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Recenzja rozprawy doktorskiej w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,

w dyscyplinie nauki medyczne pt.

»Mikroskopia sit atomowych (AFM) jako innowacyjna metoda obrazowania

1 diagnostyki choréb wloséow.”

lek. Karoliny Krawczyk-Wotoszyn

Badanie wlosow w przebiegu liszaja ptaskiego mieszkowego (lichen plano-pilaris, LPP)
1 lysienia czolowego bliznowaciejacego (frontal fibrosing alopecia, FFA) z zastosowaniem
mikroskopii sit atomowych (atomic force microscopy, AFM) stanowi innowacyjne podej$cie
taczace perspektywe kliniczng z eksperymentalng analizg nanostrukturalng. Oba schorzenia
charakteryzujg si¢ przewleklym, destrukcyjnym procesem zapalnym prowadzacym do
nieodwracalnej utraty mieszkoéw wlosowych. Wezesne rozpoznanie ma kluczowe znaczenie dla
skutecznosci terapii, jednak dostepne metody diagnostyczne wlaczajac dermoskopie
(trichoskopi¢) i biopsj¢, maja ograniczong czulo$¢ i rozdzielczo$¢ w ocenie zmian
ultrastrukturalnych todygi wlosa.

W tym kontekscie zastosowanie mikroskopii sit atomowych w badaniach wlosow chorych na
LPP i FFA otwiera nowa perspektywe¢ diagnostyczng. AFM umozliwia wizualizacje zmian
morfologicznych i mechanicznych w nanoskali, pozwalajgc na analiz¢ uszkodzen, ktore sg
niewidoczne w klasycznych technikach optycznych. Dzieki temu metoda ta moze stanowi¢
pomost diagnostyczny pomigdzy ocenag kliniczno- trichoskopowa a analizag molekularng.
Nowatorstwo tego podejscia polega na przeniesieniu zaawansowanej technologii fizycznej,
stosowanej dotad gléwnie w naukach materialowych, do badan dermatologicznych nad
chorobami wloséw. Pozwala to nie tylko lepiej zrozumieé mechanizmy destrukcji mieszka
wlosowego w przebiegu LPP i FFA, ale takze potencjalnie opracowaé bardziej precyzyjne
kryteria diagnostyczne oraz narze¢dzia monitorowania skuteczno$ci terapii w przyszlosci
w kontekscie kontynuacji podjetych badan.

Do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg lek. Karolina Krawczyk-
Woloszyn wlaczyla 3 publikacje monotematyczne - w tym jedng o charakterze pogladowym.
Lgczny sumaryczny wskaznik oddziatywania publikacji w cyklu (ang. Impact Factor) wynosi
9,5 asumaryczna punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wynosi 210
punktéw. Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich trzech publikacjach.

Dysertacja doktorska liczy 74 strony maszynopisu i zawiera wykaz skrotow, wstep, cel
pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, kserokopie trzech publikacji wchodzacych w sktad
cyklu, wnioski oraz wykaz pi$miennictwa (21 pozycji opublikowanych w latach 2003- 2023).
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Ponadto zalgczono dwa streszczenia zarwno w jezyku polskim, jak i angielskim, o$wiadczenia
wspOlautoréw oraz wykaz dotychczasowych publikacji Doktorantki (19) z wylaczeniem prac
wchodzacych w sklad pracy doktorskiej, wykaz wiasnych doniesien zjazdowych (15), udziat
w projektach badawczych - gléwnie badaniach klinicznych (7) oraz jednym badaniu
uniwersyteckim (2024).

We wstepie Doktorantka omoéwila syntetycznie etiopatogeneze LPP i FFA, zasade
dzialania AFM zaliczanej do badania mikroskopowego z sondg skanujaca, a takze mozliwos$ci
i ograniczenia tej metody diagnostyczne;j .

W kolejnym punkcie dysertacji lek. Karolina Krawczyk-Woloszyn przedstawila
trzy cele dysertacji, do ktérych zaliczono:

1. okreslenie typowych cech i wygladu powierzchni zdrowego wtosa w nanoskali za
pomocg mikroskopii sit atomowych (AFM) ze stworzeniem schematu referencyjnego
wlosa zdrowego,

2. okreslenie wpltywu limfocytarnego nacieku zapalnego w mieszkach wlosowych

1 hiperkeratynizacji uj$¢ mieszkéw wlosowych na morfologie todyg wloséw u chorych
na LPP,

3. oceng skutecznosci AFM w detekcji roznic miedzy wlosami w grupie zdrowych
ochotnikow i chorych.

Dwie oryginalne prace badawcze wigczone do cyklu publikacyjnego zostaty opublikowane
w recenzowanych czasopismach naukowych wydawanych przez wydawnictwa MDPI oraz
Wiley, nalezacych do kwartylu Q 1. Przedstawione w nich wyniki badan spetniaja kryteria prac
naukowo-badawczych i uzyskaly pozytywna opinie Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Rzeszowskim.

W obu publikacjach Doktorantka zachowala klasyczny uklad pracy oryginalnej, obejmujacy
okreslenie celéw badawczych, opis materialu i metod, prezentacje wynikéw wraz z ich
omoéwieniem oraz dyskusjg¢ i wnioski. Wyniki badan zostaty zaprezentowane w formie tabel
i wlasnych rycin, stanowiacych unikatowy materiat naukowy.

Praca poglagdowa, opublikowana w recenzowanym czasopi$mie naukowym znajdujgcym si¢
w kwartylu Q2, stanowi doskonaly wst¢p merytoryczny do badan, przedstawiajac szczegblowy
opis zasad oraz mozliwosci diagnostycznych metody AFM.

Publikacja 1. Krawczyk-Woloszyn K, Roczkowski D, Reich A, Zychowska M. Applying the
Atomic Force Microscopy Technique in Medical Sciences—A Narrative Review.
Biomedicines. 2024; 12(9):2012. doi: 10.3390/biomedicines12092012.

Punktacja MNiSW: 100 1F(2024)=3,9 (Q2 - biochemistry& molecular biology — 100/320;
Q2 — medicine, research & experimental — 69/195)

W pracy pogladowej Doktorantka dokonata przegladu aktualnych zastosowan
mikroskopii sit atomowych (AFM) w medycynie, ze szczegdlnym uwzglednieniem jej
potencjatu w analizie struktur komérkowych i molekularnych. AFM umozliwia tréjwymiarowe
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obrazowanie powierzchni biologicznych oraz ocene ich wlasciwosci mechanicznych,
elektrycznych i magnetycznych, co czyni jg narzedziem o szerokim zastosowaniu w badaniach
nowotworéw, choréb neurodegeneracyjnych oraz zaburzen tkanki tacznej. W ocenie struktur
wlosa technika ta pozwala na szczegblowa analize wihasciwosci fizyko-mechanicznych
i ultrastrukturalnych lodygi wlosa. Poczatkowo stosowana do oceny wplywu czynnikéw
srodowiskowych i kosmetycznych, obecnie dzieki polgczeniu z metodami spektroskopowymi,
umozliwia rowniez badanie sktadu chemicznego poszczegolnych warstw wlosa. W dotychczas
opublikowanych badaniach klinicznych wykazano przydatnoé¢é AFM w identyfikacji
mikrouszkodzen i zmian nanostrukturalnych we wlosach chorych na wybrane dermatozy, co
podkresla jej znaczenie jako potencjalnego precyzyjnego narzedzia diagnostycznego
w dermatologii.

Publikacja 2. Krawczyk-Wotoszyn K, Roczkowski D, Reich A. Evaluation of Surface
Structure and Morphological Phenomena of Caucasian Virgin Hair with Atomic Force
Microscopy. Medicina (Kaunas). 2024 Feb 9;60(2):297. doi: 10.3390/medicina60020297.

Punktacja MNiSW:40 1F(2024) =2,4 (Q1 — medicine, general & internal — 78/332)

Celem pierwszej pracy oryginalnej bylo uzyskanie szczegdélowych obrazéw oraz

przeprowadzenie mikroskopowej analizy morfologicznej powierzchni zdrowych wlosow
z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych (AFM). W ramach eksperymentu od kazdej
osoby ( 10 zdrowych ochotnikéw populacji kaukaskiej ) pobrano od trzech do pigciu wloséw,
ktére analizowano w dziewigciu punktach pomiarowych, zlokalizowanych w réznych
odleglosciach od nasady (0,5-7 cm). W kazdym punkcie wykonano od czterech do dziesigciu
obrazow AFM, uzyskujac lacznie 496 mikroskopowych fotografii. Dla kazdego wlosa
dokonano pomiaréw parametrow geometrycznych tusek, takich jak ich dtugo$é, szeroko$¢ oraz
wysoko$¢ stopnia tuski. Analiza uzyskanych obrazéw pozwolita na opis zmian zachodzacych
w trakcie naturalnego procesu delaminacji wlosa oraz identyfikacje charakterystycznych cech
morfologicznych jego powierzchni, takich jak mikrozaglebienia, owalne wklesniecia, elementy
makrofibrylarne, globule, zarysowania i faliste brzegi. Wyniki te dostarczyly nowych danych
na temat ultrastruktury prawidlowych wloséw i z pewnoscig moga stanowi¢ punkt odniesienia
dla przysztych badan nad patologia skéry owlosionej glowy, procesami starzenia wlosa oraz
oceng skutecznosci zabiegdw pielegnacyjnych i terapeutycznych.
Nalezy podkresli¢ wyczerpujacy opis dotyczacy ograniczen przeprowadzonego badania
obejmujacy nie tylko matlg liczebnos$é grupy (w liczbie ochotnikéw, ale nie analizowanych
obrazéw), czasochtonno$¢ metody diagnostycznej oraz weryfikacje kryteriow wigczenia do
eksperymentu.

Uzyskane wnioski stanowig potwierdzenie zrealizowania pierwszego celu pracy doktorskiej
zgodnie z przytoczonymi powyzej jej zatozeniami.

Doktorantka zgodnie z podanym w publikacji o$wiadczeniem byla odpowiedzialna za
konceptualizacj¢, metodologi¢, walidacj¢, przeprowadzenie badania, przygotowanie danych
z ich formalng analiza, wizualizacj¢ , cytowanie i analize piSmiennictwa, pierwotny i koncowy
ksztalt publikacji wskazujac na jej znaczace zaangazowanie i wiodgcy udzial w powstaniu
niniejszej publikacji.



Publikacja 3. Krawczyk-Woloszyn K, Zychowska M, Reich A. Evaluation of hair surface
structure and morphology of patients with lichen planopilaris (LPP) by atomic force
microscopy (AFM). Skin Res Technol. 2024 Sep;30(9):e70030. doi: 10.1111/srt.70030.

Punktacja MNiSW:70 1F(2024)=3,2 (Q1 — dermatology — 21/96)

Druga praca oryginalna stanowita kontynuacje eksperymentu zwigzanego z opisem
morfologii fodyg wloséw w AFM u chorych na LPP. W badaniu pobrano od trzech do pigciu
wlosow z obszaréw zmienionych chorobowo skory glowy u dziesieciu chorych na liszaj plaski
mieszkowy (LPP). Metodyka dotyczyla dziewieciu punktéw pomiarowych z wykorzystaniem
mikroskopii sit atomowych (AFM). W kazdej lokalizacji wykonano co najmniej cztery obrazy,
ktore nastepnie poddano analizie metrycznej i morfologicznej. Oceniano parametry
geometryczne tusek wlosa, takie jak dtugosé, szerokos¢ i wysoko$é stopnia tuski, a takze cechy
strukturalne, obejmujace obecnosé powierzchni prgzkowanych lub gladkich, widoczno$é
warstw endokutikuli i kory, ksztalt krawedzi tusek, zarysowania, mikrozagltebienia, owalne
wklg$nigcia, globule oraz faliste brzegi. Uzyskane wyniki z analizg struktur w obrazach
poréwnano z wlosami pochodzacymi od o0sob zdrowych. Doktorantka wykazala istotne
statystycznie r6znice pomigdzy obrazami wlosami chorych na LPP a wlosami 0s6b zdrowych.
U chorych obserwowano wigksza liczbe zarysowan w poczatkowych odcinkach wlosa, wicksze
nasilenie falistosci krawedzi lusek na catej dlugosci oraz zwickszona liczbe tusek
z mikrozagl¢bieniami w Srodkowej czesci wlosa. Ponadto od odcinka polozonego okoto 3,5 cm
od nasady w kierunku czgsci dystalnej wlosa stwierdzono istotnie czgstsze wystepowanie tusek
o powierzchni prgzkowanej. Uzyskane wyniki stanowig pierwsza probe charakterystyki
wioséw w przebiegu LPP z zastosowaniem AFM mogac stanowié punkt wyjécia do dalszych
badan nad patogeneza oraz diagnostyka tego schorzenia.

Wykazane istotne statystycznie roznice pomiedzy obrazami wilosami chorych na LPP
a wlosami os6b zdrowych stanowia potwierdzenie ostatniego celu doktoratu. Doktorantka
okreslita tym samym istnienie cech typowych dla LPP potwierdzonych w badaniu AFM.

W odniesieniu do drugiego celu dysertacji, ktory koresponduje z powyzszym wnioskiem,
sugerowalabym opisowe rozwini¢cie w metodyce pracy podstawy stwierdzenia obecnosci
limfocytarnego nacieku zapalnego w mieszkach wlosowych i hiperkeratynizaciji uj$¢ mieszkéw
wlosowych i ich potencjalnego wplywu na morfologie todyg wloséw u chorych na LPP.
Powyzsze zalozenie badawcze mozna by sparafrazowaé, podkreslajac, ze celem pracy byta
ocena morfologicznych korelatéw zmian obserwowanych w przebiegu LPP z wykorzystaniem
mikroskopii sit atomowych, (w domysle - bez bezposredniej analizy histopatologicznej czy
dermoskopowej).

Podsumowujac przeprowadzone przez lek. Karoline Krawczyk-Woloszyn badania
dotyczgce charakterystyki morfologicznej wloséw u zdrowych ochotnikéw oraz u chorych na
LPP w nanoskali, daly podstawg do sformutowania wnioskéw dysertacji doktorskiej
korespondujacych z celami pracy doktorskiej. Wykazano zatem w AFM istnienie typowych
cech morfologicznych wloséw u zdrowych ochotnikéw ze stworzeniem schematu
referencyjnego wlosa osoby zdrowej, jak rowniez potwierdzono zauwazalne r6znice w AFM
dotyczace morfologii wtoséw u chorych na LPP, a wlosami u zdrowych ochotnikow.

Z innych uwag, ktére nie maja wptywu na mojg ostateczng, pozytywna ocene dysertacji
doktorskiej, warto wskaza¢ na potrzebe przytoczenia i opracowania polskich odpowiednikow
terminoéw opisujgcych struktury morfologiczne todygi wlosa obserwowane, a takze opisane
w badaniach AFM w wersji anglojezycznej. Cytowanie anglojezycznych nazw w tekscie



polskim podkresla wreez koniecznoséé stworzenia adekwatnej terminologii w jezyku polskim,
co jednoczesnie akcentuje nowatorski charakter przeprowadzonych badaf. Wnioski pozostaja
spojne z zalozeniami pracy, te ostatnie jednak warto byloby nieco przeredagowac pod
wzgledem stylistycznym, aby zapewni¢ wicksza klarownosé ich interpretacji.

Podsumowujac, powyzej oméwione publikacje przedstawione do oceny jako praca
doktorska stanowig spojny cykl mogacy by¢ podstawa dysertacji doktorskiej. We wszystkich
pracach oryginalnych lek. Karolina Krawczyk- Woloszyn jest pierwsza autorkg bedac
odpowiedzialng za konceptualizacje z identyfikacja problemu badawczego, zaprojektowanie
kluczowych zalozen i opracowanie metodologii badan, analize i opracowanie danych,
interpretacj¢ uzyskanych wynikéw, napisanie manuskryptu oraz wizualizacje wynik6w
w postaci obrazéw morfologicznych struktur w AFM oraz tabel. Fakt ten potwierdza znaczacy
i samodzielny udzial Doktorantki w realizacji badan eksperymentalnych, a takze jej wysokie
kompetencje w zakresie planowania i organizacji pracy badawczej. Swiadczy réwniez
0 umiejetnoscei krytycznej anahzy oraz interpretacji uzyskanych wynikéw w odniesieniu do
aktualnego stanu wiedzy i danych literaturowych, co wskazuje na dojrzalo$¢ naukows
i $wiadome prowadzenie procesu badawczego.

Stwierdzam ze rozprawa doktorska lek. Karoliny Krawczyk-Woloszyn
pt. ,Mikroskopia sit atomowych (AFM) jako inmowacyjna metoda obrazowania
i diagnostyki choréb wloséw” pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n. med. Adama Reicha
i promotora pomocniczego dr hab. n. med. Magdaleny Zychowskiej spelnia wymogi stawiane
rozprawom na stopien naukowy doktora nauk medycznych tj. warunki okreslone w art. 187
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571).
Uprzejmie wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Collegium Medicum Uniwersytetu
Rzeszowskiego wniosek o dopuszczenie lek. Karoliny Krawczyk-Woloszyn do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuj¢ o wyrdznienie powyzszej rozprawy doktorskiej, biorgc pod uwagg jej
nowatorski charakter, oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw badan oraz zastosowanie
interesujacej metody obrazowania, polegajacej na adaptacji techniki badawczej wywodzacej
si¢ z inZynierii materiatowej do zastosowan w medycynie. Autorka podjcla sie realizacji
wymagajacego, technicznie ztozonego i czasochtonnego projektu badawczego, ktérego wyniki
maja istotne znaczenie poznawcze i aplikacyjne w kontekscie medycznym.

Najwazniejszym jednak osiagnigciem pracy jest stworzenie podstaw terminologicznych dla
nowoczesnej, nieinwazyjnej metody diagnostyki obrazowej, znajdujacej potencjalne
zastosowanie w badaniach nad etiopatogeneza choréb dermatologicznych. Metoda ta moze
mie¢ znaczenie nie tylko w trichoskopii, lecz réwniez w analizie zmian skornych o podlozu
ogdlnoustrojowym, umozliwiajac implementacje uzyskanych wynikéw w ocenie wptywu
wybranych terapii oraz nowoczesnych technologii, w tym kosmetologicznych, z mozliwoscia
ich obiektywizacji i poréwnywania uzyskanych wynikéw badan w przysztoéci.

Z wyrazami glgbokiego szacunku,

prof. dr hab. n.med. Grazyna Kaminska-Winciorek
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