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Recenzja rozprawy habilitacyjnej dr Magdaleny Szczerbowskiej-
Boruchowskiej pt. ,,Rozwéj metod jako$ciowego i ilosciowego mikro-
obrazowania chemicznego tkanek z zastosowaniem promieniowania X i ich
wykorzystanie dla potrzeb neuropatologii”

oraz ocena dorobku naukowego

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa habilitacyjna sktada si¢ z 8. publikacji pochodzacych
z stosunkowo krotkiego okresu 4. lat tj. z roku 2008 oraz z lat 2010-2012. Prace te zostaty
wybrane z 43 publikacji znajdujacych si¢ w dorobku autorki (23 z listy filadelfijskiej i 20
innych). Prace wchodzace w sktad rozprawy dotycza Szeregu aspektow zwiazanych z
jakosciowa, topograficzna i ilo$ciowa analiza sktadu pierwiastkowego i stopnia utlenienia
pierwiastkbw w materiale biologicznym z wykorzystaniem metod rentgenowskiej
fluorescencyjnej oraz absorpcji. Dodatkowo stosowano rowniez metodg synchrotronowej
absorpcji w podczerwieni. Metody te doskonalono i testowano dla specyficznych zastosowan,
dla ktorych nie mozna bezposrednio stosowaé rutynowych, komercyjnie dostgpnych metod i
programow. Autorka metody te stosowata do badan tkanek osrodkowego uktadu nerwowego
stawiajac sobie dwa podstawowe cele naukowe. Po pierwsze oceng potencjalnego udziatu
wybranych pierwiastkow w procesach biochemicznych towarzyszacych zmianom
patologicznym w wybranych schorzeniach neurodegeneracyjnych oraz nowotworach mézgu,
jako uzupetlnienie badan histopatologicznych. Po drugie poszukiwanie mozliwo$é
wykorzystania analizy fluorescencyjnej w diagnostyce medycznej jako metody
wspomagajacej tradycyjna diagnostyke, tam gdzie diagnoza jest trudna i nie jednoznaczna.
Zebrany materiat badawczy poddata autorka analizie statystycznej poszukujac cech
pozwalajacych w sposob obiektywny dokona¢ klasyfikacji stopnia ztosliwosci badanych
NOwWotworow. Wyznaczone cele narzucaly konieczno$§¢ weryfikacji wiarygodnosci
uzyskanych ilosciowych wynikéw dla tak specyficznego materialu badawczego. Bylo to
szczegdlne wazne tam gdzie podjeta autorka pionierskie, ilosciowe badania w modzie
mikroskopowym z rozdzielczo$cia mikrometryczna. Testowane w publikacjach, wchodzacych
w sktad rozprawy, techniki wspomagajace obrazowanie chemiczne tkanek moga stuzy¢, jak
stusznie podkresla kandydatka w autoreferacie, jako zbior wskazowek i wytycznych
umozliwiajacych potencjalnemu badaczowi wykonanie kompleksowej analizy ilo$ciowe]
sktadu pierwiastkowego i stopnia utlenienia pierwiastkéw w materiale biologicznym. Podj¢te
przez habilitantk¢ badania ze wzgledu na specyfike materiatu biologicznego 1 mnogos¢
czynnikow ktore moga wptywaé na zawartos$¢, rozktad oraz stan chemiczny analizowanych
pierwiastkbw nie prowadza jeszcze do jednoznacznych wnioskow ale wskazuja droge
poszukiwan nowych metod diagnostycznych wykorzystujacych osiagnigcia wspotczesnej



fizyki rentgenowskiej. Metody te potrzebne sa wtedy kiedy dotychczas stosowane procedury
nie daja jednoznacznych odpowiedzi.

Jak juz wspomniano, wyniki prac tworzacych rozprawg zostaly opublikowane w 8.
oryginalnych, recenzowanych pracach o duzym tzw. czynniku oddziatywania (z ang. impact
factor -i.f.). Dwie prace jedno autorskie opublikowata autorka w specjalistycznym, dla tej
dziedziny nauki, czasopiSmie X-Ray spektrometry (i.f. 1.39- 1.445) w latach 2008 i 2012.
Pierwsza z tych prac jest przegladem wiedzy na temat zastosowania rentgenowskiej
spektrometrii w badaniach tkanek mozgu. W pracy tej autorka omowita rowniez wyniki 8
wczesniejszych prac z tej tematyki opublikowanych z jej udzialem, a nie wchodzacych w
zakres rozprawy. Podkresla w niej rowniez uzyteczno$¢ badan z wykorzystaniem
promieniowania synchrotronowego (p.s.) zwlaszcza w analizie topograficznej. W dalszych
pracach czesto wykorzystuje wlasnie p.s.. Poniewaz w Polsce nie ma zrodet
synchrotronowych wszystkie prace wykonywane przez kandydatk¢ z wykorzystaniem p.s.
wymagaty zgloszenia projektu naukowego, ocenianego przez mig¢dzynarodowy komitet
ekspertow. Autorka wielokrotnie uzyskiwala czas badawczy na synchrotronach, tak wigc
warto§¢ naukowa prowadzonych przez nia eksperymentow zostata juz pozytywnie
zweryfikowane na forum migdzynarodowym. Juz w roku 2000 uzyskata czas pomiarowy na
najlepszy europejskim synchrotronie w ESRF, Grenoble, zanim Polska oficjalnie stata si¢
czlonkiem tej organizacji W roku 2004. Podkresla to pionierski charakter prowadzonych przez
nig badan tkanek o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN). W drugiej jedno autorskiej pracy
przeanalizowata habilitantka wplyw  gruboSci  preparatow  biologicznych  roznie
preparowanych tkanek migkkich i twardych na wynik rentgenowskiej analizy
fluorescencyjnej. Szczegbtowo przeanalizowata fakt, ze w analizie fluorescencyjnej
jednoczes$nie zbierane sa informacje o szeregu pierwiastkach wigc probka, ktora mozna uznac
za cienka dla cigzkich pierwiastkow moze wymaga¢ stosowania przyblizenia probki grubej
lub posredniej dla lekkich pierwiastkow. Nie sprawdzenie warunkéw jakie spetnia
analizowany material biologiczny, moze prowadzi¢ do bledow siggajacych nawet 45%.
Ponadto obecnos¢ wody w analizowanych probkach ma istotny wplyw na sposob
oddzialywania promieniowania rentgenowskiego, wigc prowadzona analiza musi to
uwzgledni¢. Zaproponowata ona stosunkowo prosta metode pozwalajace uwzgledni¢ forme
probek biologicznych i1 dokonata weryfikacji do$wiadczalnej proponowanej metody dla
probek mézgu z r6zna zawartoscia wody oraz referencyjnych probek NIST.

Pozostate prace sa wielo autorskie. W pracy opublikowanej w 2010 w Neuroscience (i.f.
3.215) autorka jest na miejscu 2. wsrod wspotautorow. W pozostatych publikacjach jest ona
pierwszym, niewatpliwie wiodacym autorem. Dwie prace opublikowata w roku 2011 (
Analitica Chimica Acta -i.f. 4555 oraz Journal of Biological Inorganic Chemistry - i.f,
3.289). Pozostate 3 prace zostaly opublikowane w roku 2012 w czasopismach o i.f. powyzej
2.5 (J. Analitical Atomic Spectrometry- i.f. 3.220, J. Physics: Condensed Matter - i.f. 2.546,
Neurochemistry International — i.f. 2.857). Wigkszos¢ prac wchodzacych w sktad rozprawy
zostata opublikowana niedawno wigc w sumie prace te byty cytowane 19 razy w tym jedno
autorska praca przegladowa z roku 2008 -11 razy. Udziat autorki w pracach wielo autorskich
jest dobrze wyodregbniony i1 okre$lony zaréwno przez autorke jak i w o$wiadczeniach
wspotautorow. W moim odczuciu nie jest potrzebne okre$lanie procentowego wkiadu
kazdego wspoétautora bo jest to ocena bardzo subiektywna, prowadzaca do sumarycznych



wktadow przekraczajacych 100%. Wazne jest okreSlenie zakresu merytorycznego udzialu
kazdego wspotautora. W pracy oznaczonej jako H8 zabraklto o$wiadczenia pani Agaty
Ziomber i Pawta Wrdbla, niemniej wktad habilitantki zostat dobrze zdefiniowany.

Wszystkie prace autorki pochodza z okresu 12 lat i cytowane byty tacznie 179 razy (136 bez
autocytowan) a index h dla autorki wynosi 10, ponadto od wrzesnia 2012 jej index h wzrést z
9do 10, a liczba cytowan z 164 do 179.

W dalszej czesci mojej opinii postaram si¢ wykaza¢ ze habilitantka wniosta znaczacy wktad
do uprawianej dziedziny nauki czyli przyczynila si¢ do rozwoju metod mikro-obrazowania
tkanek.

Omawiajac W autoreferacie prace wchodzace w sktad rozprawy autorka skupita si¢ wokot
wybranych aspektow metodologicznych stosowanych technik badawczych po czym
zilustrowala znaczenie tych aspektéow na przykladzie badan wybranych tkanek mozgu.
Niewatpliwym osiagni¢ciem autorki jest tworcze przeanalizowanie wplywu fizycznych
wlasnosci probek biologicznych na oddzialywanie z promieniowaniem X i wykazanie
wplywu rodzaju probki na wynik iloSciowych oznaczen w rentgenowskiej analizie
fluorescencyjnej (XRF). Ggstosé, gtadko$¢ czy grubos¢ probki odgrywa istotng role w
analizie ilosciowej sktadu pierwiastkowego za pomoca XRF. Jest to nastgpstwem zalozen w
opisie teoretycznym sposobu oddziatywania promieniowania X z atomami badanego
materialu. W odniesieniu do materiatu biologicznego dodatkowym problem jest obecnos¢
tzw. ciemnej matrycy, ztozonej z pierwiastkéw H, C, N i O. Stanowia one dominujacy
sktadnik tkanek i istotnie wptywaja poprzez efekty absorpcji promieniowania zaréwno
pierwotnego jak i wtornego na intensywnos$¢ promieniowania charakterystycznego badanych
pierwiastkow. Autorka w pracy H6 wykazuje, ze w zastosowaniach biologiczno-medycznych
roznorodnos¢ sktadu biochemicznego tkanek wymusza koniecznos$¢ przeprowadzenia analizy
z wykorzystaniem wspotczynnikow okreslajacych przekroje czynne na oddziatywanie
promieniowania X z materia w sposob S$cisty, aby wlasciwie powiazaé natgzenie
rejestrowanego promieniowania ze sktadem chemicznym probki. Autorka wyznaczyta masy
powierzchniowe przy jakich dana probka moze by¢ traktowana, jako cienka, gruba lub o
posredniej grubosci w zaleznosci od typu tkanki, rodzaju probki (wysuszona lub w naturalnej
postaci) i1 pierwiastkOw poddanych analizie. Klasyfikacja ta jest niezbedna w celu
zastosowania odpowiedniej metody korekcji w analizie ilosciowej. W obliczeniach
wykorzystata dane publikowane glownie dla potrzeb ochrony radiologicznej, dotyczace
zawartosci C, H, O, N i wody w roznych tkankach organizmu cztowieka. Omawiana praca
jest posumowaniem  do$wiadczen autorki z badan materialu biologicznego, ktory
analizowany byt w pracach H2, H4, H7 i H8 gdzie probki dla pierwiastkow tam
analizowanych spetniaty kryteria probki cienkiej. Dla pierwiastkow P i S nalezato stosowac
kryterium probki o posredniej grubosci, ale analiza wprowadzanego bledu wykazala, Zze nie
przekracza on 10%, ponadto w przypadku badan w modzie mikroskopowym pojawia si¢
dodatkowy btad zwiazany z lokalng zmiana ggstosci probki.

Podstawowym problemem w analizie ilosSciowej XRF wykonywanej zwykle metoda wzorca
wewnetrznego, jest odpowiedni dobor materialdw wzorcowych.  Autorka szczegotowo
zajmuje si¢ tym problemem w pracach H3 i H5 w odniesieniu do linii charakterystycznych
Fe 1 S i badan mikroskopowych, gdzie szczeg6lnej wagi nabiera jednorodno$¢ wzorca.
Autorka opracowata dla potrzeb swoich badan specjalne materiaty wzorcowe w postaci



cienkich jednorodnych filméw o strukturze zblizonej do badanych przez nia skrawkow
tkanek. W pracy H7 wzorce te zostaly zastosowane do analizy istoty czarnej mézgu i
wykazaly duza zgodno$§¢ z wynikami badan dostgpnymi w literaturze. Poczym z
powodzeniem stosowane byty w pracy H8.

Podsumowujac, material biologiczny analizowany w pracach stanowiacych rozprawe
habilitacyjna dotyczyl chorob neurodegeneracyjnych Parkinsona i stwardnienia zanikowego
bocznego, glejakéw modzgu o réoznym stopniu ztosliwosci 1 w jednym przypadku analizy
mozgu szczurow specjalnie stymulowanych elektrycznie. Metody badawcze przystosowane
dla potrzeb analizy takich probek to rentgenowska analiza fluorescencyjna wykorzystujaca
zrédta konwencjonalne i synchrotronowe, analiza rentgenowskich widm absorpcyjnych.
Obydwie techniki stosowane byly rowniez w modzie mikroskopowym z rozdzielczo$cia
mikronowa. Ponadto stosowala autorka réwniez synchrotronowa mikroskopie w
podczerwieni, ktora dodatkowo dostarczata informacji o grupach funkcyjnych molekut.
Stosowanie réznych technik dla tego samego materialu badawczego nakladalo dodatkowe
wymagania co do preparatyki probek z czym autorka doskonale sobie radzita. Zaowocowato
to mozliwoscia wykluczenia np. obecnosci Fe i innych analizowanych pierwiastkow w
ztogach kreatyny (praca H2). Do znaczacych osiagnie¢ habilitantki zaliczam zastosowanie
metod analizy statystycznej do otrzymanych wynikéw analizy fluorescencyjnej tkanek
mézgu oséb zmarlych na chorobg Parkinsona i wykazanie znaczacego podwyzszenie
zawartos$ci okreslonych pierwiastkow w cialach neuronéw istoty czarnej osob chorych oraz
wskazanie sposobu wyznaczania czynnikéw w najwigkszym stopniu réznicujacych badana
grupe. Z tematyka zwigzana z poszukiwaniem mozliwosci wczesnego wykrywania choroby
Parkinsona wiaze si¢ rowniez zaprojektowany, przeprowadzony i opublikowanych przez
autork¢ w pracy HS8, eksperyment na szczurach. Kolejnym znaczacym wktadem autorki
wskazujacym mozliwo§¢ praktycznego wykorzystania w  diagnostyce medycznej
nowoczesnych metod fizyki jest zastosowanie dyskryminacyjnych metod statystycznych do
klasyfikacji stopnia ztosliwosci nowotworéw mozgu (praca H7). Autorka wylonita sposrod
wszystkich analizowanych pierwiastkow te, ktore najbardziej roznicuja nowotwory pod
wzgledem stopnia zlosliwosci |1 zaproponowata odpowiedni zestaw pierwiastkow, ktore
umozliwiaja klasyfikacj¢ nowotworow. Wdrazanie metod statystycznych i poszukiwanie
odpowiednik cech roznicujacych badane grupy bardzo powoli toruje sobie droge w
praktykach medycznych, ale w moim odczuciu znacznie zwig¢ksza obiektywnos¢
diagnozy i jest przyszlo$cia nowoczesnej diagnostyki.

Nowatorskie badania form chemicznych niektorych pierwiastkbw w tkankach z
wykorzystaniem absorpcji rentgenowskiej zastuguje na szczegoélne podkreslenie ze wzgledu
na duzy stopien trudnos$ci poprawnej analizy takich danych w tak ztozonym materiale.
Autorka przeprowadzita analiz¢ widm absorpcyjnych dla S (H5) i Fe (H3) z przestrzenna
rozdzielczo$cia mikrometryczna. Zebrany material doswiadczalny poddata szczegotowej
analizie, zauwazyla efekty zwigzane z bledem systematycznym wynikajacym z stosowanej
optyki 1 monochromatyzacji wiazki, zaproponowala sposob korekcji tego bigdu oraz
wykazata, ze poza dominujaca forma siarki na -2 stopniu, ktorej obecno$¢ w tkance
nowotworowej jest 10 krotnie wigksza niz w tkance zdrowej, istnieja inne formy i
zaproponowata sposob ich wyodrgbnienia. Zastosowanie modu mikroskopowego pozwolito
precyzyjnie wskaza¢ struktury w ktorych siarka jest gromadzona. Badania form chemicznych



Fe w tkankach nowotworowych mozgu wykazaty, ze Fe utlenione jest dominujaca forma w
nowotworach o duzym stopniu zlosliwosci, autorka zaproponowata rowniez w petni ilosciowa
metode wyznaczania masy powierzchniowej zelaza na danym stopniu utlenienia. Myslg, ze te
wybrane zagadnienia z prac wchodzacych do rozprawy habilitacyjnej znakomicie ilustruja
znaczacy wktad tych prac w rozwdj i doskonalenie metod mikroobrazowania tkanek.

Ocena dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyjnego

Prace magisterska pt. ,,“Badanie liczby i aktywnos$ci makrofagéw w biopsjach z guzéw przed
leczeniem” wykonata habilitantka pod kierunkiem prof. dr hab. S. Lukiewicza na Wydziale
Fizyki i Techniki Jadrowej AGH na kierunku Fizyka Techniczna, specjalno$¢ Fizyka
Medyczna i Dozymetria. Material do pracy zebrata we wspolpracy z Zaktadem Biofizyki
Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellofskiego. Badania, dotyczace
wykorzystania promieniowania rentgenowskiego do analizy sktadu pierwiastkowego tkanek
mozgu dla potrzeb neuropatologii rozpoczeta w 1998 roku. Zapoczatkowata wtedy prace nad
specyficznymi problemami zastosowania metody fluorescencji rentgenowskiej do badan
probek biologicznych i nawiazata wspolpracg w zakresie pozyskiwania tkanek do
prowadzonych badan i konsultacji biomedycznych z Zaktadem Neuropatologii Instytutu
Neurologii Collegium Medicum UJ, z ktorym aktywnie wspotpracuje do dzisiaj.

Tematyka, rozwijana w ramach doktoratu obejmowata analiz¢ pierwiastkowa probek z
duzych obszarow mozgu. Byla to wigc informacja usredniona. Badania mialy na celu
poréwnanie zawarto$ci pierwiastkbw w wybranych obszarach anatomicznych mozgu, oceng
réznic zawarto$ci pierwiastkbw w istocie bialej i korze modzgowej, sprawdzenie wptywu
czynnika wieku na akumulacj¢ pierwiastkéw w mozgu cztowieka. Jako techniki badawcze
stosowata rentgenowska analizg fluorescencyjna ze wzbudzeniem z lampy rentgenowskiej jak
réwniez wzbudzenie wiazka protonowa (Particle Induced X-Ray Emission — PIXE). Badania
technika PIXE prowadzita we wspotpracy z Instytutem Problemow Jadrowych w Warszawie.
Rezultaty badan zostaly zebrane w rozprawie doktorskiej pt. ,,Promieniowanie X w
badaniach skladu pierwiastkowego tkanki osrodkowego ukladu nerwowego czlowieka”
wykonanej pod kierunkiem prof. Marka Lankosza i obronionej w maju 2003. W spisie
dorobku kandydatka wykazata 2 publikacje z listy filadelfijskiej oraz 6 innych prac
wykonanych przed doktoratem, 21 publikacji filadelfijskich po doktoracie oraz 14 innych
prac. Przed doktoratem zaprezentowata swoje osiagnigcia na 10 konferencjach po doktoracie
miata 44 wystapienia konferencyjne, ktore dobrze dokumentuja jej aktywnos$¢ naukowa. O
uznaniu dziatalno$ci kandydatki w spoleczno$ci naukowej zajmujacej si¢ analiza
fluorescencyjng probek biologicznych $swiadczy rowniez fakt zaproszenia jej do wygloszenia
wykladow na spotkaniach uzytkownikow p.s..

Pobyty badawcze kandydatki ~w os$rodkach zagranicznych wiazaly si¢ glownie z
wykonywaniem projektow badawczych na synchrotronach europejskich w DESY, Hamburg
oraz BESSY Il Berlin, w Niemczech, ESRF, Grenoble, oraz LURE, Orsay i SOLEIL, St.
Aubin, we Francji oraz Diamond, Didcot, w Wielkiej Brytanii. Miala wigc ona mozliwos¢
prowadzenia prac badawczych na najlepszych stacjach pomiarowych dysponujacych optyka
umozliwiajaca badania z rozdzielczoS$cia przestrzenna.



W ostatnim czasie kandydatka prowadzi réwniez aktywna dziatalnos¢ popularyzatorska
wyglaszajac szereg wykladow dla S$rodowisk medycznych oraz na swoim wydziale
dotyczacych specyfiki prowadzonych przez siebie badan.

Autorka uczestniczyta lub kierowata kilkoma znaczacymi projektami finansowanymi przez
KBN, MNiSW oraz ostatnio NCN. Liczny udzial w projektach badawczych wskazuje na jej
dobre przygotowanie do staran o zapewnienie srodkow finansowych na dziatalno$¢ naukowa,
co jest niezbednym warunkiem do prowadzenie samodzielnej tematyki badawczej. Prowadzac
badania z wykorzystaniem synchrotronow, ktore finansowane sa z projektow EU, zdobywata
dodatkowe wymierne fundusze. Za dziatalno$¢ naukowa otrzymata w 2006 r. nagrode im.
Prof. Zbigniewa Engela za najlepsza pracg w dziedzinie badan podstawowych oraz
wielokrotnie nagrody Rektora AGH zaréwno indywidualne (2) jaki i zespotowe (5).

Dla potrzeb prowadzonych przez siebie badan naukowych oraz dziatalnosci dydaktycznej
stworzyta laboratorium mikrospektroskopii w podczerwieni.

Jako pracownik uczelni habilitantka prowadzita rowniez aktywna dziatalno$¢ dydaktyczna
prowadzac ¢wiczenia laboratoryjne i rachunkowe oraz wyktad z fizyki ogdlnej dla Wydziatu
Gornictwa 1 Geoinzynierii AGH, przygotowala rowniez wyktad specjalistyczny
,Mikrospektroskopia w podczerwieni w medycynie i biologii”. Byta opiekunem 17 prac
magisterskich i inzynierskich. Za ta dziatalno$¢ otrzymata dwa dyplomy Rektora AGH dla
opiekuna pracy magisterskiej nagrodzonej w konkursie Diamenty AGH w Kkategorii prac
aplikacyjnych.

Na tle przedstawionych tu osiagni¢¢ naukowych i dydaktycznych nieco skromnie prezentuja
si¢ jej osiagnigcia organizacyjne zarowno Ww zakresie organizacji zycia naukowego
(konferencji, warsztatow naukowych) czy udziatu w pracach towarzystw naukowych. Mam
nadzieje, ze w przysztosci wlaczy si¢ aktywnie zwlaszcza w organizacj¢ zycia naukowego
wokot polskiego synchrotronu, ktéry budowany jest w Krakowie.

Podsumowujac, wymienione tu osiagnigcia zarowno naukowe jak i dydaktyczne wskazuja, ze
dr Magdalena Szczerbowska-Boruchowska jest dobrze przygotowana do podjecia
obowiazkow samodzielnego pracownika naukowego.

W Swietle tego co zostalo powiedziane uwazam, ze rozprawa habilitacyjna 1 caly dorobek
naukowy dr inz. Magdaleny Szczerbowskiej-Boruchowskiej wnosi znaczacy wkiad do
rozwoju rentgenowskiej spektroskopii i mikroskopii  fluorescencyjnej i absorpcyjnej w
zakresie jej zastosowania do badan probek biologicznych. Jestem przekonana, Ze oceniana
rozprawa habilitacyjna spelnia kryteria ustawy o tytule i stopniach naukowych, wnoszg wigc
do Rady Naukowej Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH o nadanie jej stopnia

naukowego doktora habilitowanego z fizyki.
/ / gy / 4



