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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra inz. Piotra Stepnia pt.:
»llo$ciowe obrazowanie fazowe struktur biologicznych z wykorzystaniem mikroskopii
holograficznej i tomografii holograficznej z rozszerzonym polem widzenia”

Uwagi ogoélne

Formalng podstawa prawng wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny
Automatyka, Elektronika i Elektrotechnika Politechniki Warszawskiej z dnia 21.02.2023 r., po-
wolujgca mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgra inz. Piotra Stgpnia zatytutowane;j ,,I1o-
sciowe obrazowanie fazowe struktur biologicznych z wykorzystaniem mikroskopii hologra-
ficznej i tomografii holograficznej z rozszerzonym polem widzenia”. Dokumentacjg zwigzang
z recenzjg otrzymalem 9 marca 2023 r. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. inz. Malgorzata
Kujawinska, a promotorem pomocniczym dr inz. Wojciech Krauze.

Rozprawa zawiera trzy rozdziaty. Pierwsze dwa rozdzialy napisane w jezyku polskim sta-
nowia wstep 1 przewodnik po publikacjach; trzeci rozdzial zawiera 11 recenzowanych publika-
cji naukowych napisanych w jezyku angielskim (w tym 6 opublikowanych w czasopismach
z listy JCR), stanowigce przedmiot rozprawy. Rozprawa zawiera réwniez bibliografie do pierw-
szych dwoch rozdzialéw, streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim, glosariusz
1 spis tresci. W sumie rozprawa liczy 184 strony.

Tematyka rozprawy

Rozprawa doktorska mgra inz. Piotra Stepnia dotyczy ilo$ciowego obrazowania fazowego
(QPI — ang. quantitative phase imaging) struktur biologicznych z wykorzystaniem cyfrowej
mikroskopii holograficznej (DHM - ang. digital holographic microscopy) 1 tomografii holo-
graficznej (HT — ang. holographic tomography) z rozszerzonym polem widzenia.

Charakter rozprawy

Rozprawa ma charakter teoretyczno-doswiadczalny. Wiedza teoretyczna zostala wykorzy-
stana gtownie do analizy otrzymanych obrazéw holograficznych z wykorzystaniem systemow
DHM i HT w celu wyznaczenia iloSciowych parametrow obrazowanych obiektow fazowych
takich jak objetosciowe rozktady wspotczynnika zatamania §wiatta obiektow spdjnie wypetnia-
jacych pole pomiarowe, w szczegdlnosci w warunkach rozszerzonego pola widzenia realizo-
wanego metoda sklejania wielu obrazoéw holograficznych w jedng catos¢, a takze w poszuki-
waniu najskuteczniejszych procedur kompresji holograméw przy zachowaniu ich wlasciwosci
metrologicznych.

Charakter do$wiadczalny rozprawy zwiagzany jest z wykorzystaniem opracowanych technik
pomiarowych i algorytmdéw przetwarzania obrazéw w licznych badaniach biomedycznych (np.
w terapii laserowej 1 w hodowli komorek).
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Problem badawczy, cel i teza pracy

Problemem badawczym przedstawionym przez Doktoranta w rozprawie jest iloSciowe ob-
razowanie fazowe struktur biologicznych w warunkach duzego pola widzenia (rzedu milime-
tréw) przy jednoczesnej wysokiej rozdzielczosci (rzgdu 100-200 nm). Rozwigzanie tego pro-
blemu jest kluczowe w wykorzystaniu QPI w wielu zastosowaniach biomedycznych, takich jak
histopatologia, monitorowanie komoérek krwi i badania organoidéw. Obrazowanie fazowe jest
bezwzglednie potrzebne tam, gdzie badane sg obiekty o bardzo matej absorpcji powodujacej
bardzo maty kontrast obrazowania w badaniach opartych na pomiarze natgzenia $wiatla, a me-
tody zwigkszajace kontrast poprzez np. aplikacje widocznych barwnikéw lub znacznikéw flu-
orescencyjnych nie mogg by¢ zastosowane z uwagi np. na szkodliwos¢ dla zywych obiektow.
W obrazowaniu obiektow fazowych z wysoka rozdzielczoscig moga by¢ wykorzystane techniki
holograficzne, np. mikroskopia holograficzna lub tomografia holograficzna, jednak przy probie
wykorzystania tych technik pojawia si¢ bardzo czgsto problem zbyt matego pola widzenia. Do-
tychczas problem ten prébuje sie rozwigzaé poprzez zastosowanie technik sklejania wielu ob-
razow w jeden wiekszy, ale samo sklejanie obrazéw generuje nowe problemy zwigzane z nie-
ciggloscig kontrastu obrazowania na granicach sklejanych obrazéw, co prowadzi czesto do
utraty rozdzielczosci obrazowania w tych obszarach i ilosciowego charakteru obrazowania
obiektow fazowych. Aby rozwigzaé¢ te problemy, Doktorant sformutowal nastepujacy cel
pracy: :

»Celem pracy jest opracowanie zbioru technik pozwalajacych na wydajne uzyskanie
rozszerzonego pola widzenia bez utraty rozdzielczosci i ilosSciowego charakteru
obrazowania w technikach DHM i HT.”

Cel ten jest precyzyjnie i jasno sformutowany.

Niestety, w_pracy brakuje tezy, ktéra powszechnie jest stawiana w rozprawie doktorskiej
1 nalezaloby jej oczekiwaé. Dlatego prosba zawarta w zaleceniach dla recenzentéw prac dok-
torskich, jaka otrzymatem od Rady Naukowej Dyscypliny Automatyka, Elektronika i Elektro-
technika Politechniki Warszawskiej wraz z rozprawa, dotyczaca ustosunkowania sie¢ do tezy
pracy nie moze by¢ w tych okolicznosciach spelniona. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze formalnie
obecnos¢ tezy nie jest wymagana, tj. warunki stawiane na rozprawom doktorskim okreslone
w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r., opublikowane;j
w Dzienniku Ustaw, poz. 1668 z pézn. zm., art. 187 nie zawierajg takiego wymagania. (Ustawa
precyzuje, ze przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu nauko-
wego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow wiasnych badan naukowych
w sferze gospodarczej lub spotecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne, a ten warunek
przedstawiona rozprawa spetnia).

Rozwigzanie oryginalnego problemu badawczego Doktorant przedstawil w nastepujacym
zbiorze opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow naukowych:

P1. P. Stepien, D. Korbuszewski, M. Kujawinska: Digital Holographic Microscopy with

extended field of view using tool for generic image stitching. ETRI Journal, Vol. 41,
No. 1, 2019, pp. 73-83, https://doi.org/10.4218/etrij.2018-0499.

P2. P. Stepien, R. K. Muhamad, D. Blinder, P. Schelkens, M. Kujawiniska: Spatial band-
width-optimized compression of image plane off-axis holograms with image and
video codecs. Optics Express, Vol. 28, No. 19, 2020, pp. 27 873-27 892,
https://doi.org/10.1364/OE.398598.

P3. P. Stepien, W. Krauze, M. Kujawinska: Preprocessing methods for quantitative phase
image stitching. Biomedical Optics Express, Vol. 13, No. 1, 2021, pp. 1-13,
https://doi.org/10.1364/BOE.439045.

P4. M. Baczewska, P. Stepien, M. Mazur, W. Krauze, N. Nowak, J. Szymanski, M.
Kujawinska: Method to analyze effects of low-level laser therapy on biological cells




with a digital holographic microscope. Applied Optics, Vol. 61, No. 5, 2022, pp.
B297-B306, https://doi.org/10.1364/A0.445337.

P5. R. K. Muhamad, P. Stepien, M. Kujawinska, P. Schelkens: Off-axis image plane hol-
ogram compression in holographic tomography-metrological assessment. Optics Ex-
press, Vol. 30, No. 3, 2022, pp. 4261-4273, https://doi.org/10.1364/0E.449932.

P6. P. Schelkens, A. Ahar, A. Gilles, R. K. Muhamad, T. J. Naughton, C. Perra, A. Pin-
heiro, P. Stepien, M. Kujawinska: Compression strategies for digital holograms in bi-
omedical and multimedia applications. Light: Advanced Manufacturing, Vol. 3, No.
3, 2022, pp. 601-621 https://doi.org/10.37188/lam.2022.040.

P7. P. Stepien, M. Ziemczonok, M. Kujawinska, M. Baczewska, L. Valenti, A. Cheru-
bini, E. Casirati, W. Krauze: Numerical refractive index correction for the stitching
procedure in tomographic quantitative phase imaging. Biomedical Optics Express,
Vol. 13, No. 11, 2022, pp. 5709-5720, https://doi.org/10.1364/BOE.466403.

K1. P. Stepien, T. Bernas, W. Krauze, H. Sas-Nowosielska, M. Kujawinska: Multi-modal
quantitative analysis of HeLa cells using digital holographic microscopy and confocal
laser scanning microscopy. Proceedings of SPIE The International Society for Optical
Engineering, Vol. 10834, 2018, pp. 108341V1-7,
https://doi.org/10.1117/12.2319588.

K2. P. Stepien, R. K. Muhamad, M. Kujawinska, P. Schelkens: Hologram compression in
quantitative phase imaging. Proceedings of SPIE The International Society for Opti-
cal Engineering, Vol. 11249, 2020, pp. 112491Q1-12,
https://doi.org/10.1117/12.2546092.

K3. R. K. Muhamad, P. Stepien, D. Blinder, P. Schelkens, M. Kujawinska: Holographic
data compression for holographic microscopy and tomography in biomedical applica-
tions. In Digital Holography and Three-Dimensional Imaging, Optica Publishing
Group, 2020, HTh5D-1, pp. 1-2, https://doi.org/10.1364/DH.2020.HThS5D.1.

K4. M. Baczewska, W. Krauze, A. Kus, P. Stepien, K. Tokarska, K. Zukowski, E. Mali-
nowska, Z. Brzozka, M. Kujawinska: On-chip holographic tomography for quantify-
ing refractive index changes of cells’ dynamics. Proceedings of SPIE The Interna-
tional Society for Optical Engineering, Vol. 11970, 2022, pp. 11970008-1-5,
https://doi.org/10.1117/12.2608641.

Rozwigzanie problemu

Rozszerzanie pola widzenia poprzez zszywanie wielu obrazow (tj. taczeniu wielu obrazéw
z naktadajgcymi si¢ polami widzenia) obiektéw fazowych pozyskanych za pomoca DHM i HT
na potrzeby ilosciowego obrazowania fazowego jest technikg dotychczas mato rozwiniety
w poréwnaniu z ré6znymi metodami stosowanymi w zszywaniu obrazéw natg¢zeniowych. Przy-
czyng tego stanu rzeczy jest to, ze pomiary fazy, jakie dokonujemy za pomoca technik interfe-
rometrycznych, do ktérych nalezg techniki DHM i HT, sg pomiarami wzglednymi z uwagi na
okresowo$¢ natezenia promieniowania powstatego w wyniku interferencji wigzki pomiarowe;j
i wiazki odniesienia w funkcji ich réznicy faz. Zatem techniki te bardzo dobrze radza sobie ze
wzglednymi zmianami fazy w poszczegolnych, blisko potozonych miejscach w obrazie, ale nie
daja one bezposrednio informacji o bezwzglednych wartosciach fazy. Dysponujgc waskim po-
lem widzenia pochodzgcym z jednego obrazu, najczgsciej nie jesteSmy w stanie na podstawie
pomierzonych roznic fazy w poszczegdinych obszarach obrazu zobrazowac bezwzgledne opdz-
nienie fazowe wnoszone przez badany obiekt. Co wigcej, majgc wiele obrazow, ktére chcemy
zszy¢ w jeden wigkszy, na ich granicach zobrazowana faza moze by¢ zobrazowana wzgledem
innej wartosci poczatkowej na przyktad ze wzgledu na aberracje uktadu optycznego prowa-
dzace do znieksztatcenia frontow falowych, wolnozmienne zmiany fazy wynikajace z niesta-
bilnosci badanego obiektu (np. podczas badania hodowli komorkowych z ptynna pozywka) czy
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zmiany fazy wigzki odniesienia w czasie niezbednym do zmiany pola widzenia potrzebnej, aby
zarejestrowac kolejny pojedynczy obraz do wykorzystania w technice zszywania. Prowadzi to
do sytuacji, w ktorej na granicy zszytych obrazow moga powstac skokowe roznice fazy, a takie
same obiekty zobrazowane w dwdch réznych obrazach, po ich zszyciu bedg zobrazowane jako
obiekty wnoszace rdézne przesunigcie fazowe.

W swoich pracach Doktorant zaproponowat kilka metod rozwigzania tego problemu. Cechg
wspolng tych metod jest taka rejestracja poszczegolnych obrazéw do podZnego zszycia, by
w miejscu ich tgczenia obrazy te czesciowo zachodzily na siebie. W metodach tych w nastep-
nym kroku dokonywane jest uzgodnienie faz odniesienia poszczegolnych obrazow tak, aby
uzyskac¢ zgodnos¢ fazy obiektoéw wystepujacych na czesciach wspolnych zachodzgcych cze-
$ciowo na siebie obrazéw. Na potrzeby wykorzystania technik DHM do ilosciowego obrazo-
wania fazowego Doktorant opracowat i przetestowal kilka metod uzgadniania fazy. Naleza do
nich metoda wykorzystujaca usuwanie skutkow aberracji systematycznej potagczona z usuwa-
niem skutkow aberracji liniowego trendu fazowego, opisana przez Doktoranta w pracy [P1]
oraz w pracy [P3] pod nazwa metoda seq-BC (ang. sequential baseline correction). Do korekcji
aberracji systematycznej Doktorant wykorzystat nowatorskg metode AME (ang. averaged mul-
tiple exposure) [P1] oraz FAME (ang. filtered averaged multiple exposure) [P3] bedacg rozsze-
rzong metoda AME o filtracje dolnoprzepustowa. Do usuwania skutkdw aberracji liniowego
trendu fazowego Doktorant wykorzystal metod¢ grad-PF (ang. gradient-based plane fitting).

Innymi zaproponowanymi przez Doktoranta metodami uzgadniania fazy przy zszywaniu
obrazéw jest metoda opt-B (ang. optimization-based baseline correction), polegajgca na mini-
malizacji sumy bledéw sredniokwadratowych roznic fazy pomigdzy pokrywajacymi si¢ frag-
mentami sgsiadujacych obrazow, oraz metoda opt-BT (ang. optimization-based baseline and
trend correction), bedaca metoda opt-B z dodatkowa redukcjg wplywu liniowego trendu fazo-
wego [P7].

Cho¢ wyzej wspomniane metody uzgadniania fazy tgczonych obrazéw zostaly opracowane
przez Doktoranta na potrzeby DHM, moga one by¢ réwniez wykorzystane przy uzgadnianiu
fazy w czasie taczenia obrazéw pochodzacych z HT. Na potrzeby tgczenia obrazoéw HT Dok-
torant zaproponowat istotne usprawnienie metody opt-B, jaka jest metoda IABC (ang. iterative
averaged baseline correction) [P7] polegajace na iteracyjnej korekcji bazowego wspdtczynnika
zalamania, wzgledem ktérego na podstawie rejestrowanych rdéznic wspédtczynnika zatamania
obliczone s3 bezwzgledne wartosci wspolczynnika zatamania w otrzymanych obrazach powsta-
tych ze sklejania obrazow tomograficznych.

Istotnym problemem, jaki pojawia si¢ przy tworzeniu obrazow przy rozszerzanym polu wi-
dzenia poprzez zszywanie wielu obrazéw obiektéw fazowych pozyskanych za pomocg DHM
1 HT na potrzeby ilosciowego obrazowania fazowego jest wielkos¢ otrzymanych plikow. Na
przyktad, zszywajac w jeden obraz 10 obrazéwx10 obrazéw sktadowych o wymiarze 2000 pik-
selix2500 pikseli przy 8-bitowym kodowaniu pojedynczego piksela otrzymujemy 500 MB
(476,84 MiB) surowych danych. W swoich badaniach Doktorant wielokrotnie powtarzat reje-
stracje zszytych obrazéw powstatych w wyniku pomiaréw metodg DHM lub HT badanego
obiektu z czestotliwoscia kilku zszytych obrazéow na godzing. W powyzszym przykladzie, re-
jestrujac zszyty obraz co 10 minut, przy 24-godzinnej rejestracji otrzymujemy 72 GB (68 664
MiB = 67,06 GiB). W pracy [P7] Doktorant opisuje sytuacje, w ktérej w czasie badan dokonat
320 pomiaréw, gdzie przy kazdym pomiarze dokonal zszycia 360 obrazéw obiektéw fazowych,
co oznacza, ze zarejestrowano 576 GB (536,44 GiB). Postugiwanie si¢ i archiwizacja tak du-
zych ilosci danych jest bardzo ktopotliwa, dlatego Doktorant zdecydowat si¢ na przebadanie,
czy mozna za pomoca dostgpnych i popularnych kodekow stratnych przeznaczonych do kom-
presji plikow z pojedynczymi obrazami lub plikéw wideo mozna skompresowaé uzyskane dane
holograficzne tak, by nie wptyneto to istotnie na mozliwo$¢ poprawnego odzyskania informacji
fazowych (zastosowane kodeki sa zoptymalizowane na minimalizacj¢ negatywnego wplywu
kompresji na oceng wizualng odtwarzanych plikoéw obrazowych, a nie na kompresje danych



holograficznych). Pod wzgledem kompresji przebadano rowniez kilka kodekow bezstratnych.
Problemowi kompresji poswigcono prace [P2, PS5, P6, K2, K3]. W swoich badaniach wziete
byly przede wszystkim dwa najistotniejsze kryteria: stopien kompresji i (w wypadku zastoso-
wanych kodekow stratnych) doktadno$¢ metrologiczna odtworzonych ze skompresowanych
plikow obrazoéw oraz stosunek sygnatu do szumu. Przebadane zostaty kodeki bezstratne oraz
stratne. Przebadano pod tym wzgledem popularne kodeki: AVC (H.264/AVC), HEVC
(H.265/HEVC), JPEG, JPEG 2000, JPEG LS, JPEG XS oraz kodek JPEG DAPD (prawdopo-
dobnie chodzi tu o kodek ,, JPEG 2000 with Directional Wavelet and Full Packet Decomposi-
tion” — Doktorant w pracy [K2],wymieniajac ten kodek, powotuje si¢ tam do pozycji literatu-
rowej [38], w ktorej, niestety, kodek pod nazwa JPEG DADP nie wystepuje; jednak w jednej
z prac opublikowanych przez Doktoranta, do ktorej recenzent zdotat dotrzeé, na takie rozwi-
nigcie akronimu JPEG DAPD mozna si¢ natkna¢). Z posrod przebadanych kodekdw stratnych
najgorszym pod wzgledem otrzymanego szumu natezenia oraz fazy odtwarzanych frontow fa-
lowych byt w wigkszosci wypadkow kodek JPEG (czasem, przy niektorych stopniach kompre-
sj1 najgorszym okazat si¢ kodek JPEG XS), a najlepszym kodek JPEG 2000. Szkoda, ze w swo-
ich pracach Doktorant nie przedstawil wynikow badan dotyczacych najnowszego kodeka do
kompresji wideo w zastosowaniu do kompresji obrazéw holograficznych tego samego obiektu
przy danym interwale czasowym, jakim jest dostepny od 2020 roku kodek H.266/VVC (wersja
nieoficjalna tego kodeka byta juz dostgpna w 2019 roku); wspomniat o nim jedynie w pracy
[P6], twierdzac, ze umozliwi on kompresje obrazéw o 30-50% lepsza niz uzyskana za pomocg
kodeka HEVC. W wyniku przeprowadzonych badan Doktorant wykazat, ze mozliwe jest osig-
gnigcie wysokiego wspotczynnika kompresji przy niewielkiej utracie jakosci zrekonstruowa-
nych rozkladoéw fazy (okreslonej poziomem szumu i poziomem btedu fazy) frontéw falowych
promieniowania optycznego przechodzacego przez obiekty fazowe [K2].

Opisane wyzej metody zszywania oraz kompresji obrazoéw holograficznych byty z powo-
dzeniem przetestowane i zastosowane w badaniach biomedycznych. Metoda wykorzystujaca
zszyte obrazy pochodzace z mikroskopu holograficznego byta przetestowana na hodowlach
komoérkowych [P1, K2], w tym linii komérek Hela (linia komoérkowa raka szyjki macicy) w ob-
razowaniu struktur wewnatrzkomorkowych [K1] bez wykorzystania toksycznych fluorescen-
cyjnych markeréow, ktore sg typowo stosowane w obrazowaniu wnetrza komorek, oraz linii
komorkowej keratynocytéw HaCaT w badaniach nad procesem gojenia si¢ rany [P3]. Metoda
ta byla rowniez wykorzystana w analizie efektéw terapii laserowej o niskim poziomie w ko-
morkach biologicznych [P4], gdzie rdwniez wykorzystano komérki z linii HaCaT, a takze ko-
moérki SHSY-5Y (linia komoérkowa pochodzaca z ludzkiego rdzenia nadnerczy). Opracowane
metody kompresji obrazéw z tomografii holograficznej wykorzystano w badaniach kultur ko-
moérkowych A549 (adenokarcynoma komoérek nablonka pecherzykowego pluc) i MeWo (linia
komérkowa pochodzaca z ludzkiej skory) [K4] oraz organoidu watroby [P7].

Wiedza Doktoranta i znajomos¢ literatury

Tresci zawarte w rozprawie doktorskiej pozwalajg stwierdzi¢, ze Doktorant ma wystarcza-
jaca wiedzg na temat prowadzenia badan na pograniczu elektroniki optoelektroniki i fotoniki
oraz w zakresie pozwalajacym definiowac i skutecznie rozwigzywa¢ problemy wylaniajgce si¢
w zaawansowanych technikach diagnostycznych. Znajomos¢ literatury jest wystarczajaca, a jej
wykorzystanie wlasciwe. Bibliografia rozprawy obejmuje 42 pozycji, z czego wigkszos¢ po-
chodzi z ostatniej dekady z renomowanych czasopism naukowych o zasiggu Swiatowym.
Liczba ta budzi pewien niedosyt i zwigzana jest z do$¢ lapidarnym opisem stanu wiedzy w roz-
prawie. Na usprawiedliwienie Doktoranta przemawia fakt, ze wiele wartosciowych pozyciji li-
teraturowych, na ktore Doktorant nie odwotuje si¢ bezposrednio w rozprawie, zawierajg arty-
kuly przedstawione w rozdziale trzecim rozprawy. Poszczegdlne artykutly zawierajg bibliogra-
fie obeimujaca od 14 do 130 pozycji. Poniewaz pozycje te wystepuja w publikacjach,




w ktérych Doktorant jest wspoétautorem, trudno okresli¢ jednoznacznie, na ktoére pozycje po-
wotlat si¢ bezposrednio Doktorant, po ich wnikliwym przestudiowaniu, a na ktére pozostali
wspotautorzy.

Wklad rozprawy w rozwdj optycznych technik diagnostycznych

Opracowane metody zszywania obrazow wykorzystywane w mikroskopii holograficzne;j
1 tomografii optycznej z rozszerzonym polem widzenia majg istotne znaczenie praktyczne
w diagnostyce — zwlaszcza na potrzeby badan biomedycznych. Pozwalajg bowiem ilosciowo
obrazowa¢ obiekty fazowe o rozmiarach znacznie wigkszych niz pozwala na to pojedynczy
obraz uzyskiwany z cyfrowego mikroskopu holograficznego lub tomografu holograficznego
przy zachowaniu przestrzennej zdolnosci rozdzielczej, jakie te systemy oferuja.

Oryginalny dorobek Doktoranta

Do oryginalnych osiggnie¢ Doktoranta zaliczy¢ mozna:

1. opracowanie procedury zszywania wielu pojedynczych obrazéw obiektow fazowych
pochodzacych z cyfrowego mikroskopu holograficznego przy obecnosci aberracji fazo-
wych uktadu optycznego prowadzacych do znieksztalcenia frontéw falowych w jeden
obraz przy uzgodnieniu wartosci fazy odniesienia poszczegodlnych zszywanych obra-
zO6w obiektéw wypelniajgcych pole pomiarowe;

2. opracowanie procedury rekonstrukeji rozktadu wspolczynnika zatamania obrazowa-
nego obiektow wypeltniajacych pole pomiarowe z uwzglednieniem warto$ci odniesienia
wspodltczynnika zatamania, gdzie rekonstrukcji dokonujemy na podstawie wielu poje-
dynczych obrazow obiektéw fazowych pochodzacych z tomografu holograficznego;

3. przebadanie wplywu kompresji danych pomiarowych z wykorzystaniem roéznych do-
stepnych kodekéw na doktadnosé zrekonstruowanych rozktadéw fazy (okreslonej po-
ziomem szumu i poziomem bledu fazy) frontéw falowych promieniowania optycznego
przechodzacego przez obiekty fazowe;

4. zastosowanie opracowanych procedur wykorzystania mikroskopii holograficznej i to-
mografii holograficznej z rozszerzonym polem widzenia w badaniach biomedycznych
zwigzanych z terapig laserowg lub hodowlg komorek;

5. opublikowanie wynikéw badan zwigzanych z rozprawg doktorskg w siedmiu artykutach
w czasopismach naukowych (w tym szesciu artykuldw w czasopismach znajdujgcych
si¢ na liscie JCR, gdzie w czterech jest pierwszym wspotautorem) oraz dodatkowo
w czterech artykutach pokonferencyjnych.

Uwagi merytoryczne, slabe strony pracy

1. W rozprawie nie postawiono ani tezy ani hipotezy. Cho¢ koniecznos$¢ postawienia tezy
lub hipotezy w rozprawie doktorskiej nie jest ustawowo uregulowana, zdaniem recen-
zenta rozprawa doktorska powinna mie¢ tez¢ lub hipotezg, ktdrej dowdd powinien sta-
nowi¢ glowny punkt rozprawy i ktory bedzie poparty argumentami, badaniami i anali-
zami. Teza lub hipoteza powinna odzwierciedla¢ cel pracy i wskazywac, co doktadnie
badacz chce udowodni¢ lub odkry¢ poprzez swoje badania. Powinna by¢ ona mozliwa
do zweryfikowania poprzez metody naukowe i uwzglednia¢ istniejgce badania i publi-
kacje w danej dziedzinie. Postawienie tezy lub hipotezy jest od wiekéw nieodtgcznym
elementem w wielu dziedzinach naukowych, zwlaszcza w dziedzinie nauk $cistych
1 przyrodniczych, w szczegoélnosci w naukach fizycznych. Przedstawiona rozprawa dok-
torska dotyczy dziedziny nauk inzynieryjno-technicznych, ktéra mocno zwigzana jest
z fizyka stosowang i z tego powodu tez powinna mie¢, tak jak w naukach fizycznych
(lub bardziej ogdlnie — w naukach Scistych i przyrodniczych), postawiong teze. Rowniez



z wytycznych Rady Naukowej Dyscypliny Automatyka, Elektronika i Elektrotechnika
(obecnie Rady Naukowej Dyscypliny Automatyka, Elektronika, Elektrotechnika
i Technologie Kosmiczne) Politechniki Warszawskiej wynika, ze teza powinna by¢ po-
stawiona, skoro w wytycznych dla recenzenta jest prosba, by sie do tezy ustosunkowat.

. Przedstawiony przewodnik po zbiorze opublikowanych i powigzanych tematycznie ar-

tykutow naukowych jest bardzo lapidarny. Poniewaz zbidr ten nie zawiera przeglado-
wego artykutlu dotyczacego stanu wiedzy na temat ilo§ciowego obrazowania fazowego
struktur biologicznych, rozprawa powinna zawiera¢ osobny rozdzial na ten temat.
W rozdziale tym powinien by¢ opis rdwniez innych metod niz mikroskopia hologra-
ficzna i tomografia holograficzna z rozszerzonym polem widzenia, chociazby w celach
poréwnawczych — iloSciowe obrazowanie fazowe moze by¢ rowniez dokonane za po-
mocg tomografii dyfrakcyjnej, mikroskopii optycznej z kontrastem fazowym, optyczne;j
tomografii koherentnej lub transmisyjnej optycznej tomografii koherentnej. Z przyczyn
praktycznych Doktorant wybrat dwie metody ilosciowego obrazowania fazowego, ja-
kimi sg mikroskopia holograficzna i tomografia holograficzna z rozszerzonym polem
widzenia, ktére nie wymagaja (w odrdznieniu np. od tomografii dyfrakcyjnej) pomia-
réw z wielu stron. Takiego obrazowania nie wymaga réwniez optyczna tomografia ko-
herentna — szkoda, ze do tej metody nie ustosunkowat si¢ Doktorant, zwtaszcza w kon-
teks$cie pomiaru bezwzglednej warto$ci zmiany fazy promieniowania optycznego wno-
szonej przez badany obiekt fazowy (w optycznej tomografii koherentnej, ktéra wyko-
rzystuje promieniowanie o szerokim widmie, taki pomiar jest mozliwy dla danej dtugo-
$ci fali na podstawie szybkosci zmian fazy w funkcji dtugosci fali).

W niektoérych obiektach biologicznych wystepuje zjawisko dwojtomnoscei (np. w Scig-
gnach, nerwach, niektorych strukturach oka czy tkankach zawierajace kolagen). Cze$¢
tych obiektow mozna zaliczy¢ do obiektéw fazowych. Czy wykorzystywane metody
ilosciowego obrazowania fazowego nadajg si¢ rowniez do tego typu obiektow — jesli
nie, to czy mozliwe sg modyfikacje tych metod, aby obrazowanie takie bylo mozliwe?
W rozprawie i dotgczonych artykulach Doktorant stosuje nieprawidlowe jednostki przy
okreslaniu wielkosci plikow lub ilosci danych pomiarowych, co prowadzi¢ moze do
licznych nieporozumien i interpretacji uzyskanych wynikow. Na przyktad na 30 stronie
rozprawy Doktorant opisuje problem rozmiaru danych holograficznych, gdzie stwier-
dza, ze przy zastosowaniu sensora o wymiarach 2000 pikseli x 2500 pikseli i 8-bitowym
kodowaniu poziomow stopnia szarosci pojedynczego piksela otrzymujemy plik o roz-
miarze ,,blisko 5 MB” (czemu blisko, a nie doktadnie 5 MB?). Dalej pisze, ze przy
akwizycji obrazéw raz na 10 minut przez 24 godziny, gdzie rejestrowany obszar zawiera
100 po6t widzenia otrzymuje niemalze 69 GB surowych danych pomiarowych. Latwo
sprawdzié, ze nie jest to prawda — surowe dane pomiarowe zajma 6x24x100x5 MB =
72 000 MB = 72 GB (= 67,06 GiB), a nie, jak podaje Doktorant ,,niemalze 69 GB”.
Podobne watpliwosci budzg wartosci ilosci danych zawarte w pracach [P6] i [K3] —np.
dlaczego z kamery Sony IMX250 posiadajaca 5,07 milionéw pikseli przy rejestracji
obrazow otrzymujemy pliki o wielkosci 4,8 MB, a nie 5,07 MB? Odnosze wrazenie, ze
zaistniala rozbiezno$¢é wzigta si¢ z zastosowania mi¢dzy innymi btednych jednostek.
Wszak 72 GB = 68 664 MiB, co Doktorant zinterpretowal btednie jako ,,niemalze
69 GB”. Natomiast 5,07 MB = 4,83 MiB. Powyzszy przyklad pokazuje, ze Doktorant
nie rozrdznia jednostek z przedrostkami wywodzacymi si¢ od poteg liczby 10 (np. kilo
(10%), mega (10°), giga (10°), tera (10'%)) od jednostek z przedrostkami wywodzacymi
sie od poteg liczby 2 (np. kibi (2'%), mebi (22°), gibi (2°%), tebi (2*%)) i nie stosuje si¢ do
Miedzynarodowego Uktadu Jednostek Miar (Migdzynarodowego Ukladu Jednostek
Miar, Gtowny Urzagd Miar, wydanie 9, 2019 rok, The International System of Units,
Organisation intergouvernementale de la Convention du Metre, 8° édition, 2006), gdzie
rozroznia si¢ przedrostki wywodzace si¢ od poteg liczby 10 od przedrostkow



wywodzacych si¢ od poteg liczby 2 oraz do Rozporzadzenia Rady Ministrow z dnia
S czerwca 2020 r. w sprawie legalnych jednostek miar (Dz. U. 2020 r, poz. 1024), gdzie
jednoznacznie okresla sie, ze przedrostki kilo, mega, giga czy tera odnoszg si¢ wytacz-
nie do przedrostkdw wywodzacych sie od potgg liczby 10. Recenzent jest swiadomy,
ze potocznie czesto blednie si¢ stosuje przedrostki kilo, mega, giga czy tera zamiast
kibi, mebi, gibi czy tebi odnosnie wielkosci plikdw, pojemnosci pamigci itp., jednak
w artykutach naukowych czy w rozprawie doktorskiej nalezy wystrzega¢ si¢ tego typu
bledow.

5. W wypadku interferometrow lepiej stosowac znacznie czgsciej stosowany termin ra-
miona interferometru zamiast galezie interferometru (str. 17 rozprawy).

W rozprawie mozna znalez¢ pojedyncze btedy edycyjne, np. brak spacji migdzy liczbg i jed-

nostkag w ,,2um” (str. 14), niepotrzebna kreska w wyrazeniu ,,nie-ilosciowych” (str. 17)

1 zwigzane z interpunkcjg, np. w wyrazaniach ,,...analogicznej korekty nawet w przypadku

kiedy...” (str. 24), ,,...wigkszej liczby bitow aby zachowaé...” (str. 33).

Podsumowanie

Mgr inz. Piotr Stgpien w czasie realizacji rozprawy doktorskiej wykazal duza aktywnosé
naukowa, czego wynikiem sg liczne publikacje naukowe i wystgpienia konferencyjne. Jego
catkowity dorobek naukowy liczy 13 publikacji, w ktérych jest wspdtautorem (w 7 wypadkach
jest pierwszym wspotautorem), z czego 11 publikacji stanowi podstawe rozprawy doktorskiej.
Opracowane przez Doktoranta metody sklejania obrazow w ilosciowym obrazowaniu fazowym
struktur biologicznych z wykorzystaniem mikroskopii holograficznej i tomografii holograficz-
nej z rozszerzonym polem widzenia stanowig istotny wkiad w rozwoju optycznych technik po-
miarowych obiektéw na poziomie komérkowym i subkomérkowym bez koniecznosci stoso-
wania widocznych barwnikow lub znacznikoéw fluorescencyjnych, ktére moga by¢ szkodliwe
dla zywych obiektow. Pomimo wskazanych w recenzji usterek, stwierdzam, ze praca przed-
stawiona przez mgra inz. Piotra St¢pnia spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim
okreslonych w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) oraz tym samym wnioskuje¢ o dopuszczenie jej do
publicznej obrony. Bioragc pod uwage publikacje wynikéw prac w renomowanych czasopi-
smach znajdujacej si¢ na liscie JCR, sposrod ktorych w czterech jest pierwszym wspdtautorem,
zaliczam rozprawe doktorska mgra inz. Piotra Stgpnia do kategorii spelniajgca wymaga-
nia z wyraznym nadmiarem.
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