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REZUMAT

Aceasta Teza de Abilitare prezintd o parte a cercetdrilor pe care le-am efectuat de la
obtinerea titlului de Doctor In Domeniul Fizicd in anul 2008. Studiile sunt incluse in domeniul
opticd, subdomeniul holografie, ramurile microscopie holografica digitala (MHD) si holograme
generate pe computer (HGC). Aplicatiile sunt interdisciplinare domeniilor fizica, biofizica,
biomedicind, procesarea imaginilor, comunicatii optice, fiind realizate n colaborare cu echipe de
cercetare de la Institutul de Fizica Laserilor, Plasmei, Radiatiei, Grupul CETAL, Universitatea
de Medicind si Farmacie “Carol Davila”, Institutul de Microtehnologie, Spitalul “Lotus”,
Spitalul Oncologic A. Trestioreanu, Institutul de Fizica si Inginerie Nucleara, Spitalul
Universitar de Urgentd Bucuresti, Spitalul Clinic de Urgenta ‘“Bagdasar-Arseni”,
Optoelectronica 2000 S.A., DDS Diagnostics SRL.

Primul capitol al acestei lucrdri este o introducere in domeniul abordat, punctand
principalele mele directii de cercetare, din 2008 pana in prezent.

Capitolul al doilea este dedicat studiilor realizate folosind MHD. Acestea au fost
indreptate in trei directii importante:

1/ gasirea conditiilor specifice de inregistrare holografica, adecvate fiecarui tip de proba,

2/ reconstructia numerica a probelor ca imagini cantitative de faza (ICF), cat mai fidele
probelor reale,

3/ stabilirea setului de parametri necesari caracterizarii complete pentru fiecare tip de
proba pornind de la ICF.

Prima categorie de aplicatii ale MHD se refera la introducerea unor metode automate de
identificare a tipurilor de celule din probe neomogene, prin calcularea parametrilor semnificativi
din valorile ICF. A doua categorie de aplicatii se bazeaza pe avantajul MHD de a fi o tehnica de
inregistrare in timp real (fard scanare) pentru celule vii “in vitro”, si a fost utilizatd in studiul
procesului de electroporare. A treia categorie este reprezentatd de introducerea unei aplicatii
unice in literatura, care face posibild monitorizarea culturilor celulare crescute pe structuri
polimerice, tehnicile standard neoferind suficient camp de inregistrare, sau fiind limitate de
indltimea probei.

Primul meu studiu a pornit de la necesitatea unei metode care sa nu foloseasca markeri
de colorare, utilizabild in laboratoare de analize medicale, si care sd indeplineasca simultan trei
cerinte: vizualizarea, identificarea si numararea celulelor de pe o lama cu frotiu de sange. Pentru
a distinge intre hematiile mature si imature, am propus o metoda bazata pe calculul gradientului
din centrul unei celule, aplicat pe ICF. Rezultatele obtinute au fost confirmate de analiza cu
numaratorul automat comercial.

Am efectuat studii de analizd a deformabilititii celulelor de sdnge — simulare si
experiment — cu scopul de a obtine o metoda de identificare a procentului de celule aflate intr-o
anumita stare intr-o proba cu subpopulatii deformate diferit. In simulare, studiul imaginilor de
difractie a pus in evidenta faptul ca, in spatiul reciproc, curbele de izoamplitudine au forma si
dimensiuni care sunt independente de numarul celulelor aflate in aceeasi stare de deformare, dar
depind de geometria celulelor. Valorile monitorizate in curbele de izoamplitudine sunt
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proportionale cu numarul celulelor aflate intr-o anumita stare de deformare, putand calibra astfel
o metoda de obtinere a valorilor statistice pentru subpopulatiile dintr-o probi. in abordarea
experimentald, am folosit hematii imersate in lichide cu diferite osmolaritati si am reconstruit
imaginile lor 3D. Am combinat valorile mai multor coeficienti: raza minord, excentricitatea,
sfericitatea, pentru a realiza distributiile statistice ale celulelor aflate in diferite stari de
deformare intr-o proba supusa acelorasi conditii.

Pentru a diferentia speciile de leucocite de sdnge am folosit hartile de faza din ICF
convertite in serii de date la care am analizat, comparativ, factorul de deviatie de la
multifractalitate si coeficientul Lempel-Ziv, ca masuri candidate pentru discriminarea speciilor.
Rezultatele sunt similare celor din studiul cromatografic, dar propunerea noastra nu necesitd
agent de colorare.

Am extins studiul bazat pe proprietitile fractale la imaginile de faza 3D ale celulelor
cervicale aflate in diferite stadii de malignitate. Am introdus o metoda bazatd pe descriptori
fractali care combind dimensiunile fractale locale obtinute prin metoda acoperirii topologice a
volumelor/suprafetelor cu sfere de raze crescatoare. O versiune concatenatd a descriptorului de
volum la scara mica, combinat cu descriptorul de suprafata la scara mare, a fost cea mai potrivitd
pentru identificarea corectd a tipului celulelor. Atat segmentarea cat si algoritmii de calcul au
fost dezvoltati intern.

O alta metoda de discriminare propusd s-a bazat pe combinarea coeficientului de
bimodalitate Sarle cu parametrii structurali si morfologici ai celulei (indice de refractie, masa
uscatd, Tndltime) pentru a caracteriza celule din linia de culturd B16, sub-linii aflate in diferite
stadii de malignitate. Celulele normale au o distributie multimodala a valorilor din ICF, pe cand
cele maligne au tendinta spre o distributie unimodala. Folosind o procedurd de decuplare prin
inregistrarea perechilor de holograme intr-o camera microfluidica, s-a pus in evidentd faptul ca
B16F1 au o concentratie de masa uscatd (deci implicit de proteine) mai mare decat B16F10.

Capacitatea MHD de a Inregistra holograme cu viteze de zeci/sute cadre pe secunda a
celulelor vii aflate in mediul propriu, a fost exploatatd pentru studiul fenomenului de
electroporare si culegerea de noi informatii pentru explicarea fenomenelor care se petrec la scara
moleculara atat pe perioada pulsului, cat si in post puls.

1/ Studiul intervalelor de ordinul 100s de la pulsul de electroporare s-a realizat prin
inregistrarea filmelor holografice rapide (5400 holograme in 1.5min). O provocare a fost gasirea
parametrilor de reconstructie astfel incat sd obtin ICF cu parametri similari atat pentru intreg
filmul cat si optimi pentru fiecare cadru (focalizare, inclinare, raport semnal/zgomot, contrast).
In studiul ICF, relevanti au fost urmitorii parametri: aria proiectatd, densitatea de masa uscati,
entropia, coeficientii de autocorelatie, ca predictori ai celulelor electroporate care se umfla sau se
sparg.

2/ Studiul intervalelor post puls, de ordinul catorva minute, s-a realizat prin decuplarea
informatiilor optice (indice de refractie) de cele geometrice (inaltime) prin inregistrarea de
holograme pereche (in doua lichide cu indici de refractie apropiati), atat inainte cat si dupa
pulsul de electroporare. Un tablou complet al evolutiei s-a realizat prin analiza parametrilor
locali si globali calculati din ICF. Comportamentul bifazic al acestor parametri s-a explicat prin
dinamica apei si a manitolului prin membrana permeabilizata a celulei.

Pentru prima data in literatura am realizat monitorizarea celulelor vii, in mediul natural,
crescute pe suprafete structurate, fabricate din polimeri de catre colegii de la CETAL.
Provocarile au fost multiple, deoarece probele nu au fost total transparente, sau au fost foarte
inalte, dar am profitat de cateva avantaje ale MHD:

1/ inregistrarea a peste 200xX200um? fird scanare in montajul experimental,

2/ vizualizarea probelor etajate de peste 25um indltime,

3/obtinerea informatiilor axiale cantitative prin decuplarea valorilor de Tndltime si indice
de refractie.

4/ monitorizare celule vii in mediul natural, fara markeri chimici.

45



In acest fel au fost puse in evidentd atit caracteristici morfologice/structurale, cat si
evolutii ale proprietdtilor celulelor aflate pe structuri tubulare, pe retele, sau suprafete de diferite
forme, dimensiuni, densitdti, produse prin mai multe tehnici, din polimeri cu proprietati
magnetice sau electrice.

In al treilea capitol al acestei lucrari sunt descrise activititile de generare a hologramelor
pe computer, reconstructia acestora folosind un modulator spatial de lumind (SLM), cu aplicatii
la sisteme de comunicatii optice prin spatiul liber. Sistemele sau metodele obtinute au fost
propuse spre brevetare (4 brevete depuse dintre care unul acordat).

Multiplexarea spatiald a purtatoarelor optice modulate cu distributii de faza elicoidala
sau/si radiala este obtinutd cu ajutorul hologramelor generate pe computer (HGC). Acestea sunt
transmise prin spatiul liber, spre unitatea de receptie, unde sunt “citite” prin utilizarea altor HGC
proiectate adecvat. Am propus douad sisteme:

1/ bazat pe un SLM si o masca de citire de amplitudine: n unitatea de emisie este folosita
o masca de fazd obtindnd suprapunerea in acelasi fascicul a mai multor momente cinetice
orbitale MCO, iar 1n unitatea de receptie sunt introduse masti de amplitudine pentru identificarea
fiecdrei valori MCO 1n pozitii spatial diferite dar simultan;

2/ bazat pe trei SLM-uri: doud fascicule laser independente, fiecare purtand alt mod
spatial (unul conical si unul helical) sunt suprapuse printr-un beam-splitter, apoi propagate ca
distributii concentrice de intensitate pana la unitatea de receptie si “citite” cu o masca de faza
(adresata pe al treilea SLM). Identificarea apare atunci caind minimul de intensitate se schimba in
maxim; aceastd schimbare este n acord si cu modelul analitic propus bazat pe produsul scalar.
Am realizat si un studiu de crosstalk care indica o suprapunere nesemnificativa a modurilor.

In al patrulea capitol "Concluzii” sunt enumerate principalele rezultate ale contributiilor
obtinute prin studiile care implica MHD si HGC, cat si alte cateva contributii implicand sisteme
optice prin polarizare pentru studiul probelor polimerice, efectuate cu colegii de la Institutul de
Cercetari in Chimie.

Fiecare capitol contine cercetare personald, originala, atit ca sisteme optice, cat si din
punct de vedere al tipului de aplicatiil si al metodelor de analiza.

In Concluzie, studiile prezentate in aceastd Teza de Abilitare oferd o imagine clara a
conditiilor necesare obtinerii unor holograme experimentale sau simulate, specifice aplicatiei, cat
si avantajele oferite de aceste tehnici.

Planul de viitor pentru cercetare in domeniile mele de competenta:

a) Propunerea unor noi teme de cercetare cu aplicatii ale MHD sau HGC.

b) Introducerea unei metode de analizd a tesuturilor din biopsii fard a le colora, folosind
MHD;

¢) Combinarea MHD cu microscopia hiperspectrald pentru investigarea celulelor aflate in
prezenta nanoparticulelor sau a sectiunilor necolorate de tesut

d) Introducerea unor HGC in sisteme interferometrice;

e) Dezvoltarea unei noi directii de imagistica folosind ca sursd fotoni entangled;

f) Teme de doctorat in domeniul sistemelor optice, holografiei;

Rezultatele cercetarilor

g) publicarea in reviste din zona rosie sau galbend si prin participarea la conferinte
internationale in domeniu;

h) finantarea prin granturi de cercetare;

1) colaborarea cu colective din straindtate si stimularea studentilor prin burse Erasmus
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