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Lekarz Karolina Krawczyk-Wotoszyn jest absolwentkg Uniwersytetu Medycznego
w todzi. Studia na kierunku lekarskim ukonczyta z wynikiem bardzo dobrym w 2018 r
uzyskujgc wyroznienie. Po stazu zrealizowanym w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym
im. Norberta Barlickiego w todzi rozpoczeta szkolenie specjalizacyjne w dziedzinie
Dermatologii i Wenerologii w Klinice Dermatologii i Dermatologii Onkologicznej w Rzeszowie
w ramach rezydentury. Z wylgczeniem pozycji wchodzacych w sktad cyklu publikacyjnego
jest wspotautorkg 19 publikacji, w tym kilku z impact factor, a w az 16 jest pierwszg autorka.
Doktorantka jest autorkg 15 referatow zjazdowych, w tym zaprezentowanych réwniez
na Forum Mtodych Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego. Wykazuje zaangazowanie
w dziatalnos¢ dydaktyczng i organizacyjng m.in. poprzez organizacje warsztatéow z technik
obrazowania skéry w trakcie Podkarpackich Dni Dermatologii.

Do recenzji przedtozono cykl trzech prac powigzanych tematycznie - ,Mikroskopia sit
atomowych (AFM) jako innowacyjna metoda obrazowania i diagnostyki choréb wiosow’.

W sktad cyklu wchodzg dwie prace oryginalne oraz jedna poglagdowa o tgcznej wartosci



wskaznika impact factor 8.8 oraz 210 pkt MNiSW. Praca badawcza lek. Karoliny Krawczyk-
Wotoszyn byta prowadzona pod opieka jednych z najwybitniejszych polskich dermatologéw -
Pana Prof. dr hab. n. med. Adama Reicha oraz Pani dr hab. n. med. Magdaleny Zychowskiej,
prof. UR.

Uprzednio rumien okotomieszkowy, rogowacenie mieszkowe oraz witosy typu pili torti
zindentyfikowano jako trichoskopowe markery aktywnosci naciekow zapalnych w liszaju
ptaskim mieszkowym (ang. lichen planopilaris, LPP) i jego wariantach klinicznych.
Patomechanizm pojawiajacych sie wtoséw typu pili torti, czyli o stopniowo skreconej todydze,
nie zostal w petni wyjasniony ze wzgledu na niedostateczny zakres powiekszenia
zapewnianego przez mikroskopie swietlng, a tym bardziej wykorzystywang powszechnie przez
dermatologéw dermatoskopie. Pojawia sie zatem konieczno$¢ poszukiwania technik
pozwalajgcych na obrazowanie powierzchni wlosa w nanoskali, co jak wykazata Doktorantka
jest mozliwe poprzez zastosowanie mikroskopii sit atomowych (ang. atomic force microscopy,
AFM). Doktorantka przeprowadzita szerokg analize literatury na temat wczesniejszego
wykorzystania AFM nie tylko w diagnostyce chorob skéry owlosionej glowy, ale réwniez
schorzen neurodegeneracyjnych z formowaniem sie ztogdw amyloidu, uktadu kostno-
szkieletowego, nowotworowych, jak réwniez w badaniach immunologicznych oraz
genetycznych (m.in. w poznawaniu mechanizméw naprawczych DNA). Podsumowaniem
solidnego przygotowania sie do dalszej analizy powierzchni wiosa stanowi praca pogladowa,
wchodzgca w sktad cyklu publikacii.

W AFM do skanowania powierzchni wtosa wykorzystywana jest sonda zamontowana
na elastycznym wsporniku, a obrazowanie probek odbywa sie w powietrzu, cieczy
lub w wysokiej prozni. Obrazowanie powierzchni wiosa zostato przeprowadzone
przez Doktorantke na materiale biologicznym zawieszonym w powietrzu w odpowiednio
zdefiniowanych  warunkach. Analizie powierzchni poddano 9 lokalizacji wlosa
po wczesniejszym jego pocieciu skalpelem na 3 cm fragmenty, ktére byly nastepnie
przytwierdzane do szkietka mikroskopowego za pomoca przezroczystej tasmy dwustronne;.
Koncowka sondy byta wysrodkowana tak, aby znajdowata sie nad najwyzszym punktem
krzywizny wiosa, a skanowanie obywato sie prostopadle do osi dlugiej wiosa.
Niejasne pozostaje jedynie zagadnienie potrzeby zastosowania mechanizmow stabilizujgcych
koncowke sondy, ograniczajgcych potencjalne mikro drgania oraz ruchy podioza,
czesto nieodczuwalne dla cztowieka.

Dla kazdej z 9 lokalizacji wiosa wykonano 4-10 zdje¢ jego powierzchni,
uzyskujgc tgcznie 836 obrazdéw, dalej poddanych analizie za pomocg dedykowanego
oprogramowania. Tak duza liczba obrazéw w zupetnosci rekompensuje wzglednie niewielkg

liczbe pacjentow (10 osdb) oraz oséb grupy kontrolnej (rowniez 9 kobiet i 1 mezczyzna).



Nalezy jednak podkresli¢, iz obrazowanie powierzchni wtosa za pomocg AFM jest niezwykle
czasochtonng procedura.

Na uksztattowanie obrazowanej powierzchni moze potencjalnie wptyngé szereg
czynnikéw zewnetrznych oddziatywujgcych na powierzchnie wtosa, np. zaproponowane przez
Doktorantke farbowanie i inne zabiegi uszkadzajgce strukture wiosa, ktére byly
przeciwwskazane przez co najmniej 3 miesigce przed analiza za pomocg AFM.
Warto tu jednak zaznaczyé, iz zakres innych uszkadzajgcych zabiegdw jest potencjalnie
bardzo szeroki i obejmuje m.in. czesanie, suszenie wtoséw rozgrzanym powietrzem z suszarki
lub tez stosowanie prostownicy do wioséw, co w przypadku dominujgcych liczebnie kobiet
w obu grupach oséb badanych jest raczej mato prawdopodobne, aby nie byto wykonywane
przez okres az 3 miesiecy.

Technika AFM, jak zauwazyla sama Doktorantka niestety nie pozwala na analize
powierzchni biologicznych przyzyciowo, a jedynie na materiale biopsyjnym. Szereg réznych
czynnikéw sprawia, ze AFM prawdopodobnie nie znajdzie zastosowania w praktyce kliniczne;j,
natomiast w warunkach eksperymentalnych moze pozwoli¢ na lepsze poznanie zaburzen
struktury wtosa w poszczegdlnych schorzeniach skéry owtosionej gtowy. Doktorantce AFM
pozwolita na przygotowanie szczegdtowej charakterystyki czterech warstw zdrowego wiosa
oraz okreslenie wzoru wygladu wlosa podczas naturalnego procesu delaminacji,
co zostato zaprezentowane w jednej z dwdch prac oryginalnych wchodzgcych w skiad
cyklu publikacyjnego.

Cechy morfologiczne zdrowego wiosa zostaly nastepnie zestawione z wynikami
analizy powierzchni wiloséw pobranych od pacjentéw z LPP, potwierdzonego wczesniej
badaniem patomorfologicznym. Do analizy wtaczono 10 pacjentdéw z najwiekszym nasileniem
choroby ocenianym w oparciu o badanie fizykalne, trichoskopowe oraz zgtaszane przez
pacjentow objawy. Ocena taka wydaje sie jednak bardzo ogolna i w przysztych badaniach
dobrze, aby byta uzupetniona o mierzalne narzedzia, takie jak skale oceny Kklinicznej:
lichen planopilaris activity index (Chiang i wsp. J Am Acad Dermatol 2010), frontal fibrosing
alopecia severity index (Holmes i wsp. Br J Dermatol 2016) lub badanie trichoskopowe
(wystepowanie rumienia, rogowacenia mieszkowego, wtosow pili torti).

W przeprowadzonej analizie powierzchni wioséw z LPP zidentyfikowane zostaty
obszary w obrebie ktorych zachodzi proces patologicznej delaminacji wiosa oraz szczegétowo
opisano pojawiajgce sie jedynie na powierzchni wtosow LPP odpowiednie wgniecenia,
pekniecia i perforowane struktury. Doktorantka bardzo dokfadnie opisata morfologie
powierzchni wtosa uzyskanego od chorych z LPP, ktérg zestawita z analizg wygladu witosa
zdrowego. Stwierdzona zostata wigksza ilo$¢ zadrapan (scratches), wigksza intensywnosé
wystepowania falistych krawedzi (wavy edges) oraz wieksza liczbe tusek z ubytkami (pitting)

w poszczegolnych odcinkach wtoséw pacjentow z LPP.



Wyznaczone przez Doktorantke cele badawcze obejmowaty:

1. Okreslenie typowych cech i wygladu powierzchni zdrowego wiosa w nanoskali za pomocg
AFM oraz stworzenie schematu referencyjnego wiosa zdrowego.

2. Wykazanie wptywu limfocytarnego nacieku zapalnego w mieszkach wiosowych
i hiperkeratynizacji uj$¢ mieszkdw wtosowych na morfologie todyg wtosoéw pacjentéw z LPP.
3. Ocenienie skutecznosci zastosowania AFM do wykrywania réznic miedzy wiosami
zdrowymi a chorymi.

Przeprowadzona analiza mikroskopowa pozwolita na bardzo szczegdétowe opisanie
wyglagdu wiosa zdrowego w nanoskali, zatem cel pierwszy pracy zostat osiggniety.
Zaprezentowana zostata charakterystyka wtosow w LPP, co przy zatozeniu, Zze witosy byly
pobierane od 0sOb z najwiekszg aktywnoscia LPP wskazuje, ze cel zostat posrednio
zrealizowany. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w przysziych analizach warto uwzgledni¢ ocene
aktywnosci naciekdéw zapalnych mierzong posrednio za pomocg w/w narzedzi klinicznych
i/lub charakterystyke trichoskopowa, albo tez bezposrednio w bioptatach skory, nawet metoda
potilosciowg. Warto bytoby zestawi¢ ze sobg obrazy AFM pochodzace z obszaréw lysienia
wykazujgce odpowiednio rogowacenie mieszkowe lub tylko rumieh okotomieszkowy.
Poprzez poréwnanie poszczegolnych aspektow powierzchni wioséw zdrowych oraz
pobranych od pacjentow z LPP wykazano, ze AFM to skuteczna metoda do wykrywania réznic
pomiedzy wtosami zdrowymi a chorymi, co pozwolita na realizacje trzeciego celu badania.

Podsumowujgc, przedstawiony cykl publikacyjny jest bardzo ciekawym zbiorem prac
utrzymanych w jednolitej tematyce, ktéory wymagat duzego zaangazowania Doktorantki
w bardzo szczegdbtowg analize powierzchni wtoséw za pomocg AFM. Dobor przeanalizowanej
literatury, zaprezentowane w publikacjach obrazy mikroskopowe oraz metodyka ich oceny
sg poprawne i wskazujg, ze lekarz Karolina Krawczyk-Wotoszyn jest osobg umiejgcy
prowadzi¢ badania naukowe oraz wycigga¢ odpowiednie wnioski.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 r. poz. 1668) art. 187 tejze ustawy,
a zatem wyrazam pozytywnym opinie¢ o rozprawie doktorskiej i przedstawiam Radzie
Dyscypliny Nauk Medycznych Collegium Medicum Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek
o dopuszczenie lek. Karoliny Krawczyk-Wotoszyn do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



