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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Mateusza Olszyny pt.
,Development and application of fluorescent microsensors for new label-free

detection method based on Low-Q Whispering Gallery Modes”

Wstep

Praca doktorska pana mgr. Mateusza Olszyny wykonana zostata pod kierunkiem $p. prof.
dr. hab. Stefana Jurgi oraz prof. UAM dr. hab. Macieja Wiesnera. Kopromotorem pracy byt dr
hab. Lars Dahne. Badania realizowane byty w Centrum NanoBioMedycznym (CNBM)
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza (UAM) w Poznaniu oraz w Surflay Nanotec GmbH

w Berlinie.

Tematyka podjeta przez Doktoranta wpisuje sie w nurt badan poswieconych rozwojowi
bezznacznikowych (label-free) technik diagnostycznych wykorzystujacych specyficzne
bioczujniki. W przeciwieAstwie do powszechnie stosowanych metod diagnostycznych
wymagajgcych znakowania czgsteczek receptoréw lub ligandéw markerami (najczesciej
fluorescencyjnymi lub radioaktywnymi), metody bezznacznikowe wykorzystujg réznego
rodzaju przetworniki (np. optyczne, elektryczne lub mechaniczne) umozliwiajgce uzyskanie
informacji o oddziatywaniach miedzyczasteczkowych na podstawie mierzalnego sygnatu.
Pozwala to na unikniecie modyfikacji czgsteczek receptorow lub liganddw, zachowujgc ich

natywng strukture i tym samym funkcje.

Doktorant skoncentrowat sie na optymalizacji technologii wytwarzania
mikrorezonatoréw wykorzystujgcych zjawisko optycznego rezonansu prowadzgcego do

powstania specyficznych moddéw okreslanych jako mody galerii szeptédw (Whispering Gallery



Mode - WGM) w celu transformacji sygnatu biochemicznego (oddziatywan
miedzyczasteczkowych) na elektromagnetyczny. Czujniki tego typu posiadajg wiele zalet
w stosunku do klasycznych czujnikdéw bezznacznikowych. Ze wzgledu na niewielkie rozmiary
pozwalajg na diagnostyke in vivo w tkankach, a nawet komdrkach biologicznych. Ponadto,
z uwagi na ich matg wrazliwos¢ na zmiany temperatury otoczenia, nie wymagajg stosowania
czesto ktopotliwej i podwyzszajgcej koszty izolacji termicznej. Pomimo, ze technologie
czujnikdw WGM wydajg sie by¢ obiecujgcg koncepcjg, wiele problemdéw badawczych
pozostaje jeszcze do rozwigzania, zarowno w odniesieniu do zachodzacych zjawisk fizycznych,
jak i technologii wytwarzania. Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska podejmuje istotne
kwestie z obszaru nowej generacji bezznacznikowych bioczujnikéw optycznych

z uwzglednieniem ich potencjalnego zastosowania, w tym w diagnostyce medyczne;.

Opis i ocena zawartos$ci pracy

Rozprawa doktorska ma forme pracy pisemnej, zawierajacej m.in. wyniki
z opublikowanego artykutu naukowego w Advanced Functional Materials 2018, ktérego pan
Mateusz Olszyna jest pierwszym autorem. Zatgczone oswiadczenia wspodtautorow
szczegbtowo informujg o wktadzie Doktoranta w przygotowanie wymienionego artykutu, ktéry
mozna uzna¢ za wiekszosSciowy. Gorzej jest z oceng udziatu w drugim z artykutow
przedstawionych jako dorobek w postepowaniu o nadanie stopnia doktora (R. Bischler, M.
Olszyna, M. Himmelhaus, and L. Dahne, Eur. Phys. J. Spec. Top. 2014, 223, 2041-2055), czego
powodem jest brak oswiadczen pierwszego i trzeciego wspdtautora. Niemniej, na podstawie
oswiadczen pozostatych wspétautoréw, w tym pana mgr. Olszyny, mozna wnioskowac¢ o jego
znaczacym udziale. Nalezy przy tym dodaé, ze w rozprawie znalazty sie gtdwnie wyniki
pierwszego z artykutéw.

Rozprawa napisana zostata w jezyku angielskim, ale zgodnie z ustawowym wymogiem
zawiera streszczenie — i to obszerne — w jezyku polskim. Na stronie tytutowej zamieszczona
zostata adnotacja informujaca, ze praca uzyskata wsparcie Federalnego Ministerstwa Oswiaty
i Badan Naukowych w Niemczech (BMBF) w ramach inicjatywy badawczej KMU Innovativ-
BioChance.

Temat pracy zwiezle opisuje jej zawartosé. Szczegdtowy spis tresci utatwia czytelnikowi
poruszanie sie po sekcjach rozprawy. Struktura jest klasyczna, z podziatem na sze$é rozdziatéow

oraz wiele podrozdziatdw. Ostatni rozdziat stanowi bibliografia (References). tacznie z nig



rozprawa liczy 126 stron. Za bibliografia zamieszczone zostato curriculum vitae Doktoranta,
lista jego publikacji oraz lista wystgpien konferencyjnych.

W pierwszym — jednostronicowym — rozdziale (Introduction) Autor przedstawit krétkie
wprowadzenie do optycznych metod detekcji bezznacznikowych, ktére szczegétowo omawia
w pierwszym podrozdziale rozdziatu drugiego, nazwanego Literature review. Po kolei
omawiane sg nastepujace metody: i) wykorzystujacg zjawisko powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (SPR), ii) elipsometrie, iii) interferencyjng spektroskopie odbiciowg
(reflectometric interference spectroscopy — RIfS), iv) interferometrie biowarstw (biolayer
interferometry — BLI) oraz v) metode wykorzystujgcg mody galerii szeptdw (whispering gallery
modes — WGMs). W kazdym z podrozdziatdbw omodwione zostaty fizyczne podstawy
wykorzystywanych zjawisk oraz krétko zastosowania i ograniczenia, przy czym podrozdziat
2.1.5, z oczywistych wzgleddw jest najobszerniejszy. Oprécz opisu zjawiska rezonansu WGM
zawiera kroétki rys historyczny oraz poréwnanie rezonatorow WGM o wysokiej i niskiej
wartosci wspotczynnika dobroci Q, z uwzglednieniem technik wprowadzania fali Swietlnej do
rezonatora.

W drugiej czesci rozdziatu drugiego Doktorant opisat technike wytwarzania cienkich
pokry¢ metodg , warstwa po warstwie” (layer-by-layer — LbL), bedgcg powszechng technika
wykorzystywang do funkcjonalizacji powierzchni biosensoréw WGM. W opisie zwrdcit
szczegblng uwage na dobdr polielektrolitdw oraz wielofunkcyjne wtasciwosci filméw LbL.

Rozdziat trzeci, zatytutowany Materials and Methods, zgodnie z nazwg przedstawia opis
uzytych materiatéw, przygotowania prdébek oraz zastosowanych metod analitycznych.
W pierwszych podrozdziatach Doktorant opisat materiaty i odczynniki chemiczne uzyte
w eksperymentach, nastepnie metody syntezy polielektrolitow znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi oraz biotyng oraz procedury modifikacji powierzchnii biosensoréw Low-Q
WGM. W ostatnim podrozdziale przedstawione zostaly metody i aparatura pomiarowa
wykorzystana w pracy doktorskiej; wsréd nich: spektrometr UV-Vis, spektrofluorymetr,
konfokalny laserowy mikroskop skaningowy (CLSM), uktad dyskowej wiréwki CPS do analizy
rozmiaréw czastek, uktad WhisperSense, mikrowaga kwarcowa (QCM), uktad pomiarowy
rezonansu plazmondw powierzchniowych (SPR) oraz test HABA.

Rozdziat czwarty (Results and Discussion), przedstawiajgcy wyniki przeprowadzonych
badan wraz z ich dyskusjg, jest najobszerniejszym z rozdziatdw rozprawy. Podzielony zostat na

dwie czesci. W pierwszym podrozdziale Autor opisuje wptyw szesciu parametréw i czynnikéw



zwigzanych z wytwarzaniem mikrosensoréw WGM na ich czuto$¢ i wydajnos¢. Pierwszg
analizowang cechg byt rodzaj materiatu rezonatoréw, w szczegdlnosci charakteryzowany
przez wspoétczynnik zatamania sSwiatta. Zbadane zostaty mikroczgstki wykonane z pieciu
rodzajéw materiatu: polistyrenu (PS), melamino-formaldehydu (MF), polimetakrylanu metylu
(PMMA), szkta borokrzemowego (BG) i krzemionki (SiO;). Ponadto okreslany byt wptyw
wielkosci i chropowatosci powierzchni czastek, typ zastosowanej polimeryzacji, rodzaj
i rozmieszczenie barwnika oraz liczba naniesionych warstw polielektrolitu. Znaczna czes¢
przedstawionych wynikéw zostata opublikowana w artykule naukowym (Olszyna et al.
Advanced Functional Materials 2018). Na koricu podrozdziatu Autor zamiescit podsumowanie
tej czesci wynikéw i ich dyskusji, co utatwia czytelnikowi sledzenie na biezgco najwazniejszych
osiggnied¢ rozprawy.

W drugiej czesci rozdziatu czwartego Autor przedstawit praktyczne zastosowanie
fluorescencyjnych mikrorezonatoréw Low-Q WGM w analizie bezznacznikowej. W pierwszej
sekcji badana byfa niespecyficzna adsorpcja polielektrolitdbw na powierzchnii
mikrorezonatoréw WGM dla dwdch rodzajéw oddziatywan wykorzystywanych przy osadzaniu
warstw: oddziatywan elektrostatycznych (kombinacje PAH/PSS i PDADMAC/PSS) oraz wigzan
wodorowych (PVP/PMAA). Nastepnie wyznaczona zostata czuto$¢ sensorow na niewielkie
zmiany wspétczynnika zatamania $wiatta w otaczajgcym roztworze, ktérej wartosé okreslono
jako 2 x 104, W kolejnej sekcji Doktorant dokonat analizy poréwnawczej metody WGM z QCM
i SPR badajac niespecyficzne wigzania biatka lizozym o réznym stezeniu. Nastepnie badat
oddziatywania specyficzne receptor-ligand na przyktadzie jednych z najsilniejszych tego typu
odziatywan, a mianowicie wigzania streptawidyna-biotyna, okreslajgc m.in. wptyw liczby
czgsteczek biotyny oraz zastosowanych polielektrolitéw na ilos¢ wigzanej streptawidyny.
Ostatnim testem byto wykrywanie zanieczyszczen wody wywotanych rozpuszczalnikami
organicznymi takimi jak THF, toluen i aceton. Réwniez na korncu tego podrozdziatu Autor
zamiescit podsumowujaca dyskusje.

Rozdziat piaty, Conclusions, stanowi koncowe podsumowanie wynikdéw badan w formie
wypunktowanych wnioskéw. Pozwole sobie przytoczy¢ w skréconej formie kilka — w mojej
ocenie — najistotniejszych i najciekawszych, dodajgc swoje komentarze. Otdz, najlepszym
rodzajem materiatu do produkcji mikrorezonatoréw Low-Q WGM — nalezy dodaé z pieciu
przebadanych przez Doktoranta (!) — jest polistyren (PS). Mikroczastki PS majg kulisty ksztatt,

gtadkg powierzchnie oraz wysoki wspotczynnik zatamania swiatta. Optymalna srednica



mikrorezonatoréw PS zawiera sie w przedziale 8,5-11 um. W tym zakresie mikrorezonatory
charakteryzujg sie najwyzszg intensywnoscig sygnatu oraz najmniejszg szerokoscig potéwkowa
moddéw rezonansowych. Nie wystepujg tez dodatkowe piki interferencyjne utrudniajgce
analize widma rezonansu WGM.

Ciekawym, zaréwno pod wzgledem badawczym, jak i naukowym, jest wniosek dotyczgcy
immobilizacji barwnika fluorescencyjnego na powierzchni mikrorezonatéw PS. Autor wykazat,
ze osadzajgc kumaryne 343 z wykorzystaniem techniki LbL na powierzchni sfer, mozna
znaczgco zmniejszy¢ wielkos$é tta fluorescencji, zachowujac przy tym maty szerokosc
spektralng moddéw rezonansowych, w poréwnaniu do mikrorezonatéw z inkorporowanym
barwnikiem do wnetrza sfery.

Innym istotnym wnioskiem jest zaobserwowana bardzo niskg czuto$¢ na zmiany
temperatury w poréwnaniu do innych bezznacznikowych czujnikdw optycznych
wykorzystujgcych zjawisko SPR lub elipsometrie. Zaobserwowane przez Autora przesuniecie
widmowe rezonansu WGM miesci sie w zakresie 0,004—0,007 nm/°C.

Kolejne wnioski konncowe dotyczg przeprowadzonych testéw aplikacyjnych biosensoréow
WGM. W detekcji niespecyficznej adsorpcji biatka lizozym biosensory WGM doréwnywaty
czutoscig biosensorom QCM, jednak charakteryzowaty sie wolniejszg kinetyka reakcji wigzania
lizozymu, co Autor ttumaczy ograniczeniami ukfadu mikroprzeptywowego. Rowniez duzg
czutos¢ mikrorezonatory WGM wykazaty w detekcji wigzan specyficznych receptor-ligand,
a konkretnie streptawidyna-biotyna. Granica wykrywalnosci dla streptawidyny zostata
okreslona na ok. 0,2 nM, co jest wynikiem poréwnywalnym z metodg SPR. Ponadto, Autor
pokazat, ze mikrorezonatory WGM mogg by¢ stosowane w analizie zanieczyszczen wody
rozpuszczalnikami organicznymi takimi jak aceton, toluen czy tetrahydrofuran.

Ogédlnie rozprawa sprawia pozytywne wrazenie, zaréwno pod wzgledem merytorycznym,
jak i redakcyjnym. Struktura pracy jest przejrzysta, a podziat na rozdziaty generalnie logiczny,
choé czasami brakuje konsekwencji w nazewnictwie, o czym w uwagach szczegétowych. Praca
jest poprawna metodycznie, nie znalaztem btedéw w interpretacji wynikdw. Rozprawe czyta
sie ptynnie, dyskusja prowadzona jest logicznie, a wyciggane wnioski majg oparcie
w otrzymanych wynikach. Pod wzgledem jezykowym jest poprawna (z matymi usterkami,
oczym wspomne w uwagach szczegétowych), rédwniez pod wzgledem redakcyjnym
z wyjatkiem technicznego przygotowanie schematéw i wykreséw. Na wielu z nich czcionka jest

zdecydowanie zbyt mata, czesto na granicy mozliwosci odczytania (np. Rys. 5, 6 i wiele innych).



Na wielu obrazach, szczegélnie CLSM, brakuje skali lub jest nie do odczytania (np. rys. 33, 41,
55), co utrudnia ocene wielkosci czastek. Bibliografia jest bogata, odpowiednio dobrana
i aktualna. Brakuje jedynie tytutdw w danych bibliograficznych cytowanych artykutéw, co
ufatwitoby czytelnikowi okresli¢ kontekst cytowanej publikacji.

Znalazto sie w pracy kilka uchybien i niejasnosci, odnosnie ktérych swoje uwagi i pytania

przedstawie ponizej w dwdch grupach.

Szczegotowe komentarze i pytania dotyczgce strony merytorycznej pracy

1. W pracy zabrakto mi jasnego uzasadnienia, czym kierowat sie Autor wybierajgc do badan
materiaty do utworzenia mikrorezonatoréw. Czy oprdcz przebadanych pieciu rodzajéw
materiatu (PS, MF, PMMA, BG i SiO) byly brane pod uwage — a moze nawet badane —
réwniez inne, np. o jeszcze wyzszym wspotczynniku zatamania swiatta?

2. Bardzo interesujgcym wynikiem pracy jest wykazanie, ze czasteczki barwnika nie musza
by¢ wprowadzane do wnetrza mikroczastek, by uzyskaé silny sygnat WGM.
W przypadku pokrycia barwnikiem powierzchni mikrosfer, stosujgc metode , warstwa po
warstwie” (LbL), otrzymany sygnat jest nawet wyzszej jakosci. Autor wyjasnia uzyskanie
efektu WGM mechanizmem tunelowania fotondéw ze wzbudzonych czasteczek barwnika
do wnetrza mikrosfer. Gdyby byt to jedyny mechanizm, to wtedy intensywno$é sygnatu
WGM mierzona dla coraz grubszych powtok powinna stosunkowo szybko, juz po kilku
warstwach, wykazywac coraz mniejsze przyrosty wartosci, ze wzgledu na wyktadniczy
spadek prawdopodobienstwa tunelowania z odlegtoscig od powierzchni sfery (podobnie
szybko zanikajg wektory E i M bliskiego pola). Jednak nie jest to obserwowane
w eksperymencie. Na rys. 43 b) widoczny jest liniowy wzrost intensywnosci sygnatu z liczba
warstw. W jaki sposéb mozna to pogodzi¢? Czy wspdtczynnik zatamania Swiatta dla warstw
PE z barwnikiem moze by¢ znaczgco wyzszy niz dla czystych warstw PE? Na ile mozna
oszacowac grubosc¢ tych warstw w jednostkach metrycznych?

3. W nawigzaniu do powyzszego punktu, mam pytanie ogdlniejsze, dotyczace przenoszenia
pojec ze skali makro, czy nawet mikro, do skali nanometrowej, a nawet molekularnej? Czy
powszechna definicja wspdtczynnika zatamania swiatfa nie ,,zatamuje sie” w skali warstw
molekularnych znacznie cieriszych od dtugosci fali Swiatta?

4. Wysuniety wniosek dotyczgcy optymalnej liczby warstw osadzonych na sferach WGM nie

do konca zgodny jest z danymi na wykresach (rys. 43). Otéz, Autor podaje, ze jakosc¢



sygnatu WGM dla metody ,, warstwa po warstwie” (LbL) jest poréwnywalna z tg dla metody
domieszkowania barwnika tylko dla liczby warstw mniejszej niz 3 podwdjne warstwy (6L).
Jednak z wykresu wynika, ze poréwnywalna jest dla 4 i 5 podwdjnych warstw (8L i 10L)
i dopiero dla 6 (12L) jest gorsza (wzrost ,mode bandwidth”). Ponadto stosunek
intensywnosci sygnatu do tta wzrasta znaczgco od 4 podwadjnych warstw (8L) (rys. 43 b).

5. Dlaczego tak dziwny ksztatt jak gwiazdka (rys. 26) brany byt pod uwage w czipie
mikroprzeptywowym dla sensoréw WGM?

6. Prosze sprawdzi¢, czy odwotania do wzoréw w sekcji ,Calculations” na stronie 61 s3
poprawne.

7. Zopisu wynika, ze wielkosci ,mode shift” i AN na rys. 51 a) i b) s tozsame. Dlaczego zatem
ich rézny zapis?

8. Dlaczego wptyw pH polielektrolitdw na intensywnos$¢ oddziatywan niespecyficznych
badany byt akurat dla zakresu 4,6-5,6 (tabela 9)? Czy brano pod uwage wptyw pH na
strukture streptawidyny? Struktury drugo- i trzeciorzedowe biatek sg wrazliwe na pH
otoczenia.

9. Czy w eksperymentach detekcji niewielkich ilosci THF i acetonu w wodzie, udato sie
zaobserwowa¢ powrdt sygnatu WGM do stanu poczatkowego po ptukaniu wodag
destylowang (rys. 59)? Czy jednak sensory pozostajg zanieczyszczone, szczegdlnie

w przypadku THF?

Szczegotowe komentarze i uwagi dotyczace strony jezykowej i redakcyjnej pracy

1. Paradoksalnie, w pracy napisanej w jezyku angielskim, najbardziej rzucajgcy sie w oczy btad
(ortograficzny!) dotyczy polskiego stowa — choé obcego pochodzenia — ,biomolekét”,
powtdrzonego kilkukrotnie w streszczeniu.

2. Brakuje konsekwencji w nazwach rozdziatdw, np. jest , Effect of the polymerization
method”, ,,Selection of resonator size”, a potem ,Fluorescent dye”, ktory to tytut za duzo
nie mowi, choé¢ dotyczy — podobnie jak poprzednie podrozdziaty — selekcji, w tym
przypadku — barwnika (jednego z o$miu). Dlatego lepszym tytutem, moim zdaniem, bytby
»Selection of fluorescent dye”.

3. Powinno by¢ ,eksponencjalny (lub wyktadniczy) wzrost” zamiast ,,ekspotencjalny wzrost”.
Na pocieszenie dodam, ze jest to czesto spotykany btagd, nawet w pracach doktorskich. Po

angielsku Autor zapisat poprawnie.



4. Ustalony polski termin to ,catkowite wewnetrzne odbicie”, a nie ,totalne wewnetrzne
odbicie”.

5. W kilku miejscach pojawia sie ,, adsorption” zamiast ,,absorption” (s. 30, 77, 116). Traktuje
to jako literowke, gdyz w zdecydowane]j wiekszosci przypadkdéw termin ,,adsorption” jest
uzyty wiasciwie.

6. Logarytm wspdtczynnika podziatu powinien by¢ zapisany jako log Pow, a nie logpow (s. 112).

7. W kilku pozycjach bibliografii nie zostaty podane strony artykutéw, np. w 1, 2, 4, 6, 225.
Dobrym zwyczajem jest réwniez podawanie daty dostepu dla cytowanych stron
internetowych (gdy nie ma innego zrédta). Strony www podlegajg co jaki$ czas zmianom
adresow, ale sg archiwizowane i uwzgledniajgc date mozna odnalez¢ cytowang strone.

8. Zdarzyty sie tez drobne btedy gramatyczne i niezrecznosci stylistyczne; na przyktad
w zdaniu ,This remarkable facility their adsorption on the hydrophobic surface of
polystyrene forms a stable basis for subsequent layers.” Nie wptywajg one jednak na

poprawne zrozumienie tresci.

Podsumowanie

Przytoczone uchybienia oraz niescistosci, nie umniejszajg znaczgco wartosci rozprawy,
ktdérg oceniam wysoko, jako rzetelnie wykonang, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak
i redakcyjnym. Doktorant zaplanowat i wykonat zadania badawcze prowadzgce do realizacji
postawionego celu, ktéorym byto opracowanie wysoce czutych biosensoréw Low-Q WGM
zdolnych do detekcji réznorodnych czgsteczek, w tym biomolekut. Uzyskat szereg cennych
wynikéw pomiarowych, wskazujgcych na wysokie umiejetnosci eksperymentatorskie, zas ich
interpretacja Swiadczy o dojrzatosci naukowej Autora. Rozprawa doktorska prezentuje wiedze
teoretyczng kandydata z zakresu nauk fizycznych, a takze mikro- i nanoinzynierii.

Biorgc pod uwage powyzszg ocene, stwierdzam, ze rozprawa spetnia wymogi stawiane
pracom doktorskim przez Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018
roku i wnosze o dopuszczenie pana mgr. Mateusza Olszyne do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego, w tym publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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