstawie wskaznikach strukturalnych: wtérnym momencie bezwiladnosci i
promieniu bezwiladnosci. Kaplonowanie skutkowato obnizeniem zakresu dopuszczalnych sit
odksztatcenia sprezystego (warto$¢ sity sprezystej), co przy niezmienionej wartosci sity krancowej
oznacza powigkszenie zakresu deformacji plastycznych. Na pozostale wyznaczone parametry
strukturalne (sztywnos¢, energia sprezysta i praca do zniszczenia) kaptonowanie nie miato wptywu.
Trzony obu badanych kosci u kaptonow charakteryzowaty si¢ mniejszg zawartoscig mineralng (BMC)
oraz gestoscig tkankowa (BTD). Kos$ci te mialy tez nizszg zawarto$¢ fosforu (w kosci piszczelowo-
stepowej rowniez wapnia) oraz popiotu. Wyniki te wskazuja na negatywny wplyw kaptonowania na
mineralizacje kosci, zwlaszcza w obszarze trzonu.

Wykonana analiza wlasciwos$ci materialowych koséci wykazala, ze kosci kogutéw i kaptonow w
sposob istotny roznity si¢ migdzy soba pod wzgledem wytrzymatosci mechanicznej. Wyrazne
zmniejszenie warto$ci modulu sprezystosci Younga u kaptonéw oznacza, ze z punktu widzenia
wytrzymatosci materiatow latwiej ulegaja one odksztatceniom po przylozeniu do nich sily zewnetrzne;j.
Mniejsza warto$¢ sity sprezystej, przy niezmienionej dtugosci kosci, sprawita, ze obnizeniu ulegt moment
gnacy kosci piszczelowo-stepowej, okreslajacy obcigzenie przypadajace na jednostke dlugosci
odksztatcanej kosci. Mimo to ugigcie, jakiego doznawata ko$¢ przy przylozeniu tej sity, bylo wyraznie
wicksze (wzrost odksztalcenia sprezystego). Rowniez rejestrowany zakres odksztalcenia sprezystego
kosci udowej byt wigkszy u kaptonow.

Waznej informacji dostarczyta tez analiza naprgzen. Obnizenie granicy sprezystosci (graniczne

naprezenie sprezyste) oznacza, ze kosci kaptonow nie tyko uginaly si¢ w wigkszym stopniu, ale sily
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wewnetrzne (naprezenie), jakie panowaty podczas uginania, byty w nich nizsze niz w ko$ciach kogutow.
To rowniez §wiadczy o zwigkszonej podatnosci kosci kaptonow na odksztalcenie. Nizsza u kaptonow
byta tez wytrzymatos$¢ na zginanie okreslajaca naprezenie w chwili przylozenia sity krancowej. Tak wigc,
chociaz sila, przy ktorej kosci kaptonow i kurczat ulegly peknieciu (sita krancowa), byta jednakowa, to
do ztamania kosci kaptonéw dochodzito przy wyraznie nizszym naprezeniu wewnetrznym kosci.
Podsumowujac, w badaniach opisanych w pracy (O.6) wykazano po raz pierwszy, ze chociaz
hipogonadyzm miat negatywny wptyw na mineralizacje trzonu kosci i ich spr¢zystos¢ oraz pomimo faktu,
ze masa ciata kaptondw byta wyzsza niz kogutow i wzgledny udzial kosci piszczelowo-stepowej oraz
udowej w catkowitej masie ciata ulegt obnizeniu, zdolnos¢ obu kosci do petienia funkcji podporowo-
nosnej nie ulegla istotnemu pogorszeniu prawdopodobnie dzigki zmianom kompensacyjnym w geometrii
kosci. Przypuszczalnie, efekt ten nie bytby mozliwy do zaobserwowania u szybkorosnacych kurczat

brojleréw.

Podsumowanie

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze dotychczas u drobiu nie prowadzono badan w podobnym
zakresie oraz z wykorzystaniem tak r6znorodnych technik badawczych, dlatego uzyskane wyniki nalezy
uzna¢ za oryginalne i nowatorskie. Poszerzaja one nie tylko wiedz¢ na temat wptywu czynnikow
zywieniowych i hormonalnych na metabolizm tkanki kostnej i funkcjonowanie aparatu ruchu u drobiu,
ale takze sg istotne w aspekcie dobrostanu zwierzat, ktory obejmuje réwniez troske o uksztalttowanie

koséca zapewniajacego prawidtowe i bezbolesne poruszanie.

Whioski

1. Podawanie cynku w formie nieorganicznej na poziomie nizszym niz ilo§¢ rekomendowana wywotuje
negatywne zmiany mikroarchitektury kosci beleczkowej kosci piszczelowo-stepowej wskazujace na
wigkszg podatno$¢ na deformacje przy zwigkszajacej si¢ w trakcie rozwoju masie ciata ptaka.
Miedz i cynk podawane w formie organicznej w ilosci nizszej niz rekomendowana w zywieniu kurczat
brojleréw nie wykazujg negatywnego wplywu na rozwoj kosci piszczelowo-stepowej, ktora, jak
wykazaty badania, jest modelowa w ocenie stopnia rozwoju uktadu kostnego drobiu.

2. Homeostaza tkanki kostnej jest uwarunkowana rodzajem zrodta biatka w diecie. Wprowadzenie do
diety brojleréw kurzych nasion bobiku nie zapewnia optymalnego rozwoju kosci, jak w przypadku
diety opartej wylacznie na poekstrakcyjnej Srucie sojowej. Natomiast dieta zawierajgca nasiona
ciecierzycy nie wptyneta negatywnie na funkcjonalnos¢ $ciegien jako jednego z elementéw aparatu
ruchu. Wykazano réwniez, ze wytrzymatos¢ mechaniczna $ciggien jest modulowana przez rodzaj
diety.

3. Zwigkszenie obciagzenia kosci piszczelowo-stepowej, wynikajace z wigkszych przyrostow masy ciata,

bedacej konsekwencja zaburzen gospodarki hormonalnej u hipogonadalnych samcéw, wywotato
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zmiany kompensacyjne w jej geometrii, dzieki czemu, pomimo gorszej mineralizacji i mniejszej

sprezystosci, wykazywala ona taka samg odpornos$¢ na ztamania jak kos$¢ kogutow.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo—badawczych

Cze$¢ badan w ktorych uczestniczytem po otrzymaniu stopnia doktora stanowia badania z
obszaru agrofizyki, obejmujacych badanie wlasciwosci fizycznych roslin (A2.2.1, B2.2.1) i produktow
pochodzenia ro$linnego (A2.2.2, A2.2.8, A2.2.11), biopolimerow otrzymywanych na bazie skrobi
(A2.2.3, A2.2.6, A2.2.7, A2.2.8, A2.2.12, A2.2.13, A2.2.14, A2.2.16, A2.2.18), zywnosci (A2.2.4,
A2.2.5, A2.2.15, B2.2.2) oraz gleb (A2.2.10, A2.2.17).

Jednak w ostatnich latach zaangazowatem si¢ glownie w szereg badan, ktére podobnie jak
przedktadane osiagniecie naukowe, dotycza gtdéwnie oceny wlasciwosci mechanicznych, strukturalnych i
funkcjonalnych elementéw uktadu ruchu, zwlaszcza uktadu szkieletowego. Badania te mozna podzieli¢

na 5 gtownych obszarow.

Uczestniczytem w badaniach nad wptywem suplementacji paszy miedzig w r6znych postaciach
na strukture wybranych elementéw uktadu szkieletowego przeprowadzonych na modelu szczurzym.
Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach w réznym wieku. Badano wptyw réznych dawek miedzi w
formie organicznego kompleksu aminokwasowego (Cu-Gly) lub w postaci nanoczastek (Cu-NP) na
parametry biomechaniczne kosci udowej oraz mikrostrukture chrzastek. Badania przeprowadzono w
porownaniu do nieorganicznych form miedzi (CuSOs, CuCQOs) lub do diet pozbawionych suplementacji
tym mikroelementem. Zaktadano, ze wigksza biodostgpno$¢ miedzi w postaci organicznej lub
nanoczastek moze sprawiaé, ze juz przy mniejszych dawkach pojawia si¢ korzystne zmiany w strukturze
chrzastek lub wytrzymato$ci mechanicznej kosci. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze
miedz w formie organicznego kompleksu aminokwasowego, podawana w iloSci pokrywajacej 50%
dziennego zapotrzebowania w paszy wystarczyta, aby parametry mechaniczne ko$ci bylty poréwnywalne
z obserwowanymi u dojrzatych szczuréw zywionych pasza zawierajaca miedz w petnej dawce w formie
nieorganicznej. Stwierdzono réwniez, ze dawka miedzi w formie organicznego kompleksu
aminokwasowego, odpowiadajaca 75% dziennego zapotrzebowania na miedz, Okazata si¢ najbardziej
efektywna, gdyz préocz poprawy wytrzymatosci mechanicznej zaobserwowano istotne zwickszenie
objetos¢ kosci beleczkowej, wzrost zawartosci proteoglikandw W chrzastce stawowej oraz zwickszenie
grubos$ci samej chrzgstki. W innym doswiadczeniu na mtodych szczurach miedZ w postaci organicznego
kompleksu aminokwasowego nie wptywata jednak tak pozytywnie na wytrzymato$s¢ mechaniczng i
mikrostrukture kosci, jak podawana w formie siarczanu miedzi, ale tez nie doprowadzita do zahamowania
rozwoju kosci i chrzastki stawowej. Trzecie doswiadczanie przeprowadzono rowniez na dojrzewajacych
szczurach, ale grupy doswiadczalne stanowity osobniki przyjmujace miedz w r6znych dawkach w postaci
nanoczastek lub weglanu miedzi, grupe kontrolng zas stanowily osobniki bez suplementacji diety tym
mikroelementem. Preparat nanomiedzi zwigkszal mechaniczna wytrzymatos¢ kosci badanych zwierzat
nie tylko w stosunku do grupy kontrolnej, ale rowniez W poréwnaniu z grupa suplementowana miedzia w

postaci soli weglanowej. Analiza XRD struktury krystalicznej mineralnej czgsci kosci wykazata, ze w
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grupach przyjmujacych nanoczastki doszto do zwigkszenia w kosciach obecno$ci innych niz

hydroksyapatyt form krystalicznych fosforanu wapnia.

1) Tomaszewska E., Dobrowolski P., Kwiecien M., Winiarska-Mieczan A., Tomczyk A. Muszynski S. 2017. The influence
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2017. Dose-dependent influence of dietary Cu-glycine complex on bone and hyaline cartilage development in adolescent
rats, Annals of Animal Sciences, 17, 1089-1105.
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Blicharski, T., Gladyszewska B. 2017. Comparison of the effect of dietary copper nanoparticles with copper (l1) salt on
bone geometric and structural parameters as well as material characteristics in a rat model, Journal of Trace Elements in
Medicine and Biology, 43, 103-110.

Uczestniczytem tez w badaniach nad wptywem réznych dodatkéw paszowych, substancji i
suplementow majacych na celu ochrong lub wspomaganie rozwoju szkieletu. Badania dotyczyty tez oceny
skutkow stosowania chloramfenikolu u $wini. Podjeto tez dalsze badania nad wptywem zabiegu
kaptonowania na roznych rasach kogutkdw. Doswiadczenia przeprowadzono na zwierzetach
gospodarskich o zréznicowanych kierunkach uzytkowania: norkach, indykach, §winiach, kurach. Wyniki
tych badan przedstawiono w szesciu ponizszych publikacjach. Do najwazniejszych nalezy stwierdzenie,
ze zastosowanie bentonitu, skaty osadowej zawierajacej montmorylonit charakteryzujacy si¢ Silnymi
wlasciwosciami absorpcyjnymi, ograniczyto mykotoksycznosé deoksynivalenolu (DON), ktory, jak
wykazano w innej pracy, wywoluje objawy osteopenii w kosciach dlugich norek. W kolejnym
do$wiadczeniu stwierdzono, ze suplementacja diety indykéw probiotykami (L. lactis, L. casei, C.
divergens, L. plantarum, S. cerevisiae) moze wywiera¢ pozytywny wptyw na rozwoéj koscéca, jednakze
wyplyw ten jest zalezny od dawki probiotyku. W kontynuowanych badaniach nad wptywem
kaptonowania na whasciwosci szkieletu kaptonow potwierdzono, ze zabieg ten uposledzat rozwoj kosci
dhugich w zakresie geometrii, mechaniki i mineralizacji, chociaz zakres tych zmian zalezny jest tez od
rasy kogutkéw poddanych kaptonowaniu. W do$wiadczeniu w ktérym badano wptyw chloranfenikolu,
antybiotyku ktérego stosowanie U zwierzat produkcyjnych jest zakazane, stwierdzono, ze nawet
krétkotrwate podawanie tego antybiotyku prowadzi do zaburzenia bariery jelitowej, czego skutkiem moze
by¢ zaktocenie procesu trawienia i wchianiania w jelicie (nie znane sg skutki spozywania migsa takich

zwierzat przez ludzi).
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dependent effects of probiotic supplementation on bone characteristic and mineralization in female turkeys, Animal
Production Science, DOI: 10.1071/AN16289
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Kolejne badania w ktorych bratem udziat dotyczyty sprawdzenia mozliwosci zastosowania kwasu
2-oksoglutarowego w celu ograniczenia lub eliminacji skutkow ubocznych indukowanej osteopenii na
modelu $§wini domowej. W pierwszym doswiadczeniu badano wplyw kwasu 2-oksoglutarowego
podawanego droga pokarmowg (w roztworze wodnym) zwierzetom poddanym fundektomii. Otrzymane
wyniki wykazaty, ze suplementacja kwasem 2-oksoglutarowym w znaczacym stopniu redukowata
objawy osteopenii i osteoporozy w obrebie kosci dhugich i ptaskich. Zaobserwowano rowniez ochronne
dziatanie kwasu 2-oksoglutarowego w stosunku do chrzgstek stawowych i wzrostowych. W kolejnej
pracy przedstawiono wyniki zastosowania kwasu 2-oksoglutarowego w celu ograniczenia lub eliminacji
skutkow ubocznych stosowania glikokortykoidow. Badania przeprowadzono, indukujac u zwierzat
osteopeni¢ przez domie$niowe podawanie glikokortykoidu (deksametazonu), podczas gdy kwas 2-
oksoglutarowy podawany byt droga pokarmowa. Stwierdzono, ze kwas 2-oksoglutarowy zmniejszat, a w
przypadku niektorych parametrow nawet odwracat niekorzystne odziatywanie glikokortykoidu. Ponadto
zapobiegal utracie masy kosci i skroceniu ich dlugosci, poprawial wlasciwosci geometryczne oraz

wiasciwosci struktury mikroskopowej, co przektadato si¢ na poprawe wytrzymato§ci mechaniczne;.

1) Tomaszewska E., Dobrowolski P., Prost L., Hutas-Stasiak M., Muszynski S., Blicharski T. 2016. The effect of
supplementation of glutamine precursor on the growth plate, articular cartilage and cancellous bone in fundectomy-induced
osteopenic bone, The Journal of Veterinary Medical Science, 78 (4), 563-571.
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bone loss caused by neonatal treatment with maximal dexamethasone dose, Experimental Biology and Medicine, 242, 671-
682.

Nastgpny obszar moich badan nad uktadem szkieletowym dotyczyt wptywu metali cigzkich
(kadmu i otowiu) na metabolizm tkanki kostnej oraz efektywnos¢ zastosowania ekstraktow herbat lub
kwasu taninowego w celu ograniczenia lub eliminacji skutkow pobierania tych pierwiastkéw droga
pokarmowg. Doswiadczenia przeprowadzono na rosngcych i dojrzatych szczurach laboratoryjnych.
Wykazano negatywny wptyw badanych metali cigzkich na strukture histologiczna kosci beleczkowej oraz
wlasciwos$ciach mechaniczne i geometryczne kosci dlugich. Ponadto u milodszych zwierzat
zaobserwowano spadek gestosci mineralnej kosci. Ochronny wplyw badanych ekstraktow herbat byt
niewielki. U dorostych szczurow kwas taninowy wykazat efekt protekcyjny, zalezny od stosowanej dawki
stosowanej, przy czym najsilniejszy jego wplyw zaobserwowano w obszarze chrzastki stawowej, gdzie
ograniczyl stopien redukc;ji jej grubosci. U szczuréw mtodych kwas taninowy nie miat az takiego wptywu
na chrzastke stawowa, ale eliminowat skutki dziatania metali ciezkich na wytrzymato$¢ mechaniczng

kosci.

26



1) Tomaszewska E., Dobrowolski P., Winiarska-Mieczan A., Kwiecien M., Tomczyk A., Muszynski S., Radzki R. 2016.
Alteration in bone geometric and mechanical properties, histomorphometrical parameters of trabecular bone, articular
cartilage, and growth plate in adolescent rats after chronic co-exposure to cadmium and lead in the case of supplementation
with green, black, red and white tea, Environmental Toxicology and Pharmacology, 46, 36-44.

2) Tomaszewska E., Dobrowolski P., Winiarska-Mieczan A., Kwiecien M., Tomczyk A., Muszynski S. 2017. The effect of
tannic acid on the bone tissue of adult male Wistar rats exposed to cadmium and lead, Experimental and Toxicologic
Pathology 69, 131-141.

3) Tomaszewska E., Dobrowolski P., Winiarska-Mieczan A., Kwiecien M., Tomczyk A., Muszynski S. 2017. The effect of
tannic acid on bone mechanical, and geometric properties, bone density, trabecular histomorphometry as well as the
morphology of articular and growth cartilages in rats co-exposed to cadmium and lead is dose-dependent, Toxicology and
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Inng wazng cze$cig mojej pracy naukowej byt udzial w badaniach nad prenatalnym
programowaniem, w ktorych rowniez koncentrowatem si¢ na badaniach metabolicznych zmian w
obszarze tkanki kostnej. W wigkszo$ci doswiadczen skupiano si¢ gtownie na wptywie suplementacji diety
ciezarnej samicy kwasem [B-hydroksy-pB-metylomastowym (HMB), ale w niektorych przypadkach
stosowano takze kwas 2-oksoglutarowy lub deksametazon. Badania przeprowadzono ma modelu norki,
myszy kolczystej oraz $wini domowej, a wyniki opublikowano w serii 6 ponizszych artykutow. Rezultaty
przeprowadzonych badan wskazuja na silny efekt prenatalnego podawania badanych substancji zaréwno
na potomstwo, jak i na matki. W do$wiadczaniu wykonanym na norkach wykazano, ze kwas 2-
oksoglutarowy silniej wptywat (zarowno sam, jak i w potaczeniu z HMB) na wlasciwosci mechaniczne i
geometryczne kosci wielorodek niz w przypadku pierwiastek. Rowniez w przypadku potomstwa
silniejszy pozytywny wplyw obu suplementow (HMB i kwasu 2-oksoglutarowego) zaobserwowano u
osobnikéw urodzonych przez wielorodki. W doswiadczeniach przeprowadzonych na myszy kolczystej
wykazano wpltyw HMB na wzglgdng mase organéw wewngtrznych noworodkdéw, ponadto efekt dziatania
HMB zalezat od okresu podawania badanej substancji podczas cigzy. Rowniez od okresu cigzy, w ktorym
zastosowano suplementacje, oraz plci potomstwa zalezat wplyw HBM na strukture powierzchni szkliwa
zebow noworodkow. U miodych gryzoni z grup HBM stwierdzono wygtadzenie powierzchni szkliwa
zgbow, co moze skutkowac redukcjg wystgpienia peknig¢ szkliwa oraz ogranicza¢ mozliwosci adhezji
bakterii. Badania na $winiach wykazaty, z¢ HBM zwigkszyt koncentracje hormondéw oraz enzymow
odpowiedzialnych za rozw¢j i homeostaze tkanki kostnej u noworodkow. Skutkowato to poprawa
wskaznikéw osteometrycznych kosci i wigkszg wytrzymatosciag mechaniczng. Polepszeniu ulegla tez
mikroarchitektura chrzastek stawowych oraz grubosci stref w czastce. Zageszczeniu uleglo tez
usieciowienie struktury kolagenu w obszarze chrzastek. Deksametazon, jak wykazaly badania
przeprowadzone na modelu myszy kolczystej, wykazuje dzialanie przeciwapoptyczne na komorki
jajnikow oraz indukuje autofagie w komorkach lutealnych ciatka zottego u samicy (matki) poddanej jego

dziataniu podczas cigzy.
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Podsumowujgc, uwazam, ze moje dotychczasowe zainteresowania i otrzymane rezultaty
badawcze, stanowig dobrg podstawe do dalszych interdyscyplinarnych badan na pograniczu fizjologii,
biofizyki i biologii, ktore aktywnie podejmuje.

W 2017 odbytem trzymiesigczny staz naukowy w Panstwowym Naukowo-Badawczym Instytucie
Kontroli Preparatéw Weterynaryjnych i Dodatkow Paszowych we Lwowie.

Na kontynuacj¢ badan dotyczacych wptywu nanoczastek miedzi na wytrzymatos¢ mechaniczng i
struktur¢ kosci otrzymatem w styczniu 2018 roku dofinasowanie z NCN jako kierownik grantu.
Realizowane badania majg na celu okreslenie charakterystyki zmian struktury i metabolizmu tkanki
kostnej, czemu ma stuzy¢ dziatania obejmujace analizy tomograficzne i histologiczne kosci i chrzastek
stawowych, analizy immunohistochemiczne z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych przeciw
proteinom pelnigcym funkcje regulatorowe w homeostazie tkanki kostnej (MMP13, TIMP2, BMP2,
osteoprotegryna, osteokalcyna, osteonektyna), badania krystalograficzne krystalitow hydroksyapatytu
oraz analizy kalorymetryczne biatek kolagenowych.

Jestem podwykonawca w grancie BIOSTRATEG ,GutFeed: Innowacyjne zywienie w
zrownowazonej produkcji drobiarskiej”, w ktorym uczestnicze¢ w badaniach nad zachowaniem
integralnosci bariery jelitowej i zmianami osi jelitowo-kostnej u drobiu w warunkach eksperymentalnie
wywolanego zapalenia jelit.

Jestem rowniez wykonawca w grancie BIOSTRATEG?2 ,,EnergyFeed: Strategia zapewnienia i
ewaluacji bazy tanich, efektywnych i bezpiecznych paszowych surowcow energetycznych do produkcji
zwierzecej w oparciu o zasoby krajowe ze szczeg6lnym uwzglednieniem nowoczesnych odmian zyta”, w
ktorym uczestnicze w badaniach integralnosci bariery jelitowej tucznikow i brojleréw kurzych zywionych
paszami z r6zng zawartoscig surowcoOw zbozowych oraz dodatkéw enzymatycznych. W ramach projektu
zajmuje si¢ rowniez okresleniem, czy zywienie gesi nowoczesng hybrydowa odmiang zyta pokrywa
zapotrzebowanie energetyczne potrzebne do prawidtowego rozwoju kos$éca zapewniajacego na
odpowiednim poziomie funkcje podporowo-nosne u drobiu ptywajacego w czasie odchowu i tuczu. Ma
temu shuzy¢ okreslenie stopnia rozwoju fizjologicznego uktadu kostnego gesi, ktory oceniany jest na

podstawie analiz zawarto$ci czynnikéw wzrostu, ktore odgrywaja wysoce istotna rol¢ w procesie rozwoju

kosci: BMP2 i osteokalcyny.
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Podsumowanie dorobku naukowego (razem z osiagnigciem naukowym)

e sumaryczny Impact Factor wg Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy
- 57,196

e ogélna liczba punktéw wg wykazu MNiSW, zgodnie z rokiem ukazania si¢ pracy — 999
¢ indeks Hirscha wg Web of Science — 7; wg bazy Scopus —7
e liczba cytowan wg Web of Science — 179 (bez autocytowan — 99)

Zestawienie publikacji naukowych

Publikacje
) L Przed doktoratem i d.Ok.t Skl Osiagnigcie naukowe
Rodzaj publikacji (bez osiagnigcia naukowego)
N IF P N IF B N IF P
Publikacje w
czasopismach z 2 0 12 37 44,904 780
listy JCR*
W tym prace z:
6 12,292 175
R - . 19 | 27,997 | 435
weterynaryjnych
pozostate 2 2 18 16,907 345
Publikacje w
czasopismach 1 -4 3 28
spoza listy JCR
W tym prace z:
obszaru nauk i i i
i - - 1 12
weterynaryjnych
pozostate 1 4 2 16
Lacznie 3 0 16 40 44,904 808 6 12,292 175
Doniesienia na
konferencje i 10 24
zjazdy

* Rowniez w sytuacji, gdy publikacja byta juz dostgpna w bazie JCR ale Impact Factor czasopisma byl dopiero naliczany (IF = 0)

N — liczba publikacji

IF — suma Impact Factor wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania lub za rok 2016 dla publikacji z
lat 2017-2018.

P — suma punktéw wg wykazu czasopism punktowanych MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania lub za rok 2016 dla publikacji z
lat 2017-2018.

J€.0% 20/ g\uﬂaw]ﬁ Nv‘ﬂf‘? v

29




