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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchalki pt. ,, Wplyw kaplonowania

kogutow na strukture, metabolizm i wytrzymalosé kosci piszczelowo-stepowej”

Praca doktorska Pani mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchatki zostala wykonana
w Katedrze Genetyki, Hodowli i Etologii Zwierzat Wydzialu Hodowli i Biologii Zwierzat
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHataja w Krakowie pod kierunkiem Promotora
Pani dr hab. Doroty Wojtysiak, prof. uczelni.

Podstawa formalng wykonania recenzji jest uchwala Rady Dyscypliny — Nauki
Biologiczne Wydziatu Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Pedagogicznego
im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie z dnia 23 marca 2022 roku.

Przy ocenie rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchatki
uwzgledniono zasadno$¢ podjetej tematyki, a takze jako$¢ formalng, metodologiczng
1 merytoryczng pracy, poddajac szczegdétowe] ocenie problem badawczy, uklad tresci, cele
1 hipotezy badawcze, przyjeta metodyke badan, dyskusyjne ujecie problemu badawczego.
W recenzji przedstawiono rowniez dostrzezone uchybienia i braki.

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchatki napisana
jest w jezyku polskim, jest rozprawa liczaca 166 stron standardowego wydruku komputerowego
formatu A4. Uktad pracy i podziat tresci dysertacji jest tradycyjny i z formalnego punktu widzenia
nie budzi zastrzezef. Praca zawiera: spis tresci, wykaz skrotow i symboli uzytych w pracy, wstep,
hipoteze i cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, stwierdzenia i wnioski, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim wykaz pi§miennictwa, spis rycin i tabel oraz aneksy. Rozprawa

zawiera 304 pozycje piSmiennictwa, 17 ryciny i 10 tabel. Szata graficzna jest staranna i estetyczna.

Ocena merytoryczna pracy
Oryginalnosc¢ tematyki

Praca doktorska Pani mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchatki wpisuje sie w obszar nauki
dotyczacy biologii kosci i stanowi kompleksowe opracowanie dotyczace wpltywu kaptonowania

(kastracji) w procesie dojrzewania tkanki kostnej u kogutéw. Podjete badania dotyczg okresleniu
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parametrow wytrzymatosciowych kosci piszczelowo-stepowej kogutéw, analizy szeregu
parametrow histologicznych tkanki gabczastej i zbitej kosci oraz ocenie zmian w wartosciach
markeré6w obrotu kostnego jakie zachodzag w wyniku przeprowadzenia zabiegu kaptonowania.
Chociaz wplyw kaptonowania na podstawowe wlasciwosci wytrzymatosciowe kosci dtugich byto
tematyka licznych badan, ciggle brak jest pelnych danych dotyczacego wptywu zabieg kastracji
kogutéw 1 niedoboru testosteronu na gospodarke wapniowo fosforanowg i zmiany poziomdéw
markerdw obrotu kostnego, a jego wptyw mikrostrukturg kosci zbitej i kosci beleczkowej jest
w duze] mierze tak naprawde nieznany. ROwniez w samej pracy uzasadnienie podjetego
zagadnienia przestawiono w sposob przekonujacy o koniecznosci i celowosci podjetych badan.
Nalezy w tym miejscu rowniez zaznaczy¢, ze badania in ovo i zarodki kurze sg od lat
wykorzystywane jako przydatny model do badania rozwoju twarzoczaszki czy rozwoju konczyn,
brojlery kurze, jako ptaki szybkorosngce, sa coraz czesciej stosowane w badaniach
przedklinicznych w doswiadczeniach, w ktérych badany jest rozwoj ukladu kostnego u dzieci,
a gospodarka mineralna u niosek w okresie niesnosci oferuje interesujgcy, choé specyficzny,
model rozwoju osteoporozy. Tym samym prezentowana tematyka badan podejmuje temat istotny
nie tylko z punktu widzenia dobrostanu zwierzat i ekonomii produkcji zwierzecej, gdzie
jednostronna selekcja skierowana na zwigkszenie ilosci migsa w tuszkach oraz tempo wzrostu
spowodowata nasilenie czgstosci wystepowania chordb uktadu kostnego, czy tez utrzymywania
1 wykorzystania wolnorosngcych ras zachowawczych, poniewaz badania deficytu testosteronu na
zaburzenia gospodarki hormonalnej na rozwoj 1 homeostaze tkanki kostnej kogutow - mieszancow
miedzyrasowych, moga mie¢ réwniez znacznie przy szerszym wykorzystaniu kurczat jako modelu
zwierzecego. Z tych wilasnie powoddéw podjeta tematyka badawcza charakteryzuje sie wysoka

wartoscig naukowa.

Uzasadnienie badan

Uzasadnienie podjetych badan przedstawiono w rozdziale Wstep. Liczy on 24 strony
1 podzielony jest w 4 podrozdziaty, ktére z kolei podzielone sg na tgcznie 11 pod-podrozdziatow.
W rozdziale tym Autorka wprowadza czytelnika w tematyke badawczg, omawiajac kolejno
zagadnienia zwigzane z budowg i funkcja tkanki kostnej, jej metabolizmem, czynnikami
hormonalnymi wptywajacymi na remodeling tkanki kostnej, markerami obrotu kostnego oraz
wlasciwosciami wytrzymalo$ciowymi tkanki kostnej. Informacje te zostaly przestawione
W sposob przejrzysty 1 zrozumialy, co w przekonujacy sposob przestawia konieczno$¢ i celowosci

podjetych badan. Catos¢ jest udokumentowana prawidlowo dobranymi pozycjami literaturowymi,



co dowodzi bardzo dobrej znajomosci problematyki i stanowi wartosciowe wprowadzenie

w dalszg czgs$¢ rozprawy, ktorej Autorka formutuje cel pracy, zalozenia i hipotezy badawcze.

Cel badan

Mozna mie¢ zastrzezenia, ze chociaz rozdziat w ktérym przedstawiono cel pracy nazwano
Hipoteza i cel pracy to on zawiera nie jedna, a dwie hipotezy badawcze, a jako cel pracy podano
okreslenie parametréw mikrostrukturalnych, mechanicznych i skladu mineralnego kosci
piszczelowo stepowej oraz poziomu wybranych markerow obrotu kostnego i hormonow
zaangazowanych we wzrost i r0zwdj kosci kastrowanych kogutéw nie wskazujgc wprost, ze
odpowiednie do$wiadczenie wykonano w celu weryfikacji postawionych hipotez badawczych,
niemniej jednak, na podstawie zawartego we wprowadzeniu opisu podjetego problemu

badawczego, stwierdzam, ze przedmiot rozprawy stanowi istotny problem naukowo-badawczy,

ktérego dotychczasowy poziom poznania, w kontekscie opisu zagadnienia przedstawionego we

Wstepie, mozna uzna¢ za niekompletny. Tym samym dokonany przez Autorke wybér problemu

naukowego i sposéb jego rozwigzania spelnia wymogi stawiane w Ustawie o stopniach i tytule

naukowym.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze koniecznos¢ wykonania poszczegdlnych etapéw badan i analiz
przedstawionych w celu pracy zostata w sposob wyczerpujacy i jasny uzasadniona we wstepie

pracy w oparciu u literatur¢ z przedstawionego zakresu wiedzy.

Metodyka badan

Dla zrealizowania zalozen rozprawy zaplanowano i przeprowadzono do$wiadczenie,
ktorego przebieg opisano w rozdziale Material i metody. Rozdziat ten liczy 15 stron i zawiera opis
uktadu doswiadczenia i metod badawczych, ktorych dobér pozwala na pelne opracowanie
zagadnien postawionych w metodach weryfikacji przyjetych hipotez i ktére sg w odpowiedni
sposob przedstawione i scharakteryzowane. Koniecznos¢ wykonania poszczegdlnych etapow
badan i realizacja kazdego z zaplanowanych etapow zostata obszernie opisana. Doktorantka
w sposob poprawny dobrala metody badawcze, tak by w pelni zrealizowaé zamierzone cele
badawcze, uzyskujac wiarygodne i jednoznacznie wyniki. W rozdziale tym zawarto takze
informacje wymagane w tego typu pracach badawczych, w tym informacje o zgodzie
odpowiedniej komisji etycznej Material badawczy zostal opisany szczegdtowo, w sposob
wyczerpujacy i spelniajacy kryteria opracowan naukowych. Wszystko to $wiadczy o duzej

starannosci w zaplanowaniu przebiegu do$wiadczenia, co pozwala mi pozytywnie ocenié



umiejetnos¢ doboru przez Autorke metod badawczych, ich wykorzystanie 1 doktadne oméwienie,
oraz dobdr modelu zwierzecego i1 kosci modelowej. Opis metodyki uzupelnia 5 rycin ktére
ulatwiajg zapisanie si¢ z wykonywanymi badaniami.

Zakres wykorzystanych przez Doktorantke metod oceniam bardzo wysoko.
Przeprowadzenie analizy parametrow strukturalnych tkanki kostnej, poza wykonaniem testu
trojpunktowego zganiania i wykonaniem standardowej oceny parametréw wytrzymatosciowych
kosci, oceniam bardzo wysoko z punktu widzenia badania wlasciwosci biomechanicznych tkanki
kostnej. Wymagaja one pewnej wiedzy z zakresu mechaniki, sg tym samym bardzo rzadko
wykonywane w badaniach z obszaru animal sicence, niemniej jednak, podobnie jak analizy
markerow obrotu kostnego, sg one niezwykle wartosciowe w przypadku badan na modelach
zwierzgcych. Rownie wysoko oceniam wykonanie analiz histologicznych, zardwno dla kosci
zbite] w obszarze trzonu jak i kosci beleczkowej w obszarze nasad. Oba typy kosci rdznig sie
tempem metabolizmu i remodelingu, zatem wykonanie badan histologicznych w obu rodzajach
kosci pozwolito uzyskaé peiniejszy obraz zmian zachodzacych w tkance kostnej w wyniku
kaptonowania, przy czym nalezy podkresli¢, ze badania takie do tej pory nie byly u kaplonéow
niewykonywanie. Tak szerokie spektrum zastosowanych metod umozliwito kompleksowe
zweryfikowanie postawionych hipotez badawczych.

Opis doswiadczania sktania jednak do postawiania pytania, dlaczego badania zakonczyty
si¢ po 24. tygodniu zycia ptakow - w pracy brakuje tej informacji. Kaptony, jako zwierzgta
przeznczone do konsumpcji, ubija si¢ przed osiggnieciem dojrzatosci piciowej. Autorka zaktada,
ze koguty mieszancoéw osiggnely dojrzatos¢ ptciowg pomiedzy 20. a 24. tygodniem zycia (s. 84).
Wskazywato by to na wydtuzenie eksperymentu poza standardowy okres utrzymywania tego typu
kaptonéw, co nalezy oczywiscie odebra¢ bardzo pozytywnie z punktu widzenia postawionych
w pracy tez badawczych.

Grupy badawcze sformutowano w sposob poprawny, liczebno$é¢ osobnikow poddana
analizie w kazdym etapie badan, po 8 osobnikéw w grupie, jest wystarczajaca do wyciagnigcia
wnioskdw 1 odpowiednia do wykonania analiz statycznych. Zastosowane metody analizy
statystycznej oceniam jako prawidtowe i adekwatne do tego typu analiz, jednak z punktu widzenia
recenzenta mam kilka uwag, dotyczacych podejscia statystycznego — czy dla wszystkich danych,
ktore nie miaty rozktadu normalnego udato si¢ uzyska¢ rozktad normalny po transformacji i czy
konieczne bylo zatem wykonanie testow nieparametrycznych? Jesli tak, to jaki zastosowano test

poréwnan wielokrotnych - test Dunna? Kolejna uwaga dotyczy obserwacji, ze jesli az w tylu



przypadkach stwierdzono, ze efekt interakcji nie byl istotny statystyczne, czemu nie uproszczono

modelu i nie wykonano analiz tylko dla efektéw gldwnych?

Wyniki przeprowadzonych badan

Rozdziat Wyniki liczy 30 stron zostal opracowany bardzo starannie. Podkresli¢ nalezy
obszerny material dokumentujacy otrzymane wyniki sktadajacy si¢ z 7 tabel i 7 pogladowych
rycin, co utatwia zapoznanie si¢ z otrzymanymi rezultatami. W rozdziale tym Autorka w sposob
bardzo szczegdtowy przedstawila otrzymane wyniki, starajac si¢ w spdjny i klarowny sposob
przedstawi¢ wyniki badan wraz z ich interpretacjg statystyczng. Prezentowane wyniki stanowig
cenne zrddlo wiedzy na temat zmian mineralizacji, parterow wytrzymatosciowych i struktury

tkanki kostnej oraz marker6w obrotu kostnego u kogutéw i kaptonéw w wieku 16-24 tygodni.

Dyskusja i omowienie otrzymanych rezultatow

Dyskusje otrzymanych wynikéw przedstawiono w kolejnym rozdziale, gdzie na
23 stronach zawarto niezwykle wyczerpujace omowienie otrzymanych wynikow w odniesieniu do
innych danych opisanych w literaturze. Na podkreslenie zastuguje umiejetnosé Autorki
poprowadzenia wywodu ujgtego w sposob problematyczny i rzeczowa interpretacje otrzymanych
wynikoéw, chociaz przy tak szerokim materiale wynikowym mozna bylto rozwazy¢ podzielenie
dyskusji na podrozdziaty odpowiadajgce poszczegdlnym zagadnieniom.

Poniewaz duzg czg$¢ otrzymanych wynikéw uzyskanych zostalo dla kaptonow po raz
pierwszy za bardzo interesujgce i wartoSciowe uwazam przeprowadzenie dyskusji nie tylko
Z innymi opracowaniami otrzymanymi dla kaplonéw, ale rowniez z badaniami badan wykonanymi
na innych modelach zwierzecych, gtéwnie orchidektomizowanych szczuréw. W mojej opinii takie
poréwnanie moze w przysztosci pozwoli¢ na wspomniane wczesniej szersze uzycie kogutow
szybko- 1 wolnorosacych oraz mieszancow w badaniach modelowych.

Dokonujgc analizy zebranej literatury oraz wynikéw badan wlasnych Autorka
sformutowata 6 wnioskéw koncowych. Szkoda, ze chociaz znajdujg dobre uzasadnienie
w przeprowadzonych badaniach i otrzymanych wynikach, nie zostaly one sformutowane w sposéb
bardziej zwigzly. Pewien niedosyt stanowi rdwniez brak sformulowanego koncowego wniosku
praktycznego oraz wskazania kolejnych kierunkow badan w tym zakresie.

Spis pisSmiennictwa jest zawarty na 28 stronach. Analiza literaturowa zawarta w pracy
zostala oparta na 304 pozycjach pismiennictwa pochodzacego w  wigkszosci

z czasopism o zasiegu miedzynarodowym (tylko 39 pozycji polskojezycznych), przy czym nalezy
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podkresli¢ walor aktualnosci duzej czesci przywotywanych pozycji (dwie pozycje z lat 60. XX
wieku, najstarsza z 1964, oraz 10 pozycji z lat 80.). Cato$¢ umiejetnie wkomponowano w tekst
rozprawy, zarowno we wstepie, jak i w dyskusji otrzymanych wynikow. Tak bogaty dobor
literatury wskazuje na solidne przygotowanie Autorki do analizy podjetego problemu badawczego

i Swiadczy o duzym wkladzie pracy w rzetelne przedstawienie omawianych zagadnien.

Uwagi krytyczne

Chociaz praca napisana jest poprawnym jezykiem $wiadczacym o dobrym zrozumieniu
zakresu poruszanych probleméw, Autorka nie ustrzegla si¢ licznych bledow interpunkcyjnych
(przecinki), gramatycznych (stawianie kropki po wieku ptakow, co tworzy liczebnik porzgdkowy),
oraz, mniej licznych, bledoéw stylistycznych. Z obowigzku recenzenta pragne tez zwroci¢ uwage
Autorce na pewnie inne wybrane niedociggniecia w pracy. W wykazie skrotow sugerowatbym
poprawki: moment bezwladnosci to moment of inertia; NF-xB to jadrowy czynnik transkrypcyjny
NF kappa B, NFATcl nalezaloby przettumaczy¢ jako jadrowy czynnik cytoplazmy aktywnych
limfocytow T1 (nuclear factor-activated T cells cytoplasmic 1); PINP to N-koncowy propeptyd
prokolagenu typu 1; pQCT — obwodowa ilosciowa tomografia komputerowa; RANKL -
receptorowy aktywator czynnika jadrowego xB; TGF-f - transformujacy czynnik wzrostu beta;
TNFR — receptor dla martwicy nowotworow; VIP — wazoaktywny (poli)peptyd jelitowy. W pracy
brakuje informacji o zrodle zdje¢ przedstawionych na rycinie 2 (s. 15). W warunkach
fizjologicznych ko$¢ poddawana jest tez Scinaniu, np. w obszarze szyjki kosci udowej (s. 31).
Poprawna nazwa testu to ,test zginania trojpunktowego”, mamy wtedy tez do czynienia
z ugieciem, a nie wygieciem kosci (s. 31, s. 41). Kos¢ beleczkowa réwniez sprawuje funkcje
mechaniczng, o czym $§wiadczy np. utozenie beleczek w nasadzie kosci udowej (s. 33). Przy opisie
wytrzymatosci kosci zbitej, nalezatoby poprawi¢ zdanie stwierdzenie, ze chociaz linie cementowe
zmniejszaja wytrzymalo$¢ kosci zbitej, to ograniczajac zakres propagacji mikropeknie¢ redukujg
ryzyko ztaman kosci (s. 33). Poprawna nazwa Instytutu Zootechniki w Balicach to Instytut
Zootechniki PIB w Balicach (s. 35). W przypadku przygotowywania rozprawy do druku w formie
publikacji nalezaloby uzupeti¢ metodyke analizy sktadnikéw pasz o odpowiednie numery AOAC
(s. 35). Brakuje informacji z ktdrej strony ciata pochodzily kosci na ktérych wykonano analizy
densytometryczne, géometryczne 1 wytrzymalosciowe. Jednostkg momentu gnacego jest [N-mm)]
a nie [N/mm] (s. 44, s. 65). W podpisie ryc. 16 1 17 nalezatoby wskaza¢ jaka barwa oznacza
kolagen cienko-, a jaka grubowtoknisty. Rbla hormonu wzrostu w dojrzewajacych plciowo

kogutow jest faktycznie nie tak dobrze poznana jak u niosek, jednak istniejg juz prace poruszajace

6



to zagadnienie, np. zespotu Luna i in, np. Growth hormone in the male reproductive tract of the
chicken (2004): heterogeneity and changes during ontogeny and maturation, czy praca
przegladowa Extrapituitary growth hormone in the chicken reproductive system (2014).

W tym miejscu wskazg rowniez na potrzebe weryfikacji protokotu barwienia safraning O
przedstawionego w Aneksie 1 — czy punkt 3-7 wskazuja na modyfikacj¢ standardowego barwienia
safraning czy jest to btad edytorski?

Przedstawiane uwagi krytyczne maja charakter glownie redakcyjny w zaden sposob nie
wplywaja na jej jednoznacznie pozytywna ocen¢ merytorycznej strony rozprawy, jednoczesnie

pomogg prawidtowo przygotowaé prace do opublikowania.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, wyniki otrzymane w ramach przeprowadzonych badan stanowig spdjne
1 kompleksowe opracowanie podjetego problemu badawczego. Wnioski wyscignigto poprawnie,
1 stanowig one podstawe do dalszych badan w tym zakresie. Niniejszg prace oceniam bardzo
wysoko, zaréwno od strony merytorycznej jak i formy prezentacji.

W mojej opinii rozprawa Pani mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchatki stanowi bardzo
wartosciowe opracowanie naukowe dotyczace aktualnego problemu badawczego. Przedstawiona
praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i tym samym rozprawa doktorska
w pelni odpowiada warunkom okreslonym w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
,0 stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki”
(Dz.U. 22014 r., poz. 1852 ze zm. W dz. U. z 2015 r. poz. 249). Wnioskuje zatem o dopuszczenie
Pani mgr Joanny Wojciechowskiej-Puchalki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczenie z pelnym przekonaniem uwazam, ze jako$¢ przeprowadzanych badan i bardzo
szczegdtowe opracowanie wynikéw oraz dojrzata dyskusja upowazniajg mnie do wnioskowania,
by uznac rozprawe za wyrdzniajaca. W zwigzku z powyzszym, wnoszg o jej wyrdznienie stosowng

nagrodg zgodnie z kompetencjami Wysokiej Rady.
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