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Praca doktorska magistra Wojciecha Krauze powstata pod kierunkiem Pani prof. dr
hab. inz. Malgorzaty Kujawinskiej oraz dr. inz. Piotra Makowskiego — promotora
pomocniczego. Praca zostata ztozona na Wydziale Mechatroniki Politechniki Warszawskiej
w 2018 roku. Praca dotyczy aktualnych i bardzo waznych zagadnien zwiazanych
z obrazowaniem tréjwymiarowym przy ograniczonym zakresie katowym akwizycji
projekcji tomograficznych w zakresie widzialnym promieniowania elektromagnetycznego.
Podstawowym zastosowaniem zagadnieni przedstawionych w rozprawie jest mikroskopowe,
trojwymiarowe obrazowanie ilosciowe komoérek i wycinkéw tkanek biologicznych
z pomiarem ilo$ciowym fazy.

Detekcja i okreslenie ilosciowe fazy promieniowania elektromagnetycznego jest od
dawna niezmiernie waznym aspektem obrazowania. W obrazowaniu to wlasnie faza
promieniowania elekromagnetycznego pochodzacego od obrazowanej probki czesto niesie
wigkszo$¢ informacji zawartej w obrazach, ponadto, nie da sie jej zmierzyé w spos6b
bezposredni, a jedynie posrednio poprzez jej zamiang na inne wielkosci fizyczne. Tak dzieje
si¢ w holografii, gdzie faza promieniowania jest zamieniana na jego intensywnosc,
rejestrowang nastgpnie za pomocg standardowych detektoréw jakimi sa kamery CMOS lub
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CCD. W kolejnym kroku (rekonstrukcji) numerycznie zastgpuje si¢ proces optycznej
rekonstrukcji, poprzez np. propagacj¢ wsteczng frontu falowego pochodzacego od obiektu
do plaszczyzny, w ktérej byt on zlokalizowany podczas procesu rejestracji. Taka
metodologia pozwala réwniez na numeryczng rekonstrukcje w wielu ptaszczyznach,
zlokalizowanych blisko siebie, co pozwala na rekonstrukcje tréjwymiarowg badanego
obiektu.

Innym sposobem pozwalajagcym na tréjwymiarowg rekonstrukcj¢ obiektu badanego
jest tomografia. Zazwyczaj, w tomografii obiekt obrazowany jest poprzez akwizycje wielu
projekcji dla réznych katéw pomiedzy wybrang ptaszczyzng obiektu, a osig optyczng uktadu
obrazujgcego. Mozna to zrealizowa¢ najprosciej poprzez obrdt samego obiektu, lub tez, np.
w zastosowaniach medycznych poprzez obrdt uktadu obrazujgcego wzgledem stacjonarnego
obiektu badanego. W niektdrych jednak przypadkach nie jest mozliwa akwizycja projekcji
w kacie pelnym. Moze to wynikaé¢ z ograniczeri dotyczacych obiektu badanego (np.
mikroskopijny obiekt umieszczony na podiozu o relatywnie duzych wymiarach
uniemozliwiajacych pelny obrét), badz tez ukiadu obrazujgcego (skanowanie wigzki
w ukladzie optycznym mikroskopu moze odbywac si¢ w zakresie katow okreslonym przez
kat maksymalny zwigzany z aperturg numeryczng obiektywu). Zagadnienie wspomniane
przeze mnie powyzej okreslane jest jako optyczna tomografia z ograniczonym zakresem
katowym projekcji.

Celem rozprawy bylo opracowaniem pelnej sciezki przetwarzania danych,
pozyskiwanych z ukladu optycznej tomografii z ograniczonym zakresem katowym
projekcji. Rozprawa przedstawia algorytm przetwarzania danych, w postaci holograméw
pozyskanych dla réznych katéw propagacji wiazki promieniowania elektromagnetycznego
w stosunku do badanego obiektu w pewnym skorficzonym zakresie kgtowym, np. dla statego
kata elewacji i pelnego zakresu katow azymutalnych, w celu dokladnej, iloSciowej
rekonstrukcji rozkladu tréjwymiarowego wspdtczynnika zatamania w  strukturach
biologicznych, takich jak komorki.

Rozprawa zostata przygotowana w formie tradycyjnej; dokumentu sktadajacego sie
z szesciu rozdzialéw na 92. stronach, 41 rysunkéw i obrazéw oraz 99 odno$nikéw
literaturowych. W rozdziale pierwszym Doktorant przedstawia motywacje, jaka sktonita go
do zajecia si¢ tematyka, w ktorej sie specjalizuje. Jest nig opracowanie metody
niedestrukcyjnego, optycznego obrazowania ilo$ciowego probek biologicznych. Autor we
wstepie opisuje dostepne metody obrazowania probek biologicznych, takie jak mikroskopia
w zakresie widzialnym, mikroskopia fluorescencyjna i konfokalna. Przedstawia tez techniki
obrazowania fazowego (QPI) takie jak cyfrowa mikroskopia holograficzna (DHM)
i optyczna tomografia dyfrakcyjna (ODT) bazujgca na akwizycji projekcji holograficznych.
Opisuje zalety i wady pozyskiwania projekcji w petnym kacie oraz w ograniczonym
zakresie, konkludujgc, iz obecnie sa metody do rekonstrukcji tomograficznej
w ograniczonym zakresie katow, ale nie sg one dedykowane do obrazowania probek
biologicznych w skali mikro. W rozdziale tym Autor przedstawia zatem hipoteze swojej
pracy, ktéra moéwi o mozliwosci minimalizacji bledu rekonstrukcji mikroobiektow
biologicznych poprzez uzycie dedykowanej do tego celu procedury przetwarzania danych,
nazwanej TVIC (ang. Total Variation Iterative Constraint). Metoda ta wykorzystuje
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minimalizacje wahania rekonstrukcji do odtworzenia granic obiektu oraz algorytm
Gerchberga-Papoulisa (GP), w celu obliczenia rozktadu wspdtczynnika zatamania wewnatrz
tych granic oraz w znaczacy sposob zmniejsza znieksztalcenia zrekonstruowanych obiektow
biologicznych i btad rozktadu wspétczynnika zalamania.

W rozdziale drugim Autor przedstawia metody pomiaru fazy w probkach
o czesciowej lub petnej transmisji, takie jak cyfrowa mikroskopia holograficzna (DHM),
fourierowska mikroskopia ptychograficzna (FPM), mikroskopia SLIM, tomografia SLIT,
oraz, z uwagi na fakt, iz powyzsze metody nie pozwalaja na peilna, trojwymiarowg
reprezentacje¢ wspotczynnika zatamania, przedstawia metod¢ ODT. Opisuje nastepnie
procedure akwizycji danych pomiarowych w tej metodzie i przedstawia mozliwe
konfiguracje eksperymentalne ODT. Z uwagi na fakt, iz obrazowanie prébek z uzyciem
metody ODT nalezy do probleméw lub tez zagadnien odwrotnych, do okreslenia
parametrow wejsciowych (w tym przypadku parametrow optycznych badanych obiektéw)
nalezy uzy¢ procedur numerycznych, odpowiednio opracowanych do tego celu. W rozdziale
tym Autor przedstawia podstawy fizyczne tych procedur oraz wprowadza Czytelnika do
optycznej tomografii dyfrakcyjnej z ograniczonym zakresem kgtowym projekcji (LAODT).
W tym celu opisuje przyblizenia Borna i Rytova oraz okresla warunki ich stosowania.
Z uwagi na fakt, iz rozprawa poswiecona zostata analizie mikroprobek biologicznych,
w ktorych istnieja relatywnie niewielkie gradienty wspdtczynnika zatamania, w dalszej
czesci pracy stosuje przyblizenia Rytova. Nastepnie przedstawia glowne bloki w algorytmie
LAODT, ktére dokladnie opisuje oraz przedstawia mozliwe sposoby zmiany kata
os$wietlenia probki, ktore najczesciej sa stosowane w LAODT. Do tych sposobéw zalicza
skanowanie wigzka za pomoca galwanometrycznie sterowanych zwierciadet, mikroluster
oraz fazowych modulatoréw odbiciowych. Opisuje ich mozliwosci, wady i zalety
w zastosowaniach do obrazowania mikroprébek biologicznych. W tym rozdziale Autor
przedstawia takze ograniczenia metody LAODT, takie jak zanizanie wartosci
wspoiczynnika zalamania w zrekonstruowanych obrazach, a takze, znieksztalcenia
wystepujace w rekonstrukcji wewngtrznej struktury obiektu oraz jego zewnetrznej
geometrii, spowodowane ograniczeniem w zakresie katéw projekcji, powodujgcym braki
sygnalu w widmie rekonstrukcji. W konicowej czesci rozdziatu opisuje niektore przykiady
metod rekonstrukcji, konkludujac, iz metody algebraiczne nie biorg pod uwage zjawiska
dyfrakcji. Jednakze polaczenie ich z metoda minimalizacji Total-p Variation (TpV) pozwala
na uzyskanie wysokiej jakosci rekonstrukcji w ODT. Takie potgczenie ma jednak swoje
ograniczenia, gdyz zaklada, iz obiekt badany moze by¢ aproksymowany funkcjg skokowej
zmiany wspoétczynnika zatamania (funkcja ma przedziatami staltg warto$¢), co nie zawsze
jest prawda.

W rozdziale trzecim Autor przybliza Czytelnikowi metode TpV, ktéra pozwala na
czesciowe wypelnienie braku sygnalu w widmie rekonstrukcji, powodujgce w nastepstwie
znieksztalcenia zrekonstruowanego obiektu. Jednakze metoda ta w skrajnych przypadkach
bardzo uogoélnia zrekonstruowany obiekt biologiczny, z tego powodu w niektérych
przypadkach moze by¢ nieakceptowalna. Autor proponuje zatem metode TVIC, ktéra moze
by¢ uzyta do rekonstrukcji obiektéw o ciaglej funkcji wspotczynnika zatamania. Jest to
gtéwna nowos$¢ w rozprawie. W rozdziale tym opisuje doktadnie zaproponowang przez
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siebie metodg. Najprosciej mdéwigc, proces rekonstrukcji podzielony zostal na dwa
podprocesy. W pierwszym z nich prawidtowo rekonstruowana jest zewnetrzna czes¢ obiektu
(informacja o brzegach obiektu), zas w drugim podprocesie rekonstruowany jest rozktad
wspoéfczynnika zatlamania wewnatrz badanego obiektu. Nastepnie opisuje procedury
,»CzZyszczenia” zrekonstruowanego obrazu, ktére maja za zadanie usuniecie niechcianych,
nierzeczywistych artefaktéw, mogacych pojawié si¢ w zrekonstruowanej objetosci. To
wszystko przedstawione zostato przez Autora na podstawie rekonstrukcji numerycznych
obiektow fantomowych o dobrze zdefiniowanych i znanych a-priori parametrach, gdzie
poréwnane zostaly zrekonstruowane obrazy dla klasycznego algorytmu rekonstrukcji GP
z rekonstrukcjami wspomaganymi opracowang przez Autora metodg TVIC (TVIC-GP).
Wyniki w jasny i przekonujacy sposéb przedstawiaja wyzszos¢ metody wspomaganej
TVIC-GP. Z uwagi na fakt, iz metoda TVIC-GP jest w drugiej czesci iteratywna, wymaga
okreslenia wiasciwego kryterium zatrzymania procesu rekonstrukcji. W przeciwnym
wypadku, po osiggnieciu optymalnej rekonstrukcji dla pewnej liczby iteracji, dalsze ich
zwigkszanie zaczyna ja pogarsza¢. Autor, w swoich rozwazaniach numerycznych, bada
rowniez wplyw ilosci projekcji na jakosé rekonstrukcji i okresla ich liczbe na okoto 90 na
podstawie wykresu jakosci rekonstrukcji jako funkcji liczby projekcji. Na podstawie
przedstawionych symulacji numerycznych procesu rekonstrukcji z uzyciem metody TVIC-
GP Autor stwierdza poprawnos¢ hipotezy badawczej, jednakze do pelnego sukcesu
potrzebna jest réwniez weryfikacja eksperymentalna. Algorytm TVIC-GP jest pierwszym
algorytmem tego typu, dedykowanym bezposrednio do rekonstrukcji probek biologicznych
w LAODT. Nie jest on jednak wolny od wad i artefaktéw, ktére mimo wszystko pojawiajg
si¢ w symulacjach numerycznych.

Aby czgéciowo rozwigzaé ten problem, w rozdziale czwartym Autor przedstawia
modyfikacje algorytmu TVIC-GP, ktérg jest LAODT o rozszerzonej glebi ostrosci.
Modyfikacja polega na zmianie ptaszczyzny rekonstrukcji poprzez zmiane ogniskowej
elementu optycznego. Pozwala to na jednakowa rozdzielczo$¢ rekonstrukcji w catej
zrekonstruowanej objetosci. Opréocz skanowana przestrzennego w ukladzie nastgpuje
réwniez skanowanie wzdluz osi optycznej, co pozwala na zebranie projekcji dla réznych
plaszczyzn przecinajacych obiekt na réznej glebokosci. Jest to bardzo wazne, jesli grubosé
obiektu jest znacznie wigksza niz glgbia ostrosci (DOF) uzytego obiektywu.

W rozdziale pigtym Autor przedstawia weryfikacj¢ eksperymentalng swoich
symulacji. W pierwszej czesci przeprowadza eksperyment, ktéry udowadnia dziatanie
i superlatywne wlasciwosci metody TVIC-GP w poréwnaniu do innych klasycznych metod
GP i DI. Jako prébek uzywa mikrokulki PMMA i komorki biologiczne, takie jak fibroblasty.
W czgsci drugiej rozdzialu Autor potwierdza eksperymentalnie dziatanie LAODT
o rozszerzonej glebi ostrosci réwniez na obiekcie rzeczywistym i biologicznym w postaci
komorek raka prostaty. Wyniki eksperymentalne, wraz z poprzednio przedstawionymi
symulacjami, w pelni potwierdzajg hipoteze badawcza pracy. Autor stwierdza jednakze, iz
gléwnym ograniczeniem zaproponowanych przez niego metod jest ilos¢ danych zbieranych
w procesie akwizycji oraz zwigzany z tym czas potrzebny do ich rejestracji. Jednakze
uwazam, iz jest to ograniczenie, ktérego wplyw bedzie minimalizowany wraz z dalszym
rozwojem techniki komputerowe;j.
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W ostatnim rozdziale pracy Autor przedstawia wnioski koncowe i plany na
przyszto$¢, zwiagzane z tymi bardzo interesujagcymi i waznymi z punktu widzenia
obrazowania  tr§jwymiarowego w  zakresie = widzialnym promieniowania
elektromagnetycznego zagadnieniami.

Pracg przedstawiong przez Doktoranta, ktdérg miatlem przyjemnos$é recenzowac,
nazwatbym praca przede wszystkim teoretyczng z pewnym aspektem eksperymentalnym,
ktéry postuzyt do weryfikacji symulacji numerycznych, udowadniajgc przy tym hipoteze
pracy. Gléwny nacisk w pracy potozony zostal jednak na symulacje numeryczne
1 opracowywanie nowych algorytméw, ktére sukcesywnie niwelujg problemy lub tez
poszerzaja obszar zastosowania poprzednich wersji. Algorytmy, begdace osiagnigciem
Autora, s wedlug mnie najbardziej zaawansowanymi tego typu numerycznymi narzedziami
do tr6jwymiarowego obrazowania fazowego, dedykowanego do zastosowan w obrazowaniu
prébek biologicznych, jakie aktualnie wystepuja. Zagadnienia przedstawione przez Autora
w jego rozprawie zostaly opublikowane w dwunastu publikacjach w czasopismach z listy
filadelfijskiej, takich jak Methods, Optics Express, Optical Engineering, czy tez PLOS ONE
(6), czasopismach z listy B (1), oraz w proceedingach SPIE (5) w latach 2014-2017. Na
podstawie badan, ktére Autor przedstawit w swojej rozprawie, moge stwierdzic, iz jest on
w Swiatowej czotéwcee specjalistow zajmujacych si¢ tg tematykg.

Podsumowujac, uzyskane przez Autora wyniki sg bardzo wazne z punktu widzenia
rozwoju metod tréjwymiarowego obrazowania fazowego. Praca porusza problemy jak
najbardziej aktualne i budzace duze zainteresowanie w Srodowisku naukowym, a takze
sugeruje sposob ich rozwigzania. Aparat matematyczny oraz algorytmika zwigzana
z przetwarzaniem dwu- i tréjwymiarowych danych, jest na bardzo wysokim poziomie.
Niektore prace Autora opublikowane zostaly w znanych i renomowanych czasopismach
naukowych z listy JCR, takich jak na przyktad Methods (IF = 3.802), Optics Express
(IF = 3.148), PLOS One (IF = 2.806), Journal of Biomedical Optics (IF =2.530). Aktualnie,
liczba cytowan jego prac na podstawie danych z bazy Scopus wynosi 67, w tym dwa
najbardziej cytowane artykuly z Optics Express (2016) i Journal of Biomedical Optics
(2015), maja odpowiednio po 13 i 14 cytowan, co jest dobrym wynikiem pomimo krétkiego
okresu czasu, jaki uptyngt od chwili ich publikacji. Stwierdzam, iz rozprawa, jest
przygotowana starannie. Napisana jest w jezyku angielskim, co z pewnoscig pomoze w jej
fatwiejszym i szerszym odbiorze w zagranicznych $rodowiskach naukowych, zajmujacych
si¢ pokrewng tematyka. Jej ukiad i struktura nie budzg zastrzezen. Jest napisana w sposdb
zwarty, prostym i zrozumialym jezykiem. Wyniki badan Autor przedstawil i omoéwit
w sposob przejrzysty i jasny, odnoszac si¢ do tresci zawartych w publikacjach naukowych
swojego autorstwa, nie pomijajac jednak doniesien innych grup badawczych, zajmujacych
si¢ podobna tematyka. Wyciagnigte wnioski sa poprawne i przekonujace.

Do pewnych mankamentéw pracy lub jej aspektéw wymagajacych doprecyzowania,
wedtug mnie nalezg:

1. strona 19: réwnanie 2.8 i potem 2.9 i 2.15: rozwigzanie rownania 2.7, catka d°r’ nie
powinna by¢ po wektorze. Potwierdzenie mozna znalezé w D. Jackson, ,,Classical
Electrodynamics”, 3ed. str. 245,

2. te same oznaczenia MO — main objective i MO — microscope objective (str. 17),
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podpis pod rys. 2.2 “CCD - charged-coupled device” powinno by¢ “CCD - charge-
coupled device”,

strona 20, rownanie 2.9, brak wyjasnienia up(r),

strona 22, rys. 2.4, a, v — brak wyjasnienia w tekscie,

strona 30, rownanie 2.19, wzdr przedstawia dwuwymiarowy splot pomiedzy PSF

1 kazdym punktem obiektu, jednak operator splotu nie byt wspomniany w tekscie,
strona 43: oznaczenia osi na rys a) i b). Dla wigkszej przejrzystosci lepiej bytoby
oznaczy¢ je X [px], y [px], z [px]. Wtedy fatwiej bytoby zobaczy¢, ze przekrdj przez
plaszczyzng pozioma w a) jest na rys. b),

strona 70-71: rys. 5.4,5.5: przekroje A-A i B-B sg odwrocone i niezgodne z kierunkiem
osiyiz.

Proszg roéwniez o wyjasnienie nastgpujacych kwestii podczas publicznej obrony:

1.

Dlaczego szeroko$¢ fantoma sfery na rys 3.7 ma srednice ok. 40-50 pikseli,
a w przekrojach na rys. 3.9 ma 80-85 pikseli? Dlaczego wielkos¢ piksela byta zmieniana
w tych dwéch przypadkach?

Strona 48: rys. 3.11., bardziej przekonujace co do stabilnosci rozwigzania bytoby
przedstawienie kilku rezultatow rekonstrukeji na jednym wykresie. Czy wykonanie sie
kilkukrotne kodu generuje takie same rekonstrukcje? Z mojego doswiadczenia z tego
typu kodami w otrzymanych rekonstrukcjach za kazdym razem sg réznice, jesli
inicjalizujgc proces rekonstrukcji zadaje si¢ losowg faze.

Strona 49: ,,In the first group of algorithms, when the quality difference between two
consecutive iterations drops below a certain value, the algorithm is stopped and next
iterations are not calculated.” Te kryterium nie jest do konca dobre, moim zdaniem,
poniewaz moze si¢ okazaé, ze dla dwoch sasiednich iteracji, pomimo iz ich ré6znica
(btad) bedzie bliska zeru, to quality factor bedzie ciggle niski. Wtedy algorytm tez sie
zatrzyma. Prosz¢ o wyjasnienie, czy trend krzywych Qxz i RMSE jest zawsze taki jak
np. na Rys. 3.14, czy tez krzywa Qxz moze mie¢ inny ksztalt przy niezmiennej krzywej
RMSE, co w praktyce pozwalatoby na takg mozliwos¢.

Strona 63: wektor translacyjny zostal uzyty w lgczeniu fragmentdéw rekonstrukcji na
réznych plaszczyznach. Natomiast jaki ma wplyw zmienne powiekszenie otrzymane
wskutek  zmiany odleglosci  plaszczyzny  przedmiotowej od  soczewki
zmiennoogniskowej, co przy stalej wartosci odlegtosci obrazowej skutkuje minimalng
zmiang powigkszenia. Z uwagi na brak parametréw soczewki i jej mozliwosci
przeogniskowywania jest to trudne do oceny. Czy wplyw byt badany numerycznie /
eksperymentalnie i czy jest on znaczacy?

Strona 79: rys. 5.10: niektére obszary w obrazach a) i b) dla r6znych metod rekonstrukcji
r6znig si¢ znacznie od siebie. Niektére ze zmian mozna zrozumie¢ biorgc pod uwage
lepsza rozdzielczo$¢ w F-TT, ale niektdre po prostu wygladajg inaczej. Czy jest to efekt
dziatania programéw rekonstrukcyjnych, czy tez probka zmienila sie w czasie podczas
akwizycji obrazow?

Moje komentarze zostaty przekazane Autorowi pracy.
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Bazujgc na przedstawionej przez Doktoranta pracy moge stwierdzié, iz jej wykonanie
wymagato od niego doglebnego zrozumienia zjawisk zachodzacych w czasie propagacii
promieniowania elektromagnetycznego przez obiekty fazowe i czesciowo absorbujace to
promieniowanie. Uwazam réwniez, iz opanowal on w szerokim zakresie wiedze z fizyki
(przede wszystkim w zakresie optyki) i matematyki. Postuguje si¢ on réwniez biegle
algorytmikg w programowaniu w srodowisku MATLAB. Zdobyta w trakcie studiow wiedza
pozwolita Doktorantowi na samodzielne postugiwanie si¢ nig i wdrazanie jej w trakcie
opracowania nowatorskich idei przedstawionych w jego pracy doktorskie;j.

Z pelnym przekonaniem uwazam, iz przedstawione w pracy wyniki badan spetniaja
w zupelno$ci wymagania ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze
o dopuszczenie magistra Wojciecha Krauze do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na wysoki poziom merytoryczny rozprawy, liczne publikacje
w renomowanych czasopismach z listy JCR, majacych wysoki wspétczynnik impact factor
(IF), rozpoznawalno$¢ miedzynarodowa prac naukowych, w ktérych prezentowano
przedstawione w rozprawie wyniki badaf, a takze znaczng liczbe cytowar tych prac
wnioskuje o wyréznienie jego pracy doktorskiej.

ekl L

dr hab. inz. Przemystaw Wachulak
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