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Opiniowana praca doktorska pana magistra Pawla Szczypkowskiego zatytulowana
»Spatiotemporal Light Manipulation for Nonlinear Microscopy” zostata wykonana pod
promotorska opieka pana Profesora dr hab. Tadeusza Stacewicza oraz dr Radka tapkiewicza
na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Rozprawa doktorska ma form¢ monografii
zawierajacej streszczenie w jezyku polskim i angielskim, list¢ skrotéw, 6 rozdzialéw oraz
dodatki z doktadng charakteryzacja i praktycznymi wskazéwkami dotytczacymi zbudowanych
stanowisk pomiarowych. Dodatkowo w monografii znajdujg si¢: bibliografia, podzigkowania,
lista osiggnig¢ autora oraz deklaracja autorstwa. Pan Szczypkowski jest autorem lub
wspotautorem 5 manuskryptow, z ktérych trzy opublikowane sa w zrédtach open access (ArXiv
1 bioRxiv), jedna pierwszoautorska praca opublikowana jest w Biomedical Optics Express —
czasopi$mie o znaczacej renomie mi¢dzynarodowej i jeden artykul jest w przygotowaniu. Na
liscie umieszczono szczegdlowo wktad autora do wieloautorskich publikacji poprzez okreslenie
opisowe udziatu w podjetych pracach badawczych.

Rozprawa doktorska pana magistra Pawta Szczypkowskiego ma charakter eksperymentalny z
glownym skupieniem uwagi na metodach mikroskopii optycznej w warunkach obrazowania
przez osrodki silnie rozpraszajace. Zagadnienie to stanowi jedno z kluczowych wyzwan
wspotczesnej optyki fizycznej. W tkankach biologicznych wielokrotne rozpraszanie prowadzi
do zaniku sktadowej balistycznej, degradacji funkcji rozprzestrzeniania punktu (PSF) oraz
gwaltownego spadku stosunku sygnatu do szumu wraz z glebokoscig. Klasyczne podejscie
dyfrakcyjne przestaje by¢ adekwatne, a propagacja $wiatta ma charakter statystyczny.
Przelomem koncepcyjnym byty prace Allarda Moska i Ivo Vellekoopa, ktére wykazaty, ze
mimo pozornej losowosci pola za o$rodkiem rozpraszajagcym zachowuje deterministyczny
charakter i moze by¢ kontrolowane poprzez ksztattowanie frontu fali. Zastosowanie modulacji
fazowej (np. SLM) umozliwito ogniskowanie $wiatla za dyfuzorem oraz odzyskiwanie
informacji przestrzennej, inicjujagc dynamiczny rozwoj technik wavefront shaping i optyki
ztozonych osrodkow. Strategie wykorzystujace nieliniowo$¢ optyczng staty si¢ kluczowym
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narzgdziem selekcji sygnatu z glebi probki w warunkach rozpraszania. Mikroskopia
dwufotonowa umozliwia wzbudzenie fluorescencji wytacznie w ognisku, co istotnie redukuje
tto spoza plaszczyzny obrazowania i zwigksza gleboko$¢ penetracji. Jej rozwinigciem jest
temporal focusing, w ktorym kompresja impulsu femtosekundowego zachodzi tylko w zadanej
warstwie, zapewniajac osiowa selektywno$¢ przy szerokopolowym wzbudzeniu.
Uzupetnieniem tych podejs¢ sa techniki detekcyjne, takie jak Image Scanning Microscopy
(ISM), ktore poprzez analiz¢ przestrzennego rozkladu sygnatu umozliwiaja numeryczne
zawezenie efektywnej funkcji PSF i1 poprawe rozdzielczos$ci oraz kontrastu, takze w obecnosci
aberracji 1 rozproszenia. Rownolegle rozwijana jest inzynieria profilu wiazki, zwlaszcza
wykorzystanie wigzek Bessela o wydtuzonym ognisku i wlasciwosciach samoodtwarzania. W
mikroskopii fluorescencyjnej i wielofotonowej zwigkszaja one stabilno$¢ ogniska i1 efektywna
gleboko$¢ obrazowania w niejednorodnych tkankach. Druga komplementarng strategia sa
metody oparte na skonczonej spdjnosci swiatta, w tym OCT, gdzie bramkowanie spojnoscia
$wiatla pozwala selektywnie izolowac sygnat z okreslonej glebokosci i ogranicza¢ wpltyw
wielokrotnego rozpraszania. Wspoélnie podejscia te — nieliniowo$¢ wzbudzenia, ksztattowanie
wiazki oraz kontrola spdjnosci — tworza zestaw komplementarnych narzedzi umozliwiajacych
obrazowanie o wysokiej rozdzielczo$ci w wymagajacych, silnie rozpraszajacych osrodkach.

Sama rozprawa doktorska Pana Pawla Szczypkowskiego poswigcona jest rozwojowi i
zrozumieniu metod mikroskopii nieliniowej w kontek$cie fundamentalnego ograniczenia
dyfrakcyjnego oraz kompromisu glebokosé—rozdzielczos¢ w osrodkach niejednorodnych
optycznie, ktéry stanowi jedno z gldownych wyzwan wspolczesnego obrazowania optycznego.
Autor wychodzi od podstaw teoretycznych, omawiajac klasyczne sposoby przekraczania limitu
dyfrakcji oraz rol¢ nieliniowosci optycznej jako mechanizmu poprawy selektywnosci
przestrzennej. Centralnym przeslaniem rozprawy jest teza, ze silne nieliniowosci optyczne nie
tylko zwigkszaja kontrast i rozdzielczo$¢, ale moga sta¢ si¢ kluczowym narzedziem w
przezwyci¢zaniu ograniczen narzucanych przez rozpraszanie i propagacje w ztozonych
osrodkach.

Znaczng czg$¢ pracy stanowi rozwdj i1 krytyczna analiza platform dwufotonowych, w tym
mikroskopii dwufotonowej, jej wariantéw takich jak image scanning microscopy oraz
wzbudzania wigzka Bessela, a takze techniki temporal focusing w polaczeniu z Super-
resolution Optical Fluctuation Imaging (SOFI). Autor nie tylko prezentuje wyniki publikacyjne,
ale rowniez szczegdtowo dokumentuje budowe i optymalizacje uktadéw eksperymentalnych,
ich ograniczenia praktyczne oraz parametry pracy, kladac nacisk na reprodukowalnos¢ i
dostepnos¢ wiedzy technologicznej. Istotnym elementem jest ocena, ktore koncepcje — mimo
teoretycznego potencjatu — w praktyce nie przyniosty oczekiwanej poprawy jakosci
obrazowania.
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Kulminacja rozprawy jest przedstawienie nowej koncepcji obrazowania nieliniowego z
wykorzystaniem silnych nieliniowos$ci i o$wietlenia plamkowego — NISE (Nonlinear Imaging
with Speckle Excitation). Metoda ta proponuje nowy paradygmat obrazowania przez osrodki
silnie rozpraszajace, pokazujac, ze odpowiednio wysoka nieliniowo$¢ moze umozliwié
uzyskanie superrozdzielczos$ci i skuteczne obrazowanie przez warstwy rozpraszajace bez
ztozonej korekcji frontu fali. Praca ma charakter zar6wno koncepcyjny, jak i inzynieryjny:
taczy rozwdj nowych idei z ich pelng implementacja eksperymentalng oraz dokumentacja
uzytkowa, tworzac fundament pod przyszte techniki wysokorozdzielczego obrazowania w
wymagajacych warunkach biologicznych. W metodzie tej potaczenie wilasciwosci
statystycznych i efektu pamigci katowej pol plamkych (angular memory effect AME) oraz
silnie nieliniowej odpowiedzi nanoczastek fotonowych (ANP) umozliwia uzyskanie
obrazowania o superrozdzielczosci 1 niskim tle gleboko pod warstwa rozpraszajaca.
Kluczowym mechanizmem jest generacja zlokalizowanego punktu wzbudzenia w wyniku
losowego o$wietlenia plamkowego probki i wykorzystanie wysokiej nieliniowosci osrodka do
uzyskania odpowiedzi fluorescencyjnej z subdyfrakcyjne ograniczonej lokalizacji. Dzigki
efektowi AME mozliwe jest klasyczne skanowanie rastrowe bez konieczno$ci ksztaltowania
frontu fali. Centralnym punktem i w mojej opinii $wietnym pomystem jest wykorzystanie
statystyki pola plamkowego do ustawienia pozioméw interakcji z silnie nieliniowym
fluoroforem, ktéra umozliwia wykorzystanie dobrze izolowanych jasnych plamek o rozmiarach
ograniczonych dyfrakcyjnie do wzbudania fluorescencji. Dodajac do tego wiasnos¢ AME
mozna wykorzysta¢ taki unikatowy wzoér plamkowy do skanowania obrazowanego obiektu. W
pracy pokazano teortycznie jak obliczy¢ odpowiednig rdéznice intensywnosci plamek bazujac
na fundamentalnym opisie optyki statystyczne;.

Ta autorska metoda zostala zaimplementowana w zmodyfikowanym mikroskopie
skaningowym (wzbudzanie 1064 nm, detekcja emisji konwersji w gore ~800 nm) z uzyciem
nanokrysztatéw domieszkowanych jonami lantanowcoéw. Osiagnigto rozdzielczo$¢ poprzeczng
560 nm (FWHM), ponad dwukrotnie lepszg niz limit Abbego dla zastosowanej konfiguracji
(1,2 um). Technika nie wymaga optyki adaptacyjnej, ztozonych ukladéw ani iteracyjnych
algorytmow rekonstrukeji, a poprawa rozdzielczosci skaluje sie jak VN dla nieliniowosci rzedu
N. Autor wspomina, ze metoda ta oferuje takze potencjalnie wigksza glebi¢ obrazowania niz
mikroskopia wielofotonowa, jednak potwierdzenia tej tezy brakuje w pracy. Ograniczeniem
pozostaje czas pomiaru (ok. 1 ms), determinowany dynamika odpowiedzi nieliniowej, a nie
obcigzeniem obliczeniowym. Metoda jest kompatybilna z konwencjonalnymi mikroskopami
skaningowymi 1 otwiera perspektywy zastosowan hybrydowych w zaawansowanym
obrazowaniu optycznym.

W pracy opisano szczeglowo podstawy fizyczne nowej metody oraz warunki
przeprowadzonego eksperymentu, ktory zrealziowany byt przez konstrukcje ,,od zera”
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zaawasnowanego ukladu optycznego. Opisano rowniez wtasnosci wykorzystanych fluoroforow
silnie nieliniowych przygotowanych przez wspotpracownikow pana Szypkowskiego z Instytutu
Niskich Temperatur PAN we Wroclawiu. Pokazano wyniki charakteryzacji wykorzystanych
krysztalow — w szczego6lnosci badano intensywno$¢ sygnalow fluorescencji w funkcji mocy
wigzki wzbudzajacej — pokazujac silnie nieliniowy charakter dziatania fluoroforéw. W pracy
pokazano bardzo przekonywujacy wynik obrazowania mikrokrysztatlu ANP przez klasyczny
skaningowy mikroskop bez warstwy rozpraszacza i z warstwa rozpraszacza gdzie sygnal
fluorescencyjny byt calkowicie zaburzony. Po zastosowaniu nowej metody NISE obraz
struktury mikrokrzysztatu byt odtworzony z duza wiernoscia do oryginalnego pomiaru bez
rozpraszacza.

Oczywiscie jak kazda metoda superrozdzielcza NISE moze pracowa¢ poprawnie jedynie przy
ograniczonych warunkach. Metoda ta wykazuje istotng wrazliwo$¢ na poziom mocy
wzbudzenia oraz struktur¢ wzoru plamkowego. Jej dzialanie opiera si¢ na przekroczeniu progu
lawinowej nieliniowosci nanoczastek — zbyt niska moc nie generuje sygnalu, natomiast zbyt
wysoka prowadzi do nasycenia i udziatu wielu ziaren plamkowych w tworzeniu obrazu. W
efekcie pojawiaja si¢ tzw. ,,obrazy blizniacze”, czyli przesunigte duplikaty wynikajace z
konkurencji kilku jasnych ziaren. Oznacza to, ze poprawne odwzorowanie obiektu zachodzi
tylko dla wybranych realizacji pola plamkowego, w ktorych jedno ziarno dominuje nad
pozostatymi. W praktyce wymaga to wykonywania wielu skanéw z r6znymi wzorami plamek
oraz opracowania wiarygodnej metryki identyfikujacej obraz wolny od artefaktow, ewentualnie
zastosowania zlozonych procedur rekonstrukcyjnych. Metoda nie jest wigc w petni
deterministyczna i jej jakos$¢ zalezy od statystycznych wlasciwosci o$wietlenia. Druga grupe
ograniczen stanowig wyzwania zwigzane z obrazowaniem w grubych, objetosciowych
osrodkach rozpraszajacych. Cho¢ intensywnos$¢ najjasniejszego ziarna plamkowego maleje z
glebokoscia wolniej niz ognisko balistyczne, catkowita moc potrzebna do przekroczenia progu
nieliniowos$ci pozostaje wysoka, co w praktyce prowadzi do ryzyka fotouszkodzen —
szczegollnie przy progach lawinowych rzedu setek kW-cm™. Dodatkowo efekt AME szybko
zanika z grubos$cig os$rodka, ograniczajac pole widzenia i1 utrudniajac skanowanie, a brak
naturalnej sekcjonowania osiowego powoduje integracje sygnatu z réznych glebokosci.
Przejscie od cienkich warstw do rzeczywistego obrazowania glgbokiego wymaga wigc zarowno
obnizenia progéw nieliniowosci znacznikow, jak 1 opracowania skutecznych strategii
sekcjonowania i stabilnego skanowania w warunkach silnego, obj¢tosciowego rozpraszania. Te
ograniczenia zostaty wlasciwie zaakcentowane w pracy pokazujac dojrzato$¢ autora w kwestii
zrozumienia realnych ograniczen fizycznych i technicznych dla nowej metody.
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Autor w swojej rozprawie wskazuje aktualny stan wiedzy na bazie literatury $wiatowe;.
Analize zrodet przedstawiong w rozprawie dokonano baz zarzutu. Cho¢ tematyka pracy podj¢ta
przez pana Szczypkowskiego jest bardzo dynamicznie rozwijana przez wiele osrodkdw na
$wiecie 1 jest jednym z najwazniejszych wyzwan dla wspotczesnej optyki fizycznej to sama
idea nowej metody wprowadzonej w grupie dr Lapkiewicza jest absolutnie konkurencyjna do
najlepszych osrodkow na $wiecie zajmujacych si¢ tym tematem. Dodatkowo droga, ktora
prowadzita pana Szczypkowskiego poprzez prace laboratoryjne nad (opisanymi réwniez w
rozprawie) alternatywnymi technikami obrazowymi potwierdza jego Swietne eksperckie
przygotowanie 1 osiagni¢gcie odpowiedniego poziomu samodzielno$ci. Przyjeta przez
kandydata metodyka badan nie budzi zastrzezen we wszystkich przedstawionych w rozprawie
aspektach i pokazuje na jego wysoki poziom przygotowania merytorycznego. Sama praca jest
napisana przejrzyscie i zrozumiale. Generalnym mankamentem pracy jest subiektywny
charakter narracji, ktory nie jest typowy dla rozpraw doktorskich. Mozna to traktowac¢ jako
pewne oryginalne i tworcze podejécie, ktore ma pomdéc w komunikacji i wyjasnianiu
szczegolow kolejnym adeptom w grupie dr Lapkiewicza. Moim zdaniem taki jest glowny —
utylitarny cel pracy doktorskiej, tym bardziej, ze prace doktorskie w polskim systemie nie maja
statusu pelnoprawnych publikacji — pomimo wysitku wtozonego w proces edycji tak ze strony
tworcow, opiekunoéw jak i recenzentoéw. W tak duzym tekscie nie sposob unikna¢ drobnych
podknieé, uproszczen czy btedoéw jezykowych. Ponizej przedstawiam kilka z nich, ktére udato
mi si¢ wylapac.

Drobne bledy merytoryczne i jezykowe:
1. Rozdzial 3.1 :

e ,validation of figure 2.2 on your own skin” brzmiato by lepiej : “a simple
validation of Figure 2.2 using your own skin”

e “The increase, however, should be subtle” brzmiatoby lepiej jako “The increase,
however, must be carefully managed”

e Zdanie ,,We have just confirmed that the longer wavelengths get through
biological tissue better than shorter ones.” - jest pewnym uproszczeniem, chodzi
o pewne okno optyczne, gdzie ostabienie wigzki propagujacej przez rozpraszacz
jest mniejsze dla dhuzszych dlugosci fal (NIR) — ni ejest to prawda dla
wszystkich ,,dtuzszych fal”.

2. Rozdziat 3.5

e Zdanie : ,,I have heard that some physicists are this kind of people, who think
they can become experts in any field.” jest niefrasobliwe i moze zbyt
generalizujace jak na rozprawe doktorska.
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GCaMP quench fluorescence if there aren’t many calcium ions — jest pewnym
uproszczeniem — to zmiana konformacji CaM w obecnosci Ca+ powoduje
zmiang jasno$cisygnatu fluorescencji

3. Rozdziat 4.1

“no energy is lost during propagation” — mozna doda¢ “ assuming that”

Akapit zawierajacy zdanie : “Such imaging of the grating causes the pulse to be
spatially chirped and hence temporally elongated away from the grating’s image
plane” jest dla mnie niejasny — jak rozumiem obrazowanie siatki na plaszczyznie
probki gwarantuje, ze rozne sktadowe spektralne tacza si¢ ponownie tylko na
plaszczyznie sprzezonej; poza ta plaszczyzna chirp przestrzenny prowadzi do
efektywnego rozszerzenia impulsu czasowego.

4. Rozdziat 4.5

Zbedny przypis: “Listening to music on a loud-speaker resulted in focus shift
along with the beat.”

5. Rozdziat 5.1

Zdanie sufficiently high optical nonlinearity, by itself, can sort of remove the
scattering layer as if it was not present in the beam path” jest sporym uproszczeniem
mozna to uja¢ bardziej precyzyjnie,np.: ,,...moze skutecznie thumi¢ wplyw
wszystkich z wyjatkiem najjasniejszych ziaren plamkowych, sprawiajac, ze warstwa
rozpraszajaca wydaje si¢ przezroczysta pod wzgledem lokalizacji wzbudzenia.”
“...as well as immunity to aberrations” — to nie jest do konca prawda poniewaz
aberracje moga zmieni¢ rozklad eksterméw pola plamkowego — szczegdlnie
istotne jest to w trakcie skanowania.

,»The imaging depth, improved by higher-order nonlinear responses, has the
potential to exceed that of multiphoton microscopy.” — nie ma w pracy
potwierdzenia tej tezy wigc jest to na tym etapie jedynie spekulacja.

“nalezaloby unika¢ wyrazen typu “ super-resolution, beyond the reach of current
methods” — s3 jednak nieprecyzyjne w $wietle aktualnego stanu rozwoju
proponowanej metody.

Wiele stwierdzen dotyczacych statystyki plamek w tym rozdziale dotyczy w
petni wyewoluowanego pola plamkowego (statystyka, separowalno$¢ maximow
etc) jednak w przypadku prawdziwych biologicznych rozpraszaczy mamy do
czynienia z niejednorodnosciami we wlasciwosciach rozpraszania, co prowadzi
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zwykle do powstawania bardzo zlozonych i czgsciowo wyewoluowanych pol
plamkowych - jak to wplywa na stosowalnos¢ metody?

e Zdanie : the maximum intensity of the speckle grain can also be approximated with
the negative exponential.” jest niezrozumiate. Czy chodzi o to, ze maksymalna
intensywno$¢ jest zgodna z rozktadem warto$ci ekstremalnych wyprowadzonym ze
statystyki plamek o rozktadzie ujemnowyktadniczym?

6. Rozdziat 5.2

e Opis soczewek T2 w tek$cie i w podpisie obrazka 5.7 wskazuje na inne
ogniskowe (raz f = —100 mm, f = 150 mm a w podpisie f = —75 mm, f = 100
mm).

e “The third 4f (L6, L6)” — prawdopodobnie jest literowka w oznaczeniu jednej z
soczewek.

e Sformutowanie ,,in the form of R{I exc = I" exc}” jest dla mnie niezrozumiate.

e Czy sformutowanie: “...the cycle repeats, doubling the number of excited ions
each ‘round’” jest zawsze prawdziwe?

e “I used 0.5deg holographic diffuser (Edmund Stock #47-988). The light after
this diffuser contains less than 1% of ballistic light, and transmits more than 80%
of the beam, and is spread over a relatively small area, being ideal for my
experiments.” — nie jestem pewien czy taka sytuacja jest mozliwa przy tak
malym kacie rozpraszania. 1% fotondéw balistycznych wyglada na zbyt mata
liczbe. Czy mozna to potwierdzi¢ odnosnikiem lub eksperymentalnie?

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska Pana magistra Piotra Szcypkowskiego w
pelni spelnia warunki stawiane pracom doktorskim przez ustawe o tytule Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2023 r. poz.
742 z pozniejszymi zmianami) i stawiam wniosek o dopuszczenie jej do publicznej obrony.
Pomimo dotychczasowego niewielkiego zatwierdzonego dorobku publikacyjnego uwazam, ze

poziom ekspertyzy jaka osiagnat kandydat i poziom pracy o metodzie NISE (Pawel Szczypkowski,
Adrian Makowski, Wojciech Zwolinski, Katarzyna Prorok, Piotr Wasylczyk, Artur Bednarkiewicz, Radek

Lapkiewicz, "Overcoming light scattering with high optical nonlinearity”, Arxiv (2025)) - ktora zaktadam, ze
przygotowywana jest do publikacji w jedym z naczelnych czasopism z dziedziny optyki -
stawiam wniosek o wyrodznienie tej dysertacji w oparciu o ocen¢ ekspercka osiagniecia
naukowego kandydata. W szczegdlnosci osiggnieciem kandydata jest wprowadzenie metody
obrazowania mikroskopowego Nonlinear Imaging with Speckle Excitation (NISE).
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