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rozprawy doktorskiej mgra inz. Michala Ziemczonoka
pt.: ,Metrologia w optycznej tomografii dyfrakcyjnej z wykorzystaniem
mikrostruktur nasladujacych rzeczywiste obiekty biologiczne”.

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska mgra inz. Michala Ziemczonoka
pt. ..Metrologia w optycznej tomografii dyfrakcyjnej z wykorzystaniem mikrostruktur
nasladujgcych rzeczywiste obiekty biologiczne™. Funkcje promotorki doktoratu pelnita
prof. dr hab. inz. Malgorzata Kujawifiska, natomiast dr inz. Arkadiusz Ku$ byl promotorem
pomocniczym.

Recenzja zostala opracowana na prosbe prof. dr hab. inz. Tomasza Stareckiego,
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Automatyka, Elektronika, Elektrotechnika
i Technologie Kosmiczne Politechniki Warszawskie;j.

1. Wstep i tematyka pracy

Optyczne metody obrazowania struktur biologicznych nalezg do zaawansowanych
uktadéw metrologicznych, majacych na celu dokonanie analizy w kontekscie prawidtowego
ich funkcjonowania i budowy morfologicznej. Obecnie polegaja one przede wszystkim na
analizie zmian nat¢zenia zrédla Swiatta, co wobec skomplikowanego obiektu badan jakim sa
tkanki, prowadzi czesto do oceny subiektywnej. Znaczacy postep w tej dziedzinie zaczal sig w
momencie pojawienia si¢ leseréw, czulych i rozdzielezych ukladow detekeji, stosowania
technik dyfrakcji promieniowania i numerycznego modelowania odzialywania z materia,
prowadzacych do analizy wartosci zmian wspolezynnika zalamania (n) $wiatla. W
konsekwencji rozwijana technika kontrastu fazowego umozhwila uzyskiwanie obrazow o
rozdzielczosci submikronowe], niosge przy tym informacje ilosciowa o prébee. Zmiennos§é
parametréw metrologicznych obejmujgcych whasciwosci absorpcyjne badanego uktadu
biologicznego, wymagana rozdzielczo$é, czulos¢ czy obszar analityczny sprawia, ze technika
ilosciowego obrazowania fazowego (QPI, ang. quantitive phase imaging) wymaga
standaryzacji, co do dziatan w zakresie obrazowania konkretnych elementéw strukturalnych
tkanki. Ten aspekt rozwijany jest w pracy doktorskiej mgra inz. Michata Ziemczonoka, ktory
zaproponowal opracowanie fantoméw mikrostruktur biologicznych pozwalajacych na
dokonywanie oceny metrologicznej uktadéw QPL.

2. Cel rozprawy doktorskiej

Celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie mikrostruktur nasladujacych rzeczywiste
obiekty biologiczne, o optymalnych parametrach geometrycznych i1 optycznych z punktu
widzenia oceny metrologicznej systeméw iloSciowego obrazowania fazowego, w
szczegdlnosci optycznej tomografii dyfrakcyjnej. Doktorant zaproponowat logiczng kolejnosé
zagadnien do osiggniecia, obejmujacg (str. 10, rozdz. 1.2):

»1. Wytworzenie mikrostruktur o parametrach geometrycznych i1 optycznych odpowiadajgcych
obiektom biologicznym i spelniajgcych wymagania QPI.



2. Weryfikacje istotnych parametréw charakteryzujacych mikrostruktury metodami
referencyjnymi.

3. Opracowanie metodyki metrologiczne] oceny rekonstrukcji tomograficznej na podstawie
pomiaru fantomu komorki biologiczne;.

4. Demonstracjg metodyki na podstawie pomiaréw fantomu komérkami trzema uktadami ODT
o roznych implementacjach sprzetowych i algorytmicznych.

5. Demonstracje uzytecznosci opracowanych struktur kalibracyjnych i mozliwe rozszerzenia
ich funkcjonalno$ci.”

Praca ma zatem charakter analityczno-eksperymentalny, a Doktorant na podstawie
obecnych wymagan w zakresie cech struktur biologicznych zaproponowat wiasng architekture
ich fantoméw, umozliwiajgcg opracowanie metodyki metrologicznej oceny jakosei
rekonstrukeji tomograficznej. Ponadto dokonat weryfikacji przeprowadzonych pomiaréw dla
réznych ukladéw pomiarowych i algorytméw analitycznych. Przeprowadzil dyskusje nad
koniecznoscig prowadzenia prac nad strukturami testowymi dla optyczne] tomografii
dyfrakcyinej (ODT, ang. optical diffraction tomografy). W zwigzku z faktem, ze pomiar QPI
3D dokonywany jest w ukladzie interferometru Macha-Zehndera, proces rekonstrukeji obrazu
wymaga rejestracji wielu perspektyw oraz algorytmu ich interpretacji do tréjwymiarowego
rozkladu wartosci wspolezynnika zatlamania §wiatta. Nadto, jak wiadomo material biologiczny
jest skomplikowany przestrzennie pod wzgledem geometrycznym (~1pm) i optycznym
{n ~ 0,01) i zaproponowanie procedury pomiarowej nawet dla grupy podobnych komérek jest,
jak wykazal Autor w rozdz. 1.3.3., malo prawdopodobne. Na tej podstawie uwazam, ze cel
pracy zostal sformulowany prawidiowo, bowiem odpowiada na obecne wyzwania
metrologiczne 1 aplikacyjne w zakresie metody ODT, znajdujacej si¢ w obrebie dyscypliny
naukowej Doktoranta.

3. Uklad pracy oraz udzial wlasny doktoranta w osiagni¢ciach zaprezentowanych
w dysertacji oraz ich zgodno$¢ z opublikowanymi pracami nankowymi

Praca doktorska, zostala przygotowana w postaci zwartego opracowania (liczacego 195

stron), obejmujacego 41-stronicowy opis oraz kopie publikacji stanowigcych przedmiot
rozprawy. Opis skiada si¢ ze wstepu (rozdz.1) zawierajacego: dziatalno$¢ naukowa Doktoranta,
cel pracy i wstep teoretyczny oraz przewodnik po publikacjach (rozdz. 2) obejmujgcego: tabele
z cykiem publikacji (wraz z bibliometria), opis zagadnien zrealizowanych w ramach metrologii
ODT, wkiad Autora, podsumowanie i przyszie plany badawcze. Dodatkowo zamieszczono:
glosariusz, spis tabel 1 rysunkdw oraz bibliografie.
Publikacje stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej obejmujg cykl 9-ciu prac posiadajgcych
wspolczynnik wplywu IF (w zakresie 3,43-5,13; Z IF=39), 5-ciu artykutow konferencyjnych
oraz 1 patent. Prace maja liczbe cytowan 120 (Google Scholar) i 59 (Web of Science) oraz
liczbg punktéw MNISW roéwna 1360. Doktorant wskazat w tabelach 2.1 12.2 (str. 151 27) swdj
udzial procentowy wynoszgcy w 6-ciu pracach 70-90%, a w pozostatych 9-ciu, 5-30% oraz
przedstawil opis zadan zrealizowanych w trakcie ich przygotowania. Nadmienie, 7Ze
prof. dr hab. inz. Malgorzata Kujawinska, droga korespondencji e-mailowej, potwierdzita
zgodnod¢ oswiadezen Doktoranta z posiadang dokumentacja.



Doktorant do najwazniejszych prac zalicza te, ktore traktujg o opracowaniu fantomu i
metodyki oceny metrologiczne;j:

[Al] Ziemczonok, M., Kus, A., Wasylczyk, P., Kujawinska, M., 3D-printed biological cell
phantom for testing 3D quantitative phase imaging systems, Scientific Reports, 2019, 9(1),
18872, (udziat Doktoranta — 70%),

[A2] Ziemczonok, M., Ku$, A., Kujawinska, M., Optical diffraction tomography meets
metrology — Measurement accuracy on cellular and subcellular level, 2022, 195, (udziat
Doktoranta — 75%),

[P1] Ziemczonok, M., Kus, A., Kujawinska, M., Wzorzec rozktadu wspoiczynnika zatamania,

patent, PL 237 684 B1, (udzial Doktoranta — 70%),

[K1] Ziemczonok, M., Kujawinska, M., Multiscale and multipurpose phantoms for 2D/3D
quantitative phase imaging, Quantitative Phase Imaging IX 2023, (udziat Doktoranta -
90%),

[A3] Kral)lze, W., Kus, A., Ziemczonok, M., et al. 3D scattering microphantom sample to assess
quantitative accuracy in tomographic phase microscopy techniques, Scientific Reports,
2022, 12(1), 19586 (udzial Doktoranta — 25%).

Z kolei inne tj. [A4-A9 i K2-K35] traktujg o praktycznych zastosowaniach powyzej wskazanego

osiagnigcia pracy doktorskie;j.

W publikacjach, najwazniejszych z punktu widzenia osiggnieé¢ (tabela 2.1, str. 153),
Doktorant jest pierwszym autorem i/lub autorem korespondencyjnym, a w przypisach
artykulow 1 tabeli 2.2 (str. 27) znajdujg sie informacje na temat jego wiodacej roli w zakresie
projektowania i wytworzenia fantomu komérki biologicznej, budowy uktadu ODT do pomiaru
z obrotem probki, przeprowadzenia pomiardéw i symulacji, syntezy i analizy danych oraz
przygotowania manuskryptu publikacji. Zakres badawczy przedstawiony w publikacjach jest
zgodny z osiggnieciami wskazanymi w rozdziale 2 opracowania. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze uklad doktoratu jest poprawny i pozwala na jednoznaczng ocene dorobku
Doktoranta.

4. Ocena pracy

4.1 Oryginalnosé¢ i zdolnosci doktoranta do formulowania zadan i prowadzenia dyskusji
naukowej.

Tematyka pracy dotyczy trojwymiarowego ilosciowego obrazowania fazowego struktur
biologicznych, czyli poszukiwanego narzedzia do analizy stanu funkcjonowania tkanek.
Obecnie realizowane ukiady ODT realizowane sa najczesciej dwuwymiarowo i dedykowane
dla $cisle okreslonych struktur biologicznych. Wynika to jak Autor zauwaza z kilku istotnych
zagadnienn badawczych: 1) konieczno$ci opracowania rekonstrukcji tomograficznej 3D, ii)
weryfikacji metrologiczne] dokonanego pomiaru iii) przedstawienia wzorca tozsamego z
cechami badanej struktury biologicznej 1 iv) jego weryfikacji praktycznej. We wszystkich tych
obszarach prowadzone sg prace dotyczace charakteryzacji réznych struktur biologicznych, ale
jak dotad brak jest podejscia holistycznego do tego zagadnienia. Wynika to z prostego faktu
trudnosci w jednoczesnym zrozumieniu whagciwodei 1 funkcjonowania komdrek biologicznych
oraz metrologii systemow optycznej tomografii dyfrakcyjnej. Tego zadania podjat sie
Doktorant, majge szczescie realizujge swojg pasje naukowa w Instytucie Mikromechaniki 1
Fotoniki Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem Prof. Matgorzaty Kujawinskiej. Pozwolito
mu to na jednoznaczne okreslenie zagadnien badawczych dotyczacych ukladu pomiarowego



ODT, a w szczegdlnosci rejestracii obrazéw w osi z 1 ich interpretacji wymagajacej syntezy
dwuwymiarowych amplitud zespolonych prowadzgcych do ilodciowego okreslenia zmian
wartoéci parametru n. Drugi aspekt badawezy czyli propozycja opracowania fantomu o cechach
tozsamych ze strukturami biologicznymi wymagala poznania ich nie tylko od strony
geometrycznej, ale rowniez dynamiki i gradientu zmian cech komérkowych wymagajacych
wysokiego kontrastu pomiaru wspdiczynnika zatamani §wiatta. Doktorant jasno formutuje te
dwa zagadnienia, bedac jednoczesnie $wiadomy réznic kompozycyjnych pomigdzy strukturami
biologicznymi, a zastosowanym polimerem i uktadem do dwufotonowej polimeryzacji. Dlatego
tez weryfikuje metrologicznie zaproponowang strukture fantomu stosujgc rozne parametry
uktadu ODT wzgledem wymaganych cech (geometrycznych 1 jako$ciowych np. parametr
suchej masy, rys. 2.8, str. 25) oraz analizujgc zastosowane algorytmy prowadzace do symulacji
rekonstrukeji obrazu (rys. 2.6, str. 23). Ostatnim waznym elementem jest ocena zastosowania
zaproponowanej metodologii wytworzenia fantomu, przeprowadzonej dla réznych uktadéw w
szeroko zakrojone] wspotpracy zagranicznej.

Na podstawie powyzszego oraz biorgc pod uwage parametry bibliometryczne cyklu (pkt. 3
recenzji) nie mam watpliwosci, Ze tematyka rozprawy jest oryginalna i dobrze rozpoznawalna
na arenie miedzynarodowej. Nadto, Doktorant formutuje i dyskutuje kazdy etap swoich
osiggnied i kierunkéw badan w oparciu o aktualng literaturg i wspolprace zagraniczna.

4.2 Znaczenie i osiggnigcia pracy doktorskiej.

Przeprowadzone badania dotyczyly metody 3D QPI istotnej w biomedycynie ze wzgledu na
nicinwazyjny sposéb iloSciowego obrazowania struktur komdrkowych. Zagadnieniem
badawczym stosowania tej metody w biomedycynie jest koniecznosc¢ specyficznego podejscia
do metodologii pracy tj. od metrologii ukladu przez opracowanie struktury testowej do
weryfikacji praktycznej. Brak standardéw i kryteriéw oceny to fundamentalne zagadnienia
techniki 3D QPI w medycynie, ktérych proby podjat sie Doktorant. Do najwazniejszych
osiggnied pracy zaliczam:

1. Opracowanie fantomu komdrki biologicznej zaprezentowane w publikacji [Al, A2] i
patencie krajowym [P1]. Znamiennym jest, ze ukiad fantomu musial nie tylko odzwierciedlaé
poszczegdlne struktury biologiczne (~100nm-40um, ~0,01mm’), ale takze odpowiada¢
typowym warunkom pomiarowym stosowanym w ukladach ODT (rys.1, [Al]). Doktorant
zdecydowal sie réwniez na okreslenie wplywu rozpraszania §wiatla w otoczeniu komorki
proponujgc umieszezenie jej w ukladzie zbudowanym z losowo umieszczonych precikéw
tworzacej porowatg strukture. W ten sposdéb mogt analizowad wplyw kontrastu An otoczenia
na widmo hologramu (Rys. 1., [A3]) komorki, stosujac ciecze immersyjne. Pozwolilo to
rébwniez na ocene wplywu rozpraszania na odwzorowanie hologramu wykonane dla dlugosci
fali 633nm i 835nm (rys. 2, [A3]).

2. Opracowanie metodyki projektowania i wytwarzania fantomu o zadanych parametrach
geometrycznych i refrakcyjnych przy wykorzystaniu polimeryzacji dwufotonowej (TPP,
Nanoscribe) pozwalajacej na uzyskanie kontrastu An do wartosci 0,03. Projekt ten uzyskat
ochrone krajowsg ochrone patentowsg [P1], a obecnie jest w trakcie procesu rozszerzenia na EPO,
USA i Japonie. Nalezy tu zwrdci¢ uwage na dwa aspekty, a mianowicie opanowanie procedury
druku o zmiennej wartosci wspolczynnika n (~1,51-1,53, rys.2, [A2]) poprzez 16zny stopien
polimeryzacji oraz okreslenie spetienia wymagan optycznych struktury wobec techniki 3D



ODT [K1]. W pracy tej dokonana zostala weryfikacja parametréw fantomu poprzez
wytworzenie struktur pomocniczych o réznych parametrach geometrycznych i wartodei n
(rys.1 [K1], rys.3, [Al]), co rowniez udowodnito potrzebe druku znacznikdw (rys. 2, [K1]).

3. Opracowanie metodyki pomiaru fantomu metoda 3D ODT, obejmujgce konstrukeje uktadu
do obrotu obiektu (3D) oraz dokonanie pomiaru oraz metrologiczne; oceny rekonstrukeji
obrazu. To Iwia czes$é pracy doktorskiej w ktorej dla przygotowanych fantomdéw opracowano
algorytmy przetwarzania i symulacje numeryczne dla zmiennych parametréw pomiarowych,
zestawiajac je z danymi eksperymentalnymi (rys.4, [Al], rys. 3-6, [A2]). Analiza zostala
wykonana biorgc pod uwage kluczowe parametry komorki biologiczne] 1 rozdzielczos§é
pomiaru m.in. wielkos¢, objetosé, catkowita sucha mase, wsp. zal. n elementéw komorki,
gradient n (tabela 1 i 2, [A2]). Niewatpliwg zaleta takiego podejscia bylo wyznaczenie
dokladnosci tych parametréw dla wybranych uktadoéw pomiarowych ODT wykazujac zgodno§é
1 mozliwe blgdy przedstawione na rys. 71 9 w pracy [A2] oraz wplyw dyspersji i temperatury.
4. Przeprowadzenie badan w réznych miedzynarodowych zespotach badawczych w aspekeie
wykorzystania opracowane] metodologii obejmujace] koncepeje fantomu 1 metrologig 3D ODT
w wielu aspektach takich jak: zastosowanie przestrajalnego Zrodta swiatta NIR [A6], walidacja
ukladu ODT na bazie interferometru wspélnej drogi [A7], opracowania algorytmu
rekonstrukceji obrazu dla sygnahu z podwyzszonym poziomem szumu [A8], okreslenie dziatania
algorytmu w obszarach granicznych pola widzenia [A9] czy wplywu wielokrotnego
rozpraszania [K5].

Jednoznacznie nalezy stwierdzi¢, ze osiggnigcia pracy maja duze znaczenie naukowe i
utylitarne, a Doktorant zweryfikowat ich jakosé na poziome wspdlpracy migdzynarodowe;.
Napisat rozdzial w artykule [A4] przegladowym z wiodacymi w tym obszarze grupami
badawczymi, proponujac zestawienie metryk oceny rekonstrukcji metrologicznej [AS5] oraz
wskazatl na konieczno$é poréwnywania wynikéw rekonstrukeji 3D, wykonanych na innych
uktadach ODT [K2, K3].

Stwierdzam, ze cel pracy zostal osiggniety.

5. Uwagi wynikajace z lektury rozprawy

Rozprawa doktorska mgra inz. Michala Ziemczonoka zostala zaplanowana 1 zrealizowana
w sposob wzorcowy. Tematyka pracy odnosi si¢ do aktualnego tematu badawczego i
aplikacyjnego jakim jest obrazowanie 3D struktur biologicznych. Doktorant zrealizowat prace
w oparciu o cykl artykulow powstalych w ramach projektow badawczych 1 szerokiej
wspdlpracy krajowej i zagranicznej, w tym tez staze. W ten sposob jest przygotowany do
prowadzenia badan naukowych.

Przedstawiona tematyka badawcza szeroka, ale zweryfikowana recenzyjnie w publikacjach,
co pozwolito rozwiaé wiele zagadnien dyskusyjnych pojawiajacych sie w rodz. 2 ,,Przewodnik
po publikacjach”. Stad tez na etapie recenzji nie podnosze zagadnien do dyskusji.

6. Dorobek i doSwiadczenie naukowe

W opracowaniu Doktorant zawart réwniez informacje na temat swojej aktywnosci naukowej
obejmujacej ogolnie: 12 artykulow posiadajgcych wspdtczynnik wplywu IF, 8 artykulow
konferencyjnych, jeden patent, 6 miedzynarodowych konferencji. Prace realizowal w ramach



8 projektow (np. BiOpTo, REVEAL, H2020) i sze$ciu wyjazdow zagranicznych, np. VUB w
Belgi (sumarycznie 40 dni). Wspolpracowal z wieloma grupami badawczymi czego
czesciowym efektem sg przedstawione publikacje, reszta obejmuje jasno sprecyzowane plany
na przysziosé.

Konkluzja

Osiagniecia zaprezentowane w pracy doktorskiej mgra inz. Michata Ziemczonoka pozwalaja
mi jednoznacznie stwierdzi¢, ze spelnia ona warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce — Dz.U.2020 poz. 85 z pdzn. zm.)
i wnioskuje¢ o jej dopuszczenie do publicznej obrony. Majgc na uwadze osiggnigcia pracy,
udokumentowane publikacjami i wspolpraca zagraniczng, oceniam jg jako wybitnie dobra 1
wnioskuje¢ 0 wyrdznienie.

Krakéw, 05.09.2023 r. Dl LI,



