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1. Introducere

Autorul acestei lucrari si-a desfasurat studiile doctorale in perioada 2007-2011, pe parcursul acestei
perioade deruland o activitate de cercetare focalizata pe dezvoltarea unor noi tehnici de procesare si analiza
a imaginilor digitale dedicate microscopiei confocale cu baleiaj laser (CLSM). Pe parcursul celor 10 ani ce
au urmat obtinerii titlului de doctor, interesul stiintific al autorului s-a axat asupra tehnicilor de microscopie
si nanoscopie ce utilizeaza baleiajul fasciculelor laser, pe cele bazate pe baleiajul microsondelor, si asupra
tehnicilor hibride ce opereaza in domeniul cdmpului apropiat, care reunesc concepte din ambele familii. In
acest interval, activitatile sale de cercetare s-au axat pe trei directii principale :
(i)  cercetari asupra speciilor biologice si materialelor avansate prin abordari bazate pe metode
corelative de caracterizare optica la scala micro- si nanometrica;
(if)  dezvoltari hardware si metode de procesare a imaginilor dedicate tehnicilor de caracterizare
optica de Tnalta rezolutie;
(ili)  dezvoltari ale unor noi metode bazate pe invatare automata si inteligenta artificiala dedicate
analizei automate a datelor prelevate prin tehnici de microscopie neconventionale.

Lucrarea de fata prezinta o parte din rezultatele obtinute pe parcursul acestei perioade, concentrandu-se in
principal pe trei directii stiintifice:

(@) cercetari asupra tesuturilor biologice prin intermediul tehnicilor de microscopie bazate pe efecte
optice neliniare, augmentate prin metode de invatarea automata si inteligenta artificiala;

(b) cercetari asupra bacteriilor patogene utilizand tehnici de nanoscopie ce functioneaza cu si fara agenti
de contrast;

(c) studii asupra probelor biologice si a materialelor avansate prin intermediul unor abordari corelative
si cantitative in microscopia in cAmp apropiat.

Subiectele adresate Tn capitolele tezei se refera la rezultate raportate anterior in rol de autor principal,
acestea fiind obtinute in cadrul unor proiecte de cercetare ce au fost conduse de autor in calitate de director
sau coordonator de proiect, finantate in cadrul unor programe nationale si europene. In continuare sunt
prezentate succint principalele rezultate obtinute in cadrul cercetarilor efectuate.

2. Cercetari asupra tesuturilor biologice prin tehnici de microscopie optica neliniara asistate de
metode de invitare automata si inteligenta artificiala

Abordarile histopatologice conventionale ce au la baza caracterizarea prin microscopie clasica in camp
luminos (BM) a unor esantioane de tesut extrase din corp prin biopsie excizionala, si ulterior marcate cu
diferiti agenti de contrast, reprezinta in acest moment cele mai des folosite solutii pentru diagnosticul
patologilor definite de modificari tisulare, inclusiv al tumorilor solide. Cu toate acestea, astfel de metode



prezinta numeroase dezavantaje precum ar fi invazivitate, erori de esantionare, necesitatea unor resurse
importante de timp si financiare, variabilitate interpretativa sau imposibilitatea de a lua decizii terapeutice
n timp real. Aceasta situatie a motivat pe parcursul ultimilor ani o serie de eforturi importante ce au urmarit
transferul tehnicilor de microscopie bazate pe baleiaj laser (LSM) catre domeniul caracterizarii tesuturilor.
Printre tehnicile LSM demonstrate pana in prezent ca fiind cele mai utile in raport cu studiul tesuturilor,
tehnicile de microscopie bazate pe efecte optice neliniare (NLO) au castigat un interes semnificativ avand
n vedere capacitatea acestora de a interoga diferite proprietati optice endogene ce faciliteaza identificarea
unor trasaturi anatomice si fiziologice care permit diagnosticarea in stadii timpurii, in-un mod neinvaziv, a
anumitor patologii importante, precum ar fi cancerele!®, bolile cardiovasculare®, sau neurodegenerative’,
permitand in acelasi timp urmarirea modului in care acestea evolueaza.

Microscopia de fluorescenta bazata pe excitatia cu doi fotoni (TPEF), microscopia de fluorescenta bazata
pe excitatia cu trei fotoni (3PEF), microscopia bazata pe generarea armonicii a doua (SHG) si microscopia
bazata pe generarea armonicii a treia (THG), reprezinta principalele tehnici NLO utilizate pana in prezent
pentru studiul testurilor in baza proprietatilor optice endogene. Aceste tehnici pun la dispozitie informatii
complementare asupra unor aspecte importante de interes biomedical precum ar fi morfologia sau functia
metabolica a tesuturilor. Pe scurt, TPEF poate fi utilizata pentru a interoga semnalele autofluorescente
generate de diferiti cromofori endogeni, precum ar fi elastina, melanina, nicotinamida adenina dinucleotida
(NAD + / NADH) sau flavin adenina dinucleotida (FAD), iar semnalele SHG sunt generate exclusiv de
moleculele care poseda o structura non-centrosimetrica, principala proteina din corpul uman avand aceasta
proprietate fiind colagenul®. Capacitatea SHG de a caracteriza la rezolutii spatiale ridicate distributia
colagenului in tesuturi, permite o evaluare precisd si neinvaziva a diferitor modificari ale matricei
extracelulare, astfel de modificari realizdnd-se cu o specificitate ridicata in cazul unei game largi de
patologii, facilitind asadar diagnosticul acestora?. Mai multe aspecte despre mecanismele de contrast si
despre aplicatiile generale are tehnicilor NLO sunt discutate in Sectiunea 2.1 a tezei.

Sectiunea 2.2 a acestei lucrari, intitulata ,, Evaluarea automata a fibrozei hepatice prin microscopie de
Sfluorescenta bazata pe excitatia cu doi fotoni si metode de invatare automata de tip Bag-of-Features”
prezinta rezultatele unui experiment discutat anterior in revista Scientific Reports?, ce a fost efectuat pe
parcursul anilor 2012-2013 in colaborare cu parteneri de cercetare de la Universitatea Nationala din
Singapore, Institutul de Tehnologii din Massachusetts, si Institutul ETH Zurich. In cadrul lucrarilor
desfasurate s-a vizat dezvoltarea unei metode pentru identificarea automata a etapelor distincte ale fibrozei
hepatice bazata pe imagistica TPEF a tesuturilor nemarcate si a unui concept de invatare automata care
exploateaza frecventa trasaturilor invariante continute intr-o imagine, cunoscut sub denumirea de Bag-of-
Features® (BoF). Acest studiu a fost motivat de faptul ca progresia fibrozei hepatice este puternic corelata
atdt cu insuficienta functiei hepatice cat si cu aparitia tumorilor la nivelul ficatului®. Prin urmare,
monitorizarea modificarilor tisulare specifice acestei patologii are o importanta deosebita in raport cu
diagnosticul de precizie a bolilor hepatice cronice si cu stabilirea terapiilor medicamentoase celor mai
adecvate pentru diferite stadii ale acestora. Un aspect important descoperit in cadrul acestui experiment a
constat in faptul ca imaginile TPEF achizitionate la nivelul suprafetei ficatului, si in profunzime, prin
sectionare optica, contin informatii suficiente pentru a stabili stadiul de fibroza al acestuia. Este important
de subliniat faptul ca in timp ce semnalele SHG corespunzand capsulei Glisson, si planurilor superioare
acesteia, au un contrast bun, acesta este puternic atenuat in momentul accesari unor regiuni mai profunde.
In cadrul experimentelor intreprinse am observat ca semnalele TPEF nu se comporta dupa aceeasi regula,



acestea fiind mult mai intense in comparatie cu semnalele SHG provenind din zonele subcapsulare, punand
la dispozitie informatii importante din punct de vedere morfo-structural. De asemenea am aratat faptul ca
aceste semnale pot fi analizate in mod automat, prin metode Bag-of-Features, pentru diagnosticul fibrozei
de ficat. Experimentele desfasurate au aratat asadar ca TPEF si SHG pot inlocui in anumite situatii
procedurile traditionale de evaluare a fibrozei hepatice bazate pe punctie Si ca, in egala masura, aceste
tehnici pot fi utilizate pentru a aduce informatii complementare care pot maximiza nivelul total al
informatiilor disponibile in urma interventiilor traditionale bazate pe biopsie excizionala.

Tn Sectiunea 2.3 a acestei lucrari intitulatd ,, Caracterizarea tesuturilor epiteliale prin tehnici de
microscopie optica neliniara si inteligenta artificiala” sunt prezentate o serie de rezultate obtinute pe
parcursul perioadei 2018-2019 in colaborare cu parteneri de cercetare de la Universitatea Tampere din
Finlanda si Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila” din Bucuresti, prezentate si in revista
Biomedical Optics Express'. Utilitatea tehnicilor TPEF si SHG in raport cu subiectul caracterizirii
tesuturilor epiteliale a fost demonstratd anterior atat in scenarii ex-vivo'?, cat si in-vivo®™?5, iar activitatile
pe care le-am ntreprins extind aceste eforturi anterioare printr-o abordare noua, in cadrul cireia ne-am
concentrat asupra studiului fragmentelor de tesut epitelial sectionate in plan transversal, care contin
jonctiunea dermoepidermicd (DEJ)!®. Atentia acordata acestei structuri este motivata de doua aspecte
principale: (a) DEJ se afla la o adancime accesibila sistemelor NLO dezvoltate pentru aplicatii clinice in-
vivo (b) pe parcursul genezei si progresiei cancerelor de piele au loc modificari importante in DEJ, care pot
fi corelate cu fazele hiperplazice si neoplazice timpurii. Un prim segment al rezultatelor obtinute au aratat
ca multe dintre aceste modificari subtile, care sunt dificil de evaluat prin intermediul abordarilor
histopatologice conventionale, sunt disponibile in cadrul imaginilor prelevate cu TPEF si SHG pe testuri
nemarcate. Mai precis, rezultatele obtinute, arata faptul ca reprezentarile compozite ce combina imaginile
TPEF si SHG, contin caracteristici usor de interpretat pentru medicii specialisti, care permit evaluarea
integritatii DEJ si diferentierea tesuturilor sandtoase de cele displazice. Acest aspect se considera ca fiind
deosebit de important din punct de vedere medical, avand in vedere faptul ca structurile DEJ compromise
reprezintd un semn reprezentativ pentru progresia si gradul de invazivitate al cancerelor epiteliale. Un al
doilea segment al activitatilor Tntreprinse privind studiul tesuturilor epiteliale a fost motivat de faptul ca
analiza imaginilor histopatologice de catre medicii specialistii reprezinta un proces laborios si in acelasi
timp predispus la erori. Pentru a rezolva aceasta situatie, am demonstrat ca imaginile TPEF si SHG
achizitionate prin tehnici NLO pe jonctiunea dermoepidermica pot fi analizate in mod automat in scopul
asigurarii unui diagnostic precis utilizand metode Deep Learning'’, o familie de tehnici de inteligenta
artificiala care a adus transformari semnificative pe parcursul ultimilor ani in raport cu multe domenii
stiintifice, inclusiv in medicina!®%, Rezultatele pe care le-am obtinut in raport cu acest subiect!!, prezentate
in detaliu in teza, au arata ca o abordare Deep Learning bazata pe conceptul de transfer a cunostintelor,
disponibil prin intermediul modelului GooglLeNet, ofera posibilitatea clasificarii imaginilor NLO in timp
real, cu sensibilitate, specificitate si precizie ridicate (> 90%).

In Sectiunea 2.4 a lucrarii, intitulatd , Imagistica tesuturilor nemarcate prin microscopie bazata pe
generarea armonicii a doua in configuratie re-Scan”, sunt prezentate o serie de rezultate obtinute in
perioada 2019-2021 in parteneriat cu Confocal.nl, o companie din Tarile de Jos, renumita pentru
comercializarea sistemelor de microscopie confocala bazata pe utilizarea principiului Re-scan (RCM). Tn
timp ce in sectiunile precedente ale acestei lucrari au fost discutate imagini TPEF si SHG achizitionate la
rezoluti optice limitate de difractie, in cadrul acestui capitol discutam o serie de rezultate privind achizitia

datelor NLO la rezolutii care depasesc aceasta bariera rezolutiva (imagini de ,,super-rezolutie” conform



terminologiei de profil), in baza conceptului re-scan, demonstrat anterior in cazul microscopiei confocale
de fluorescenta?'. Rezultatele obtinute arati faptul ca metoda Re-scan SHG, demonstrata in cadrul
proiectului H2020 Attract: HARMOPLUS?, coordonat de autorul acestei lucriri, oferd avantaje similare in
ceea ce priveste rezolutia si senzitivitatea precum tehnica RCM. Respectiv, prin metodele re-scan pot fi
obtinute imagini cu o rezolutie imbunatatita cu ~50% fata de imaginile SHG obtinute prin metodele
conventionale limitate de difractie, utilizand fascicule laser de intensitate joasa. Aceste avantaje au fost
evidentiate atat pe fragmente de tesut reprezentand tendoane ale cozilor de sobolan?, un esantion model
pentru imagistica SHG a colagenului, cit si pe esantioane de tesut mamar, pregatite pentru examen
conventional de histopatologie. Cu aceeasi configuratie dezvoltatd pentru Re-scan SHG, am explorat de
asemenea fezabilitatea metodei Re-scan TPEF. La fel ca si in cazul tehnicii Re-scan SHG, am observat ca
tehnica Re-scan TPEF poate discerne trasaturi indisponibile implementarilor TPEF conventionale.

3. Cercetari asupra bacteriilor patogene prin tehnici de nanoscopie in cAmp indepirtat si cAmp
apropiat

Printre cele mai periculoase specii bacteriene patogene o importanta aparte o au cele cuprinse in grupul
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa si Enterobacter)?. Acestea se numira printre cei mai frecventi agenti
patogeni bacterieni in infectiile nosocomiale, o cauza importanta de mortalitate la nivelul pacientilor cu
boli grave si a celor imunocompromisi?*. Toate aceste specii afiseazd un nivel ridicat de rezistentd la
antibiotice, fapt ce a determinat recent Organizatia Mondiald a Sanatatii s nominalizeze agentii patogeni
din grupul ESKAPE ca reprezentand una dintre cele mai mari amenintdri la adresa sanatatii umane si sa
Tncurajeze in mod explicit noi cercetari privind dezvoltarea unor linii de tratament de noua generatie
capabile de a adresa intr-un mod eficient infectiile rezistente la antibiotice®. In acest context, este important
de precizat faptul ca posibilitatea caracterizarii detaliate a celulelor bacteriene corespunzand speciilor
ESKAPE joaca un rol fundamental in studiile biomedicale orientate catre diagnosticul si tratamentul
infectiilor asociate, iar analiza morfo-structurala a acestora oferd informatii deosebit de importante in raport
cu functia si organizarea spatiald a acestor microorganisme. Intelegand in profunzime aceste aspecte pot fi
elucidate mecanismele prin care bacteriile patogene supravietuiesc strategiilor de tratament curente, fapt ce
poate conduce la dezvoltarea unor noi abordari care pot invinge aceste mecanisme.

Rezolutia laterala disponibila prin intermediul tehnicilor conventionale de fluorescentd, precum CLSM,
este limitatd de catre fenomenul de difractie la ~ 200nm, valoarea exacta depinzand de lungimea de unda
utilizata pentru excitatie. Aceasta limita rezolutiva impiedicd o intelegere precisa a unei game largi de
structuri si procese fundamentale ale bacteriilor regasite la nivel celular si subcelular, elucidarea acestor
aspecte necesitand rezolutii superioare. Tehnicile emergente de nanoscopie optica®, se dovedesc a fi de
mare ajutor in raport cu studiul organizarii subcelulare a organismelor procariote, fapt demonstrat in cadrul
unei serii de eforturi foarte valoroase ce au fost depuse in acest sens pana in prezent?-?, Trebuie remarcat
insa faptul ca volumul de lucrari stiintifice ce prezinta studii asupra organismelor bacteriene la scala
nanometrica este in continuare limitat, tehnicile de nanoscopie optica nefiind inca exploatate la potentialul
lor maxim pentru a asigura o intelegere exacta a aspectelor morfo-structurale, si functionale, de interes.

In sectiunea 3.2 intitulatd , Studii asupra bacteriilor patogene gram-pozitive si gram-negative prin
microscopie bazata pe depletia stimulata a emisiei” sunt prezentate rezultatele unor activitati de cercetare
desfasurate in perioada 2019-2020 in cadrul unei colaborari stiintifice cu 0 echipa partenera de la



Universitatea Roma Tre, din Italia. Experimentele discutate fac parte dintr-un efort mai amplu, prin care s-
a urmarit rezolvarea unor aspecte mai putin intelese privind morfologia si functia bacteriilor patogene prin
intermediul tehnicilor emergente de nanoscopie, cu si fara agenti de contrast. Este important de amintit
faptul ca rezultatele pe care le-am obtinute cu ajutorul tehnicii STED? au fost prezentate inclusiv pe coperta
revistei Journal of Biophotonics, a numarului in care a fost publicat acest studiu, fapt ce subliniaza
semnificatia eforturilor depuse. Acestea au vizat evaluarea agentului de contrast KK114, unul dintre cei
mai populari agenti de contrast utilizati in tehnica STED**3!, in raport cu fezabilitatea utilizrii sale pentru
marcarea si studiul bacteriilor. KK114 este un colorant solubil in apa, fotostabil, cu emisie in infrarosu,
avand o structura chimica asemanatoare rodaminei, si 0 durata de viata a semnalelor fluorescente asociate
> 3 ns. Acest compus are sarcina negativa (-1), ceea ce face ca celulele eucariote sa fie impermeabile in
raport cu substantele conjugate cu acest colorant. Intrucét utilitatea agentului KK114 in raport cu marcajul
celulelor procariote nu a fost demonstrata anterior lucrarilor desfasurate, am urmarit evaluarea potentialului
si mecanismelor de marcare Tn raport cu unsprezece specii diferite, incluzand pe cele din grupul ESKAPE,
doi agenti patogeni asociati fibrozei chistice (Achromobacter xylosoxidans si Stenotrophomonas
maltophilia), agentul cauzator de scarlatina, Streptococcus pyogenes, si in raport cu speciile E. coli si B.
subtilis, considerate organisme model gram-negative si, respectiv, gram-pozitive. Rezultatele obtinute arata
ca agentul de contrast KK114 poate marca atat membranele bacteriene ale speciilor gram-pozitive, cat si
pe cele ale speciilor gram-negative, rezultatele variind insa de la specie la specie. Utilizand tehnica STED
pentru a investiga bacterii marcate cu KK 114, am putut discerne trasaturi celulare indisponibile tehnicilor
conventionale, precum septul de diviziune si structuri asemanatoare citoscheletului, a caror intelegere este
importantd in raport cu elucidarea unor aspecte in continuare nerezolvate privind ciclul de viatd si
comportamentul bacteriilor.

Tn Sectiunea 3.3 intitulatd ,, Studii asupra speciei Acinetobacter baumannii prin microscopie confocald in
configuratie re-scan si abordari fluorometrice complementare”, sunt prezentate o serie de rezultate
analizate anterior si intr-un articol publicat in revista IEEE Journal of Selected Topics in Quantum
Electronics®, provenite dintr-un al doilea segment al colaboririi cu partenerii de cercetare de la
Universitatea Roma Tre, Italia, derulat pe parcursul anului 2020. in cadrul activititilor intreprinse in raport
cu utilizarea tehnicii RCM pentru studiul bacteriilor, ne-am concentrat atentia asupra investigarii
caracteristicilor morfologice ale speciei Acinetobacter baumannii, un agent patogen nosocomial care
reprezintd o amenintare importanta la adresa sanatatii globale, data fiind capacitatea acestei specii de a se
adapta, rezultand in noi tulpini multidrog rezistente (MDR)®. Pentru aceasta specie bacteriana, cat si pentru
majoritatea celorlalte, o analiza detaliata a caracteristicilor morfologice specifice este deosebit de necesara
pentru a putea evalua modul de actiune si a eficacitatii medicamentelor antibacteriene, precum cele care
afecteaza sinteza membranelor celulare sau cele care deterioreazi aceste membrane. Tn acest scop au fost
analizate efectele colistinei (polimixina E), utilizata in prezent ca optiune terapeutica de ultima linie in fata
infectiilor cauzate de tulpini A. baumannii multi- si pandrog rezistente®*. Colistina este o polipeptida
cationica a carei activitate anti microbiana este exercitata prin intermediul efectelor pe care le are asupra
membranei celulare. Experimentele noastre au aratat ca tehnica RCM poate fi utilizata cu succes pentru a
caracteriza cu precizie morfologia membranei celulelor in cazul speciei A. baumannii, instantele studiate
fiind marcate cu agentii de contrast SYTO9 si KK114. Accentul principal a fost pus pe analiza celulelor A.
baumannii filamentoase, motivul fiind dat de faptul ca filamentarea reprezinta unul dintre mecanismele
principale care contribuie la rezistenta celulelor bacteriene la antibiotice. In cadrul experimentelor
desfasurate, alungirea celulelor A. baumannii a fost observata atat in fazele logaritmice, cat si in fazele



stationare, prin intermediul imagisticii RCM a celulelor marcate cu SYTO9 si KK114. Aceste observatii se
considera a fi importante Tntrucat pentru multe alte specii bacteriene procesul de filamentare este asociat
tolerantei la antibiotice, insa astfel de aspecte nu sunt inca bine Intelese la nivelul speciei A. baumannii.
Totodata, cercetdrile desfasurate au relevat faptul ca marcajul KK114 poate fi utilizat pentru a discerne
organismele bacteriene vii fata de cele ce si-au pierdut viabilitatea, putand facilita asadar studii complexe
in care modificarile ce survin in raport cu morfologia celulelor bacteriene in urma a diferite tratamente
terapeutice pot fi puse in corespondenta cu capacitatea acestora de se mentine in viata.

In Sectiunea 3.4 intitulata , Cdtre Stiinta Deschisd: o colectie structuratd de imagini ale bacteriilor
patogene investigate prin microscopie opticd in camp apropiat fard apertura’, este prezentata o a treia
directie de cercetare abordata in cadrul relatiei de colaborare stabilita cu partenerii de cercetare de la
Universitatea Roma Tre, Italia, pe parcursul anilor 2019-2020. Tn timp ce experimentele discutate Tn primele
sectiuni ale acestui capitol au avut la baza utilizarea tehnicilor de nanoscopie optica bazate pe fluorescenta,
in aceasta sectiune ne-am axat interesul pe imagistica bacteriilor patogene prin microscopie in camp
apropiat bazata pe imprastiere (S-SNOM), o tehnica emergenta care a facut posibile progrese remarcabile
n domeniul Stiintei materialelor®® pe parcursul ultimilor ani, si care incepe sa se remarce si in cadrul
subiectelor de cercetare privind Stiintele vietii, facilitand aplicatii greu de implementat cu alte tehnici. In
prezent, un larg segment al rezultatelor pe care le-am obtinut in cadrul studiilor Tntreprinse asupra
organismelor patogene bacteriene prin intermediul tehnici s-SNOM sunt inca in analiza, insa, un prim
rezultat important al acestor eforturi a fost publicat in revista GigaScience, sub forma setului de date
SSNOMBACTER®, Aceasta colectie de imagini s-SNOM prelevate pe diferite specii bacteriene atent
selectate a fost proiectata, achizitionata si publicata pentru a promova popularitatea acestei tehnici
emergente in domeniul stiintelor vietii, Si pentru a incuraja noi aplicatii in diferite campuri ale acestui
domeniu. SSNOMBACTER reprezintd asadar o colectie structuratd de imagini s-SNOM prelevate pe
cincisprezece specii bacteriene, incluzand pe cele ce alcatuiesc grupul ESKAPE. Imaginile s-SNOM ce
alcatuiesc acest set de date sunt insotite de date inregistrate prin microscopie cu forte atomice (AFM), pe
acelasi regiuni, acestea fiind intrinsec disponibile intr-o sesiune de imagistica s-SNOM. Perechile de
imagini sS-SNOM - AFM au o utilitate aparte in raport cu plasarea informatiilor optice obtinute la scara
nanometrica intr-un context topografic relevant®. In cadrul lucrérii sunt discutate in detaliu mai multe
scenarii de potentiala utilitate a setului de date SSSNOMBACTER?®, accentul principal fiind pus pe
utilizarea acestui set de date ca suport pentru dezvoltarea unor noi metode de analiza automata a imaginilor
s-SNOM prelevate pe probe biologice (si nu numai), astfel de metode lipsind in acest moment aproape cu
desavarsire.

4. Studii asupra materialelor avansate si probelor biologice prin microscopie in cimp apropiat fara
apertura augmentata prin metode corelative si cantitative

In timp ce tehnicile de nanoscopie optica bazate pe fluorescenta si-au demonstrat pana in prezent utilitatea
in principal in aplicatii din domeniul Stiintelor vietii compatibile cu conceptul marcajului fluorescent,
contributia acestora in domeniul Stiintei materialelor a fost limitatd avand in vedere necesitatea utilizarii
agentilor de contrast. In acelasi timp, domeniul, de mare prioritate, al nanotehnologiilor este intr-0 continua
cautare a instrumentelor ce pot caracteriza in detaliu diferite tipuri de nanomateriale de ultima generatie,
pentru a permite o mai bund intelegere a proprietatilor acestora si pentru dezvoltarea unor metode de
functionalizare eficiente®®. Referindu-ne la tehnicile de nanoscopie optica fard coloranti apdrute pe
parcursul ultimilor ani, se pot distinge doud familii: (a) tehnici de nanoscopie bazate pe interactiunea
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luminii cu un varf ascutit (microsonda) baleiat pe suprafata esantionului de interes, cum ar fi s-SNOM®,
microscopia de fluorescenta augmentata prin microsonda (TEF)*“°, spectroscopia Raman augmentata prin
microsonda* (TERS), microscopia bazata pe forte foto-induse (Pi-FM)* sau microscopia bazata pe forte
foto-termice “, si b) tehnici de cAmp indepartat bazate pe strategii de pompaj-sondare (,, pump & probe ™),
care se bazeaza pe interactiunea probei cu doua sau mai multe fascicule incidente, printre acestea numarand-
se microscopia bazata pe saturarea tranzitorie a absorbtiei*, microscopia bazata pe reflectivitate foto-
modulatd* sau microscopia bazata pe saturarea radiatiei Raman stimulate®®. Toate aceste tehnici detin un
potential semnificativ pentru caracterizarea materialelor avansate la scara nanometrica, permitind
caracterizarea proprietatilor fizico-chimice intrinseci ale acestora.

Tn Sectiunea 4.1 sunt discutate motivele ce au stat la baza cercetarilor Intreprinse in raport cu utilizarea
tehnicii s-SNOM in diferite aplicatii, 0 parte dintre acestea fiind prezentate in acest capitol, alaturi de
principiile acestei tehnici.

Tn Sectiunea 4.2, intitulata ,, Imagistica corelativi a microcapsulelor poliectrolitice prin microscopie opticd
in cdmp apropiat fard apertura si microscopie confocala”, sunt analizate rezultatele obtinute in perioada
2015-2016 in colaborare cu parteneri de cercetare de la Universitatea din Genova, Italia si Plasmachem,
GmbH, Germania, publicate anterior in revista Materials Letters*’. In cadrul activititilor derulate am
urmarit sa demonstram avantajele unor noi abordari de imagistica corelativa bazate pe tehnici de
microscopie in camp apropiat si cAmp indepartat. In acest scop, ne-am indreptat atentia catre studiul unei
clase emergente de materiale avansate, respectiv asupra microcapsulelor polielectrolitice (PMC) sintetizate
prin strategii strat-cu-strat, pe care le-am studiat in cadrul unui experiment de tip ,,proof-of-concept”. Aceste
materiale detin un potential ridicat in raport cu livrarea in scop terapeutic a moleculelor bioactive*,* intr-
o maniera bine controlata din punct de vedere spatial si temporal. Acest potential se datoreaza faptului ca
proprietatile peretilor microcapsulelor, si de asemenea, ale nucleelor acestora, pot fi proiectate astfel incat
intreaga structura sa reactioneze intr-un anumit mod dorit sub actiunea unor stimuli interni sau externi,
precum ar fi interactiunea cu proteine, anticorpi, semnale optice, magnetice, etc. In ceea ce priveste etapele
de proiectare si testare a unor astfel de aplicatii ale PMC, intelegerea aprofundata a proprietatilor structurale,
functionale si fizico-chimice este deosebit de importanta. Prin eforturile depuse am Tncercat sa contribuim
in raport cu aceasta situatie introducand o noua strategie de imagistica corelativa prin intermediul careia
pot fi rezolvate simultan mai multe proprietdti complementare in cAmp apropiat si cdmp indepartat. Aceasta
se bazeaza pe un sistem multimodal pe care I-am dezvoltat intre anii 2012-2015 in proiectul FP7 LANIR si
pe care l-am extins ulterior in cadrul unor proiecte nationale, acest prototip atragand o serie de premii la
nivel european.

Utilizand acest sistem multimodal, structuri PMC sintetizate prin depunerea consecutiva a unor filme subtiri
de polistiren sulfonat (PSS) si clorhidrat de polialilamind (PAH) in jurul unor nuclee alcatuite din CaCOs3
incarcate cu Docetaxel (DTX), un medicament chimioterapeutic, au fost investigate prin trei tehnici: s-
SNOM, AFM si CLSM. Prin intermediul tehnicii s-SNOM s-au accesat informatii optice la scara
nanometrica in baza mecanismului de contrast discutat pe larg in partea introductiva a acestui capitol, in
timp ce cu CLSM au fost interogate proprietatile optice (in reflexie si fluorescenta) ale probelor PMC
studiate, cele din urma fiind asociate incorporarii fluoroforului Alexa488 in peretii structurilor PMC.
Tehnica AFM a fost utilizata pentru plasarea informatiilor optice achizitionate cu s-SNOM si CLSM intr-
un context topografic bine inteles. Experimentul discutat in Sectiunea 4.2 a acestei lucrari a reprezentat la
momentul in care a fost raportat initial o premiera in raport cu investigarea structurilor PMC prin tehnici de
nanoscopie optica, demonstrand avantajele oferite de tehnica s-SNOM in raport cu rezolvarea unor detalii



rezolutive limitate de difractie.

Tn Sectiunea 4.3 intitulata ,, Imagistica corelativi a tesuturilor prin microscopie opticd in camp apropiat
fara apertura si microscopie confocala cu baleiaj laser”, prezentam o serie de rezultate obtinute pe
parcursul perioadei 2016-2017, in cadrul unor eforturi ce au vizat explorarea avantajelor imagisticii
corelative cu tehnici de cAmp indepartat si campul apropiat in raport cu studiul tesuturilor. Experimentele
desfasurate, prezentate si in revista Biomedical Optics Expresss®, au fost motivate de faptul ca tehnica s-
SNOM detine un potential semnificativ pentru a rezolva diferite aspecte celulare si tisulare cu puternica
relevanta fiziologica si patologicd, dar, acest potential este puternic limitat de faptul ca interpretarea
imaginilor prelevate cu aceasta tehnica pe esantioane de natura biologica este foarte dificila, acestea avand
un aspect complet diferit fata de imaginile prelevate in baza marcajului fluorescent sau histopatologic, care
reprezintd standardul de aur privind analiza imaginilor bio. Aceastd problemd poate fi amelioratd prin
disponibilitatea unor imagini suport prelevate pe specimenul de interes prin intermediul unor tehnici
mature, usor accesibile unui specialist, insa aceasta solutie este de obicei dificil de implementat cu ajutorul
unor sisteme de imagistica independente, bazate pe mecanisme de contrast distincte, si actionand la scale
diferite. Ca solutie la aceasta problema, am propus utilizarea abordarii corelative, discutatd anterior in
cadrul Sectiunii 4.2 in contextul caracterizarii structurilor PMC. Utilizand in tandem tehnicile s-SNOM si
CLSM am studiat fragmente de tesut retinian provenite de la pestele zebra (Danio rerio), pregatite de un
grup partener de la Universitatea din Zurich in baza unei metodologii inspirate din microscopia corelativa
bazata pe fluorescenta si fascicul de electroni®l. Motivele pentru care ne-am indreptat atentia cétre acest tip
de tesut sunt legate de semnificatia sa in raport cu intelegerea mecanismelor de regenerare ale retinei. Mai
precis, pestele zebra prezinta o capacitate remarcabila de a-si regenera celule retiniene, putand reveni dintr-
o stare incompatibila cu functia vizuala (cauzata de exemplu de expunerea la stimuli nocivi) la o stare de
viziune functionald intr-un interval foarte scurt. O buna Intelegere a mecanismelor fiziologice ce stau la
baza acestei capacitati regenerative este extrem de importanta pentru dezvoltarea unor strategii terapeutice
care pot stimula procese similare la om®2. In cadrul experimentului desfasurat®™, am aritat ca structura
retinei pestelui zebra poate fi mai bine inteleasa cu ajutorul imagisticii corelative s-SNOM - CLSM atunci
cand acestea tehnici sunt utilizate intr-o configuratie multimodala. Avantajul principal ale unei astfel de
abordarii imagistice corelative in raport cu studiul tesuturilor consta in disponibilitatea concomitenta a unor
caracteristici ultrastructurale de scala nanometrica ( prin s-SNOM) si a unui context anatomic bine inteles
la scara micrometrica (prin CLSM), oferit de marcajului fluorescent aplicat in mod specific structurilor de
interes.

n Sectiunea 4.4, intitulata ,, Studii asupra materialelor nanostructurate prin metode cantitative de
microscopie in camp apropiat fara apertura”, sunt prezentate rezultatele unor experimente desfasurate in
perioada 2018-2020 Tn colaborare cu partenerii de cercetare de la Universitatea din Genova, Universitatea
Politehnica din Milano, Institutul de Stiinta si Tehnologie Gwangju, Coreea de Sud, Institutul National
pentru Stiinta Materialelor, Japonia si Institutul Ningbo pentru Tehnologia si Ingineria Materialelor, China,
o parte dintre acestea publicate anterior in revista ACS Applied Nano Materials®®. Aceste eforturi au vizat
utilizarea unei metode dezvoltate anterior in vederea determindrii functiei dielectrice locale, la
nanoscald®*®®, in scopul caracterizirii a patru categorii de materiale nanostructurate: (i) microcapsule

polielectrolitice cu rol in administrarea medicamentelor, o clasd de materiale discutate si in Sectiunea 4.2



(i) filme subtiri cu proprietdti colorimetrice ajustabile®® (UT-OC) (iii) nanoparticule ceramice®”*® si (iv)
nanoparticule de aur.

In raport cu structurile PMC, ne-am concentrat atentia asupra unor variante ce au capacitatea de a se auto
degrada in baza interactiunii unei enzime proteolitice incorporate in peretii microcapsulei cu acestia. Acest
experiment, bazat pe o analiza cantitativa a imaginilor s-SNOM extinde un studiu recent®® al partenerilor
de la Universitatea din Genova, in cadrul céruia au aratat prin CLSM si AFM ca anumite enzime incorporate
intre filmele electrolite ce alcatuiesc peretii microcapsulei pot fi utilizate pentru a-i degrada intr-un mod
controlat, proces foarte important in raport cu implementarea diferitor aplicatii ce vizeaza eliberare
controlata a medicamentelor (,, controlled drug-release ”). Tn studiul nostru, structurile PMC investigate au
fost asamblate din straturi de dextran si polarginind, iar papaina a fost aleasa ca enzima degradanta datorita
utilizarii sale pe scala larga in diferite aplicatii, atat in industria alimentara cat si in industria farmaceutica.
Investigarea si evaluarea procesului de degradare controlata au un rol esential in raport cu proiectarea unor
strategii de functionalizare cat mai eficiente, insd, avind in vedere dimensiunile structurilor PMC si scala
trasaturilor morfo-structurale ce indica degradarea, acest proces este imposibil de investigat in detaliu cu
tehnici optice conventionale. Ca solutie, am utilizat analiza cantitativa a imaginilor s-SNOM, utilizand o

structurilor PMC pe parcursul procesului de degradare, la diferite intervale de timp.

In ceea ce priveste cea de-a doua aplicatie discutata in Sectiunea 4.4, aceasta se refera la studiul structurilor
UT-OC, dezvoltate de partenerii de cercetare de la GIST, Coreea de Sud,* in cadrul eforturilor pe care
acestia le depun pentru a demonstra noi clase de filme subtiri cu proprietiti colorimetrice ajustabile.
Metodele acestora se bazeaza pe controlul porozitatii ultimului strat al structurii UT-OC, realizata dintr-o
serie de pelicule depuse consecutiv, utilizand tehnica de depunerea la unghiuri oblice (OAD). Rezultatele
experimentale obtinute anterior de acest grup®, au demonstrat la micro si macro scala ca indicele de
refractie efectiv al acestor structuri variaza in functie de porozitatea stratului superior, aceste rezultate
corespunzand simularilor efectuate in baza teoriei medierii volumului. In cadrul experimentelor desfasurate
am aratat ca metodele cantitative de imagistica s-SNOM pot fi utilizate pentru a pune la dispozitie harti ale
functiei dielectrice, si ale parametrilor optici asociati, la rezolutii similare tehnicii AFM. In setul de date
discutat in teza, sunt adresate patru instante de structuri UT-OC Ti/Au/Ge (depuse pe substrat de Si),
respectiv instante pentru care pelicula superioara, alcatuita din germaniu, are o grosime de 10nm sau 25nm,
fiind depusa prin OAD sub unghiuri de 0° si 70°. In fiecare dintre aceste probe au fost induse defecte sub
forma unor orificii cu diametru de 5 um, care ajung la substratul de Si, pentru a ilustra mai bine capacitatea

......

g wy

mod cantitativ proprietatile optice ale suprafetelor la rezolutii nanometrice ce depind doar de dimensiunea
varfului microsondei utilizate pentru baleiaj. In prezent aceste metode de investigatie sunt extinse pentru a
fi utilizate pentru studiul unor noi variante de materiale UT-OC, precum cele bazate pe virusi bacteriofagi®.

In aceeasi sectiune a acestei lucrari sunt prezentate studii similare vizand alte doua clase de nanomateriale:
nanoparticule ceramice si nanoparticule de aur. In cazul nanoparticulelor din nitrura de titan (TiN) si din

organizate in aglomerari de tip cluster, este foarte importantd pentru evaluarea comportamentului si
performantei acestora in diferite aplicatii ce le exploateaza proprietitile plasmonice, dar si pentru
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optimizarea strategiilor de functionalizare. In cadrul experimentelor desfasurate am demonstrat ca
metodologia propusa pentru imagistica s-SNOM cantitativa permite masurarea acestor proprietati cu 0
rezolutie spatiala de ordin nanometric, reprezentand asadar un instrument important pentru intelegerea
aprofundata a proprietatilor optice ale acestor materiale emergente.

5. Directii viitoare de cercetare

Un segment important al eforturilor pe care le vom depune pe viitor in raport cu directiile de cercetare
discutate in aceasta lucrare va fi dedicat dezvoltarii unor noi abordari in imagistica de inalta rezolutie ce
vor combina diferite tehnici de microscopie si nanoscopie cu metode de inteligenta artificiald de tip Deep
Learning. Astfel de metode sunt in plina expansiune la momentul de fata, aducdnd transformari
semnificative in multe domenii cheie precum in medicina, biologie, stiinta materialelor sau nanotehnologie.
Capitolul 5 al acestei lucrarii discuta pe larg aceste directii viitoare de cercetare, pentru o parte dintre acestea
obtinandu-se deja finantare.
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