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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Olszyna

pt. ,Development and application of fluorescent microsensors for new label-free detection
method based on Low-Q Whispering Gallery Modes”

wykonanej w Centrum NanoBioMedycznym Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
pod kierunkiem dr hab. Macieja Wiesnera, Prof. UAM oraz Kopromotora dr hab. Larsa Dahne

W ostatnich latach nasilito sie poszukiwanie innowacyjnych tzw. technologii detekcji
bezznacznikowych o zastosowaniu w zakresie technik diagnostycznych. Wsrdd nich obiecujgca
technologig okazaty sie bioczujniki wykorzystujgce zjawisko rezonansu optycznego Whispering
Gallery Mode (WGM) ze wzgledu na ich wyjatkowg czuto$¢. Termin whispering gallery mode
(WGM) zostat po raz pierwszy wprowadzony w celu opisania krzywoliniowe] propagacji fal
dzwiekowych. Koncepcja fizyczna zostata obecnie uogdlniona na fale Swietlne, ktdére sg stale
odbijane wzdtuz zamknietej wklestej powierzchni wneki optycznej, takiej jak szklana mikrosfera.
Okragta Sciezka wewnetrznie odbitego $swiatta powoduje konstruktywng interferencje i rezonans
optyczny, rezonans zalezny od morfologii, ktéry jest odpowiedni do wykrywania
interferometrycznego. Rezonatory WGM to miniaturowe mikrointerferometry, ktére wykorzystuja
wielokrotne przejscia Swiatfa przez wneke do bardzo czutych pomiaréw w mikroskali i nanoskali, w
tym pomiaréw pojedynczych czgsteczek a nawet jondw. Zastosowania tego zjawiska obejmujg na
przyktad wykrywanie in vivo pojedynczych czasteczek biatek czy na przyktad monitorowania
dynamiki konformacyjnej biatek. Zastosowanie tego zjawiska posiada przewage nad innymi
technikami z uwagi na brak koniecznosci znakowania badanych czasteczek lub obserwacja zmian w
niedostepnych dla innych technik skalach czasowych. Integracja mikrorezonatoréw WGM z
fluorescencjg to ulepszona technologia stanowigca nowatorskie podejscie do wykrywania analitu,
wykorzystujgca nieodtgczne zalety obu technik. Czgsteczki fluorescencyjne, w potfaczeniu z
mikrorezonatorami, wykazujg ulepszone wtasciwosci emisji, umozliwiajgc bardzo czute
wykrywanie niewielkich stezen analitu i przy niewielkich rozmiarach mikrorezonatora WGM. To
synergiczne potgczenie otwiera droge do réznorodnych zastosowan, od diagnostyki biomedycznej
po monitorowanie zjawisk zachodzgcych we wnetrzu komérki. To wtasnie zjawisko postanowit
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wykorzysta¢ mgr Mateusz Olszyna do zbudowania zaawansowanych optycznych bioczujnikéw
bezznacznikowych do detekcji biomarkeréw stosowanych w diagnostyce medyczne;.

Recenzowana rozprawa doktorska posiada ukfad typowy dla prac eksperymentalnych z
zakresu nauk Scistych i przyrodniczych. Catos¢ rozprawy obejmuje 129 stron maszynopisu i
podzielona jest na 6 gtéwnych rozdziatéw (tj. wstep, przeglad literaturowy, materiaty i metody,
wyniki i dyskusje, wnioski oraz bibliografia). Rozdziaty te poprzedza wykaz skrétéw i oznaczen
stosowanych w pracy oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim, natomiast na konicu pracy
znajduje sie CV Doktoranta oraz lista jego publikacji i wystgpien konferencyjnych. W pracy
umieszczono kilkanascie tabel, kolorowych rysunkéw, wzoréw, wykreséw oraz zdjeé, ktére
znacznie utatwity zrozumienie przedstawionych wynikéw. Spis piSmiennictwa obejmuje 225 pozycji
a zdecydowana wiekszos¢ z nich to odniesienia do publikacji z XXI wieku, co $wiadczy o tym, ze
podjety przez Doktoranta temat pracy doktorskiej jest nowatorski oraz cieszy sie bardzo duzym
zainteresowaniem. Praca doktorska napisana jest w jezyku angielskim, w sposéb poprawny i
przystepny. Pod wzgledem edycyjnym praca doktorska zostata przygotowana bardzo starannie. W
pracy znalaztam jedynie drobne niedociggniecia edycyjne, ale nie miaty one wptywu na petne
zrozumienie tresci rozprawy.

Szczegdlng uwage nalezy zwrdéci¢ na podziekowania, kierowane do wspoétpracownikéw i
rodziny. Ich tre$¢ sugeruje, ze Doktorant wykonywat cze$¢ swoich prac poza granicami Polski, a
konkretnie w firmie Surfflay Nanotec GmbH. Nazwa tej firmy pojawia sie kilkakrotnie w dysertacji,
co Swiadczy o jej istotnej roli w procesie realizacji pracy doktorskiej Kandydata.

Rozdziat pierwszy, zatytutowany ,Wstep” to jednostronicowe opis pokazujgcy zalety i
wyzszos¢ metody WGM nad innymi optycznymi metodami bezznacznikowymi. W mojej ocenie w
rozdziale tym Doktorant uzasadnit zasadnos¢ stosowania metody WGM w swoich badaniach.

W rozdziale drugim pt. ,Przeglad literaturowy”, mgr Olszyna szczegdtowo opisat zasady
dziatania diagnostycznych metod bezznacznikowych wykorzystujgcych zjawiska optyczne tj.:
powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR), Elipsometria, interferometria biowarstw (BLI) oraz
spektroskopia interferencji reflektometrycznej (RIfS). Cho¢ metody te sg powszechnie znane i
stosowane od wielu lat, to chciatabym wyrazi¢ uznanie dla opisu tych metod, poniewaz pokazuje
on petne zrozumienie zjawisk optycznych zachodzgcych w réznych rozwigzaniach diagnostycznych.
W kolejnej sekcji tego rozdziatu Doktorant oméwit podstawowe aspekty fizyczne zjawiska
rezonansu WGM, jego historyczne tto oraz poréwnanie rezonatorow WGM charakteryzujgcych sie
wysoka i niskg jakoscig wspodtczynnika Q, szczegdlnie skupiajgc sie na metodach wprowadzania
Swiatta do wewnatrz rezonatora. Bardzo interesujgcym jest fakt, ze pierwotnie Mody Galerii
Szeptéw zostaty zauwazone i opisane w kontekscie fal dzwiekowych. Pojawienie sie tych fal w
obiektach o ksztatcie sferycznym i ich prowadzenie przez zakrzywione powierzchnie $cian takiego
obiektu byto znane juz od drugiej potowy XIX wieku. W 1910 roku Lord Rayleigh przedstawit
pierwsze znane opisy tego zjawiska pod koputg katedry $w. Pawta w Londynie. Pokazat, ze fala
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dZzwiekowa prowadzona wzdtuz Sciany takiego budynku moze byé opisana za pomoca funkgcji
Bessela. Kiedy dZzwiek pokonuje droge wokdt budynku, moze to prowadzi¢ do konstruktywnej
interferencji, co sprawia, ze szept staje sie dobrze styszalny nawet na duzej odlegtosci, siegajgcej
kilkudziesieciu metréw. Jednym z przyktadéw takiego miejsca w Polsce, ktore miatam okazje
odwiedzi¢, jest Lublin. Tam znajduje sie tzw. "Pokdj Szeptow", gdzie wykorzystano specjalng
akustyke i konstrukcje sufitu, aby umozliwi¢ przekazywanie dZzwieku na znaczng odlegtos¢ przy
minimalnym natezeniu gtosu. Doswiadczenie to jest niesamowite! Podobno takie pokoje byty
budowane dla spowiednikdw w czasie epidemii, aby osoba spowiadajgca sie i spowiadana mogty
komunikowac sie bez bezposredniego kontaktu. Przenoszac to zjawisko na mikroskale i na fale
elektromagnetyczne, to okazuje sie ze wzmocnienie fali jest nadzwyczajnie duze. W trzeciej czesci
rozdziatu ,Przeglad literaturowy” stanowi opis metody warstwowych pokryé powierzchni
polielektrolitami (LbL). Metoda ta polega na naktadaniu kolejnych warstw polimerowych na
powierzchnie poprzez naprzemienny proces adsorpcji polielektrolitéw z roztworéw wodnych.
Proces ten polega na zmianie tadunku powierzchni poprzez absorpcje warstw polielektrolitéw o
przeciwnych tadunkach elektrycznych, co prowadzi do utworzenia cienkiej warstwy polimerowe;j.
Dzieki tej metodzie mozna kontrolowaé wtasciwosci powierzchni, takie jak hydrofobowosc,
przewodnos¢ elektryczna czy zdolnos¢ do adsorpcji substancji chemicznych. Doktorant
wykorzystywat tg metode podczas konstrukcji swoich mikroczujnikéw WGM. Nalezy podkresli¢, ze
materiat zawarty we wstepie teoretycznym jest poparty bogatg literaturg naukowg (182 odnosniki
literaturowe) oraz liczne schematy i rysunki. Pokazuje réwniez doskonate przygotowanie
teoretyczne Doktoranta w zakresie réznych, bezznacznikowych technik diagnostycznych.

Celem badawczym recenzowanej pracy byto opracowanie i charakterystyka
mikroczujnikow WGM o niskim wspoétczynniku Q (low-Q WMG), ktére moga by¢ skutecznie
wykorzystane w bezznacznikowej detekcji wybranych biomolekut. Sformutowany cel pracy
doktorskiej znalaztam dopiero w ostatnim rozdziale pracy doktorskiej pt.: , Wnioski”. Celem pracy
doktorskiej byto zbadanie wptywu réznych parametréw (takich jak rodzaj materiatu rezonatora,
typ polimeryzacji, rozmiar rezonatora, rodzaj i rozktad znacznika fluorescencyjnego oraz technika
funkcjonalizacji powierzchni) na jakos¢ sygnatu WGM oraz wydajnos¢ detekcji. Autor skupit sie na
detekcji biatek za pomocg uktadu biotyna-streptawidyna.

Nastepny rozdziat pracy doktorskiej, zatytutowany ,Materiaty i metody”, zostat przez
Doktoranta podzielony na dwa gtéwne podrozdziaty. W pierwszym z nich wymienit i opisat
zastosowane przez siebie materiaty. Nalezy nadmienié, ze czes¢ polielektrolitow znakowanych
fluoroforami Doktorant otrzymat samodzielnie, stosujgc standardowe metody chemii organiczne;.
Polikation C343-PAH zostat wyznakowany kumaryng 343, polikation Rho-PAH zostat wyznakowany
rodaming a polianion PMAA-biotin zostat wyznakowany biotyng. Czy dla otrzymanych polimeréw
wykonane zostaty widma IR lub NMR przed i po modyfikacji? Czy sprawdzano stopien osadzenia
barwnikédw na polimerze za pomocg metod analitycznych (np. hydroliza i analiza produktéw
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hydrolizy)? W drugim podrozdziale mgr Olszyna opisat wszystkie stosowane przez siebie metody
fizykochemiczne wraz z krétkim opisem metody oraz podajgc szczegdty pomiarowe i nazwy
aparatéw. Nalezaty do nich nastepujgce metody: (i) spektroskopia UV-Vis; (ii) spektroskopia
fluorescencyjna; (iii) mikroskopia skaningowa z uzyciem lasera konfokalnego; (iv) metoda
centryfugacji dyskowej; (v) rezonans optyczny Whispering Gallery Mode wraz ze szczegétowym
opisem budowy i dziatania aparatu oraz chipéw mikrofluidycznych stuzgcych do przechowywania i
kontrolowania pozycji mikroczujnikébw WGM podczas pomiaru; (vi) mikrowaga kwarcowa; (vii)
powierzchniowy rezonans plazmonowy; (viii) test HABA. Zabrakto jedynie informacji o technikach
AFM i SEM, ktére byty stosowane w trakcie badan.

W kolejnym podrozdziale zatytutowanym , Wyniki i dyskusja” Doktorant przedstawit wyniki
badan w dwdéch gtéwnych podrozdziatach. Pierwszy podrozdziat koncentrowat sie na analizie, jak
poszczegblne wiasciwosci nowo zsyntetyzowanych czujnikédw o niskim Q wptywajg na jakos¢,
czutos¢ i efektywnos¢ sygnatu WGM. Na poczatku Doktorant badat wptyw rodzaju materiatu z
ktérego wykonane byty rezonatory. Do tego celu Kandydat przetestowat nastepujgce materiaty:
polistyren (PS), melamina-formaldehyd (MF), polimetakrylan metylu (PMMA), szkto
borokrzemowe (BG) oraz krzemionke (SiO2). Najlepszym materiatem okazat sie polistyren, gdyz
charakteryzowat sie wysoka intensywnoscia oraz jakoscig sygnatu WGM oraz wysokim
wspotczynnikiem zatamania Swiatta. Zdjecia AFM i SEM mikrokulek polistyrenowych pokazaty
rowniez, ze posiadajg one idealng kulisto$¢ oraz gtadkos¢. Kolejnym parametrem ktéry badat
Doktorant byt wptyw sposobu polimeryzacji na jakos¢ sygnatu WGM. Doktorant testowat metody
polimeryzacji dyspersyjnej, polimeryzacji speczniania oraz polimeryzacji emulsyjnej. Najlepsza
metody okazata sie technika polimeryzacji speczniania, ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania
mikrokulek o kontrolowanej wielkosci. Kolejnym parametrem ktéry byt badany przez Doktoranta
to wielkos¢ mikrorezonatorow WGM. Okazato sie, ze ten parametr jest rowniez wazny, gdyz
$rednica wynoszaca powyzej 11 pm powoduje pojawienie sie dodatkowych pikow
interferencyjnych. Ostatnim czynnikiem ktéry mdgt mieé znaczenie dla jakosci sygnatu WGM to
rodzaj fluorofora oraz jego dystrybucja wewnatrz struktury rezonatora. Pan Olszyna zbadat osiem
réznych fluoroforéw z tym, ze dwa z nich (nierozpuszczalne w wodzie) zostaty zainkorporowane do
mikrokulek PS, za$ pozostate (rozpuszczalne w wodzie) do mikrokulek zbudowanych z MF. Badania
te pokazaty, ze najlepszym fluoroforem jest Kumaryna 6, gdyz najlepiej zwieksza czuto$¢ detekcji
sygnatu. W przypadku zastosowania powierzchniowego powlekania mikrokulek technikg LbL,
polielektrolitem z przytgczonym fluoroforem okazato sie, ze Kumaryna 343 pozwala na
zmniejszenie wielkosci sygnatu tfa fluorescencji. Kolejnym czynnikiem ktéry postanowit zbadac
Doktorant to wptyw ilosci warstw polielektrolitéw, znajdujgcych sie na powierzchni
mikrorezonatoréw Low-Q WGM, na jakos¢ sygnatu WGM. Doktorant pokazat, ze istnieje zalezno$é
pomiedzy iloscia warstw LbL a intensywnoscia i jakoscig sygnatu WGM. Czy warstwy
polielektrolitowe wiasciwie przylegaty (adhezja) do mikrokulek PS? Czy w jakis sposéb byto to
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sprawdzane? Dodatkowo pokazat, pozytywng zaleznos¢ pomiedzy grubosciag warstwy LbL a
stezeniem soli w roztworze polielektrolitu. Na zakonczenie podrozdziatu pierwszego zbadat wptyw
temperatury na czuto$¢ pomiaru WGM. Okazato sie, ze w przeciwienstwie do innych metod
optycznych, mikrorezonatory Low-Q WGM charakteryzujg sie bardzo niskg czutoscig na zmiany
temperatury. Wiadomo jednak, ze niektére polimery mogg byé mniej stabilne termicznie lub
chemicznie, co moze prowadzi¢ do degradacji mikrorezonatoréw pod wptywem warunkow pracy.
Czy Doktorant zaobserwowat jakiekolwiek stopnien degradacji polistyrenu? W jaki sposéb podczas
pomiaréw zapewniono brak wibracji, co moze mie¢ duze znaczenie dla pomiaru rezonansu WGM?
Wyniki badan, przedstawione w pierwszej czesci rozdziatu "Wyniki i dyskusja", zostaty opisane w
artykule i opublikowane w czasopismie Adv. Func. Mater., ktérego pierwszym autorem jest mgr
Mateusz Olszyna. Swiadczy to o jego duzym udziale w badaniach oraz istotnym wktadzie w
przygotowanie manuskryptu. Wyniki przeszty juz proces recenzji w czasopi$mie co wytraca
recenzentowi ,pytania”. Mam jedno tylko pytanie: Dlaczego w powyzej opisanych badaniach
optymalizacyjnych nie zawsze badane byly wszystkie materiaty z ktérych wykonane byty
rezonatory?

W drugiej czesci rozdziatu ,Wyniki i dyskusja”, Doktorant opisat praktyczne zastosowanie
wybranych fluorescencyjnych mikrorezonatoréw Low-Q-WGM do identyfikacji bezznacznikowej.
Do tego celu Doktorant przygotowat i w petni scharakteryzowat mikrorezonatory pokryte piecioma
warstwami polielektrolitow. W dalszej czesci pracy doktorskiej mgr Olszyna zbadat niespecyficzne
oddziatywania lizozymu (wypadkowy tadunek ujemny) z poliektrolitem (dodatnio natadowany)
metodami WGM, SPR i QCM. Najbardziej czutymi metodami okazaty sie mikrorezonatory WGM
oraz QCM. Wada pomiarow WGM okazata sie bardzo wolna kinetyka wigzania lizozymu, co w
opinii Doktoranta byto spowodowane ograniczeniami uktadu mikroprzeptywowego (wolniejsza
dyfuzja). Czy w opinii Doktoranta metoda pomiaru WGM nadaje sie do badania oddziatywan
niespecyficznych? W tym miejscu prosze réwniez Doktoranta o wyjasnienie, dlaczego nalezy
uzywac¢ mikrofluidycznych chipéw do przechowywania mikrorezonatoréw WGM? Nastepnym
zadaniem podjetym przez Doktoranta byto zbadanie niezwykle silnych oddziatywan specyficznych
dla uktadu, w ktédrym na powierzchni mikrorezonatora Low-Q WGM znajdowata sie warstwa
ppolielektrolitu modyfikowanego biotyng (PAH-biotyna lub PMAA-biotyna). Doktorant badat
najpierw oddziatywania biotyna-streptawidyna a nastepnie streptawidyna-przeciwciato. Doktorant
pokazat, ze metoda WGM daje porownywalne wyniki do techniki SPR | QCM i poréwnywalnej
granicy wykrywalnosci wynoszacy 0,2 nM. Jestem pod duzym wrazeniem doskonatych wynikéw
uzyskanych przez Doktoranta. Jestem rowniez ciekawa, czy dla uktadéw o wyzszej wartosci KD (np.
na poziomie mikromoli na litr) mozina uzyska¢ rownie eleganckie i powtarzalne wyniki,
wykorzystujgc metode WGM. Czy Doktorant testowat takie ukfady? Ostatnim przyktadem
praktycznego zastosowania mirorezonatoréw WGM byty badania nad analizg czystosci wody. Mgr
Olszyna udowodnit, ze mikrorezonatory WGM mogg byé rowniez skutecznie stosowane do analizy
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zanieczyszczen wody rozpuszczalnikami organicznymi. Czy podczas tego typu analiz (np. badania
Srodowiskowe lub zywnosciowe) istnieje ryzyko, ze mikrorezonatory WGM ulegng znieksztatceniu
lub rozktadowi?

Lektura rozdziatu ,Wyniki i dyskusja” pokazuje bardzo duzg dojrzatos¢ naukowa
Doktoranta, gdyz wszystkie uzyskane wyniki zostaty gruntownie przedyskutowane w S$wietle
opublikowanych wczesniej badan literaturowych. Szczegdlnie podobajg mi sie  badania
praktycznego wykorzystania mikrorezonatorow WGM do monitorowania oddziatywan
miedzyczgsteczkowych w czasie rzeczywistym. Ostatni rozdziat pracy doktorskiej, zatytutowany
»Whnioski” zawiera kroétkie zestawienie uzyskanych wynikéw pracy doktorskiej.

Na zakonczenie recenzji warto podkreslic, ze p. Mateusz Olszyna jest wspdtautorem
czterech publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR. Jedna z tych publikacji to materiat
opisany w pracy doktorskiej (Adv. Func. Mater., 2018). Doktorant brat takze aktywny udziat w
prezentowaniu wynikdw naukowych w formie doniesied podczas osmiu konferencji a takze
uczestniczyt w realizacji swoich badan we wspoétpracy z firmg zagraniczna.

Uwazam, ze tematyka pracy doktorskiej jest bardzo interesujgca i niezwykle potrzebna w
Swietle poszukiwan czutych, tanich i bezznacznikowych technologii do badania oddziatywan
miedzyczasteczkowych. Cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a
wyniki doskonale przedyskutowane i zinterpretowane. Rozprawa doktorska magistra Mateusza
Olszyny zawiera bogaty, solidny i wartosciowy materiat doswiadczalny. Biorac pod uwage
powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe
kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pdzn. zm.). W tym
odniesieniu  wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Fizyczne Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Mateusza Olszyne do dalszych etapdéw postepowania
o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne.

Ponadto, majac na wzgledzie wktad pracy Doktoranta w uzyskanie nowych w skali Swiatowe;j
wynikéw badan, dotyczacych otrzymania i petnej charakterystyki nowych i skutecznych
mikrorezonatoréw Low-Q WGM do badania oddziatywan miedzyczgsteczkowych, zwracam sie do
Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy.
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