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Inventia se refera la o metoda si un dispozitiv de iluminare, simultan la mai multe
unghiuri de incidenta avand la baza iluminarea la distante diferite fatd de axa optica a unui
obiectiv de microscop si receptia imaginilor obtinute pe aceleasi directii. Metoda si dispozi-
tivul au aplicatii practice in microscopia de reflexie totala interna pentru obfinerea de dis-
tributii ale parametrilor optici (exemplu: indici de refractie) ai unor obiecte microscopice
(exemplu: celule vii) Tn timp real si la viteze ridicate de achizitie a datelor.

Microscopia de reflexie totala interna si in particular microscopia bazata pe rezonanta
plasmonilor de suprafata (SPR) sunt metode utilizate cu succes in analiza proceselor de
interfata care au loc in vecinatatea unor celule vii, la interactia acestora fie cu suprafete
diferite fie cu diversi stimuli din mediul Tnconjurator.

Un dezavantaj al metodelor actuale de microscopie care utilizeaza reflexia totala
interna cu iluminarea probei la mai multe unghiuri de incidenta consta in realizarea iluminarii
la unghiuri de incidenta distincte, prin plasarea succesiva a fascicolului incident la distante
diferite fata de axa optica a obiectivului, corespunzatoare unghiurilor individuale dorite.
Metodele sunt inerent lungi.

Tn brevetul US 8743367 B2 se descrie un dispozitiv si o metoda de imagistica SPR
in care proba se ilumineaza simultan la mai multe unghiuri de incidenta iar recepfia se face
secvential alegandu-se de catre utilizator domeniul unghiular sau unghiul de interes.

Tn aplicatia de brevet US 2015016830 A1 este descris un dispozitiv pentru imagistica
prin SPR in care proba se ilumineaza secvential la diferite unghiuri de incidenta iar receptia
se face secvential alegandu-se de catre utilizator domeniul unghiular sau unghiul de interes.
De asemenea intr-un exemplu, profilul fasciculului incident este de forma asimetrica, fiind
polarizat circular.

Dezavantajul principal al metodelor si sistemelor descrise mai sus il reprezinta
iluminarea sau receptia imaginii la un singur unghi. Pentru trasarea unei curbe SPR si obtine-
rea unor parametri optici de interes (i.e. indicele de refractie), este nevoie de inregistrarea
rapida a reflectivitatii pentru cat mai multe unghiuri de incidenta.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este aceea ca permite obfinerea distri-
butiei intensitatilor luminii reflectate simultan pentru mai multe unghiuri de incidenta pentru
fiecare punct de pe suprafata iluminata. Acest lucru permite trasarea unor curbe de
intensitate versus unghi de incidenta si obtinerea de informatji despre parametrii optici ai
suprafetei investigate. In cazul in care suprafata are proprietati plasmonice se poate obtine
o curba a rezonantei plasmonice de suprafata. Din aceasta curba se pot extrage parametrii
optici de interes (exemplu: indicele de refractie) in timp real pentru urmarirea unor procese
(biologice) rapide.

Inventia se referala o metoda si un dispozitiv asociat de iluminare pentru microscopie
de reflexie totala interna, simultan la mai multe unghiuri de incidenta si receptia imaginilor
obtinute, avand la baza iluminarea simultana la distante diferite fatd de axa optica a unui
obiectiv de microscop si receptia imaginilor obtinute pe aceleasi directii.

Metoda de iluminare si receptie pentru aplicatii de microscopie cuprinde etapele de
iluminare a probei in conditii de reflexie totala interna cu lumina incidenta polarizata (liniar,
radial sau circular), simultan dupa mai multe directii, de receptionare a luminii reflectate si
de analizare a imaginilor pentru obtinerea distributiei de indici de refractie.

Dispozitivul de iluminare si receptie este alcatuit dintr-o sursa de lumina care
genereaza un fascicul de lumina ce este transmis spre un divizor de fascicule, care ghideaza
lumina intr-un numar de m fibre optice, iar la iesirea din fiecare fibra optica fasciculul
individual de lumina trece fiecare prin cate un element de colimare, apoi printr-un ansamblu
format dintr-o lama M2, un polarizor, un obiectiv de focalizare si o lama cu fete plan paralele,
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o piramida cu m fete, un obiectiv de microscop. Dispozitivul consta intr-un numar m de astfel
de ansambluri care genereaza fascicule luminoase dispuse convergand dupa directii radiale
normale pe axul optic al obiectivului de microscop, incidente pe fetele unei piramide cu m
fete, care le reflecta catre obiectivul de microscop plasat deasupra piramidei, pe aceeasi axa,
si mai departe catre obiectul de analizat, care are proprietati plasmonice si pe care este
plasata proba de analizat, asezat in focarul obiectivului de microscop prin intermediul unui
strat ajutator, fiecare fascicul fiind apoi reflectat catre obiectivul de microscop, pe una din
fetele piramidei ajungand la o oglinda care-| directioneaza catre prisma de deflectie, de unde
ajunge la obiectivele de formare a imaginilor cu ajutorul carora este focalizat pe detectorul
de imagine. Piramida are axa centrala coincidenta cu axa optica a obiectivului de microscop,
are la baza un poligon cu numarul de laturi egal cu numarul directiilor de iluminare, fiecare
din fetele laterale ale piramidei constituind o suprafata reflectanta pe care se reflecta atat
fasciculul incident pe obiect cat si fasciculul reflectat de catre obiect, provenit de la un
fascicul incident conjugat.

Avantajele inventiei sunt reprezentate de obtinerea distributiei intensitatilor luminii
reflectate simultan pentru mai multe unghiuri de incidenta pentru fiecare punct de pe
suprafata iluminata si extragerea unor parametri optici de interes (exemplu: indicele de
refractie) in timp real pentru urmarirea unor procese (biologice) rapide.

In cele ce urmeaza este descris un exemplu nelimitativ de realizare a inventiei in
legatura cu fig. 1 - 4 care reprezinta:

- fig. 1, schema metodei de iluminare cu exemplificarea cazului in care, in acelasi
plan, se realizeaza simultan iluminarea obiectului la doua unghiuri de incidenta distincte cu
fascicule ce provin din doua directii opuse (vedere laterald);

- fig. 2, detaliu receptia pe detector a fasciculelor provenite de la obiect (vedere de
sus);

- fig. 3, celula HT29 masurata prin SPR la diferite unghiuri de incidenta in ordine
crescatoare, de la stanga la dreapta (64-70°);

- fig. 4, celula HT29 - distributia indicelui de refractie obfinuta prin analiza imaginilor
receptionate.

In conformitate cu fig. 1 care prezintd un exemplu de iluminare din doua directii
opuse, radiatia de la o sursa 1 de lumina (care poate fi coerenta sau incoerenta) este cuplata
cu un optocuplor 2 (un dispozitiv de colimare) intr-o fibra 3 optica apoi este divizata cu
ajutorul unui element 4 divizor de fascicul care imparte fasciculul intr-un numar m de
fascicule de intensitati egale printr-un numar m corespunzator de fibre 5, 17 optice. Fiecare
fascicul este colimat cu un obiectiv 6, 18 de colimare si polarizat liniar cu un polarizor 8, 20.
Polarizarea luminii poate fi rotita fata de planul de iluminare cu ajutorul unei lame 7, 19 N/2.
Apoi fiecare fascicul trece printr-un obiectiv 9, 21 de focalizare, printr-o lama 10, 22 cu fetele
plan paralele cu posibilitatea de inclinare, pentru obtinerea inal{imii de deviere dorite fata de
baza prismei 12. Astfel fiecare fascicul este pozitionat, prin intermediul lamelor 10, 22 cu
fetele plan paralele cu inclinatia specifica fiecarui fascicul, la o anumita distanta fata de axa
optica a obiectivului 13, acesta fiind cea care determina unghiul de incidenta. Fasciculul
trece apoi printr-un divizor 11 pelicular si ajunge in final la prisma 12 reflectiva piramidala cu
m fete (unde m este numarul de fascicule). Aceasta prisma deviaza cele m fascicule, cate
unul pe fiecare fata, si le directioneaza catre obiectivul 13 de microscop. Fasciculele sunt
focalizate in planul focal posterior al obiectivului de microscop de obiectivele 9, 21 de
focalizare. Astfel, in acest aranjament, fiecare fascicul va iesi din obiectiv catre obiectul 15
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sub un unghi de incidenta care depinde de distanta dintre pozitia fasciculului de intrare in
planul focal posterior al obiectivului 13 de microscop si axa optica principala a obiectivului
de microscop conform formulei

n-sin(@)-f=d

unde B este unghiul de incidenta pe proba, n - indicele de refractie al obiectivului,
f - distanta focala a obiectivului de microscop, iar d - distanta dintre pozitia fasciculului de
intrare in planul focal posterior al obiectivului 13 de microscop si punctul unde axa optica
intersecteaza planul focal.

Obiectul 15 este plasat pe obiectiv prin intermediul unui strat 14 ajutator (un fluid cu
indice de refractie egal sau apropiat de cel al obiectivului 13 de microscop e.g. ulei de
microscopie) si este alcatuit dintr-un suport cu proprietati plasmonice. Peste obiectul 15 este
plasata proba 16 de analizat.

in conformitate cu fig. 2 fasciculul provenit de la obiect (reflectat si difractat) din
directiile 24, 25 trece prin obiectivul 13, ajunge din nou la piramida 12 reflectanta, este
reflectat si ajunge la divizorul 11, 23, 26 pelicular. O parte din fascicul este reflectat catre
prismele 27 pentru formarea imaginii, ajunge la obiectivele 28 de formare a imaginilor cu
ajutorul carora este focalizat pe detector 29. Cealalta parte din fascicul isi continua
deplasarea nedeviata fara a avea implicatii in metoda de deteciie.

Tn cele ce urmeaza se prezinta doua posibile exemple de aplicare ale acestei metode,
care nu sunt limitative, dupa cum urmeaza:

Dispozitivul se compune in conformitate cu fig. 1 si 2 din:

- 0 sursa 1 de lumina (exemplu laser cu puterea de 200 mW), un optocuplor 2 (un
dispozitiv de colimare) pe fibra 3 optica, un divizor 4 de fascicule care ghideaza lumina in 8
fibre optice, de unde, la iesirea din fiecare fibra 5 optica exista cate un obiectiv 6 de colimare
(f=50 mm), un ansamblu format dintr-o lama 7 A/2 (in sine cunoscuta) si un polarizor 8 care
polarizeaza fiecare fascicul astfel incat acestea sa aiba polarizarea paralela cu planul format
din fasciculul incident si cel reflectat de obiect, un obiectiv 9 de focalizare (f = 300 mm) si o
lama 10 cu fete plan paralele. Fiecare ansamblu 5-10 este dispus convergand dupa directii
24,25, 30-35 radiale catre o piramida 12 cu 8 fete plasata in centru. Deasupra piramidei este
plasat un obiectiv 13 de microscop peste care, prin intermediul unui strat 14 de ulei de micro-
scop, este asezat obiectul 15 de analizat alcatuit dintr-un suport cu proprietati plasmonice
si proba 16.

Modul de functionare al dispozitivului conform inventiei.

Radiatia de la sursa 1 laser este dirijata printr-un sistem de doua oglinzi intr-un opto-
cuplor 2 care o focalizeaza la capatul unei fibre 3 optice monomod ce constituie elementul
de intrare intr-un divizor 4 de fascicul care imparte fasciculul in 8 fascicule de intensitati
egale care sunt distribuite cu ajutorul a opt fibre optice. Fiecare fascicul care provine de la
una din cele opt fibre 5 optice este colimat de obiectivul 6 de colimare, printr-o lama 7 A2,
printr-un polarizor 8 liniar care permite obtinerea unor fascicule polarizate de orientare si
putere dorita. Apoi fasciculele trec prin obiectivele de focalizare, prin lame plan paralele cu
posibilitatea de inclinare controlata, prin divizoarele 11 peliculare si ajung in final la prisma
12 piramidala cu 8 fete. Aceasta prisma deviaza cele 8 fascicule si le directioneaza catre
obiectivul 13 de microscop. Fasciculul, provenit de la obiectul 15 trece prin obiectivul 13,
ajunge la piramida 12 reflectanta, este reflectat si ajunge la divizorul 23. O parte din fascicul
(50%) este reflectat catre prisma 27 pentru formarea imaginii, ajunge la obiectivul 28 de
formare a imaginilor, si ajunge la detectorul 29. Cealaltd parte din fascicul isi continua
deplasarea nedeviata fara a avea implicatii in metoda de detectie.
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Intr-o alta posibild metoda de implementare, fasciculul provenit de la sursa 1 este
transformat intr-unul de forma anulara utilizdnd un axicon (un tip special de lentila care are
o suprafata conica si care transforma un fascicul colimat intr-unul cu distributie inelara
respectiv un inel luminos) si o lentila sferica. Se creeaza un numar de m sectoare de coroana
circulara proiectand inelul luminos initial pe o piramida cu m fete inclinate la 45 de grade fata
de directia de propagare a fasciculului initial. Raza fiecarui sector determina valoarea
unghiului de incidenta a fasciculului care ilumineaza obiectul de analizat. Fiecare sector de
coroana circulara este apoi marit sau micsorat cu un sistem de lentile, polarizat radial (7, 8)
si focalizat in planul focal posterior al obiectivului 13 de microscop de un obiectiv 9 de
focalizare (de exemplu o lentila de tip sferic sau toroidal). De aici, fasciculul este preluat de
obiectivul 13 de microscop si focalizat pe obiectul 15. Fasciculul provenit de la obiectul 15
(reflectat si difractat), trece prin obiectivul 13 de microscop, este preluat de un sistem de
transport care translateaza imaginea pe o piramida reflectanta cu m fete, este reflectat de
acesta si ajunge la un sistem de oglinzi 23, 26 care-l directioneaza catre prisma 27 de
deflectie, de unde ajunge la obiectivele 28 de formare a imaginilor cu ajutorul carora este
focalizat pe detectorul 29 de imagine.

Un exemplu de utilizare a dispozitivului conform inventiei pentru obfinerea unei
imagini este prezentat mai jos.

O suprafata SPR este pregatita prin depunerea unui material cu proprietati plasmo-
nice (de exemplu Au cu grosimea intre 20 si 50 nm) compatibil cu proba de analizat, pe un
suport transparent de sticla tip BK7 (ng, = 1,518).

Celulele de tip HT29 (celule provenite dintr-o linie celulara de adenocarcinom
colorectal uman) sunt incubate in mediu standard DMEM (in sine cunoscut), la 37°C si in
atmosfera de CO, pe suprafata SPR, timp de 24 h pentru atasare. Masuratorile se realizeaza
in solutie Ringer (NaCl 130 mM, KCI 1mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 2 mM, Hepes 10 mM,
glucoza 10 mM, pH 7,4), intr-un domeniu unghiular corespunzator curbei SPR pentru celule
(64-70°).

Dupa montarea pe obiectiv (cu ulei de imersie), se realizeaza conditiile de iluminare
in reflexie totala interna prin ajustarea unghiului de incidenta pentru fiecare fascicul, polarizat
liniar cu polarizarea paralela cu planul format din fasciculul incident si cel reflectat de
suportul obiectului. Pe fiecare detector se obtine cate o imagine corespunzatoare iluminarii
la un unghi de incidenta in domeniul de interes. Un exemplu de set de imagini obfinute la 8
unghiuri diferite de incidenta este prezentat in fig. 3.

Pentru fiecare pixel (punct) din imagine se reprezinta intensitatea luminii reflectate
in functie de unghiul de incidenta. Curbele rezultate se fiteaza cu o functie rationala sau
polinomiala care poate fi de tipul

f(x) = a, +a,X+a,x* +ax® +a,x* +a; x> + a;x°

b,x* +b,x* +1
unde a,-a, Si b,-b, sunt coeficientii polinomiali iar x este variabila de fit asociata unghiului de
incidenta.
Apoi se determina minimul functiei (ce corespunde unghiului de rezonanta) prin
calcularea primei derivate si rezolvarea ecuatiei pentru care aceasta este zero.
Pentru fit se poate utiliza si matricea de transfer - o metoda in sine cunoscuta de
calcul a propagarii undelor electromagnetice in medii stratificate.
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Dupa obtinerea valorii unghiului la care are loc minimul de intensitate denumit si
minimul de rezonanta 6., acesta este corelat cu indicele de refractie al probei
(corespunzator n, in formula de mai jos) conform formulei

0. =

min

unde €', este permitivitatea complexa a materialului plasmonic plasat pe suportul cu indice
de refractie n,, in exemplul dat ng,,. Fiecare valoare obtinuta pentru fiecare pixel va avea o
corespondenta in imaginea finala. Se va forma o imagine in care se reprezinta distributia
indicelui de refractie m al celulei investigate - fig. 4.
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Revendicari

1. Metoda de iluminare si receptie pentru aplicatii de microscopie care utilizeaza
reflexia totala interna, caracterizata prin aceea ca, cuprinde urmatoarele etape:

a. se ilumineaza o proba in conditii de reflexie totala interna, simultan dupa mai multe
directii, lumina incidenta fiind polarizata, iar planele de iluminare se intersecteaza pe axa
optica a unui obiectiv de microscop;

b. se receptioneaza razele de lumina reflectate de proba dupa directii conjugate
simetric directiilor de iluminare, opuse fata de axa optica a obiectivului de microscop, pe
detectori diferitj;

c. se analizeaza simultan imaginile obtinute si se extrage informatia despre distributia
de indici de refractie a unei probe necunoscute dispuse in focarul obiectivului de microscop.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, polarizarea luminii
poate fi liniard, radiala sau circulara.

3. Dispozitiv de iluminare si receptie pentru aplicatii de microscopie care utilizeaza
reflexia totala interna alcatuit dintr-o sursa (1) de lumina care genereaza un fascicul de
lumina ce este transmis spre un divizor (4) de fascicule care ghideaza lumina intr-un numar
de m fibre optice, iar la iesirea din fiecare fibra (5) optica fasciculul individual de lumina trece
fiecare prin cate un element de colimare, apoi printr-un ansamblu format dintr-o lama (7) A/2,
un polarizor (8), un obiectiv (9) de focalizare si o lama (10) cu fete plan paralele, o piramida
(12) cu m fete, un obiectiv (13) de microscop, caracterizat prin aceea ca, este alcatuit din
m ansambluri (5-10) care genereaza fascicule luminoase dispuse convergand dupa directii
radiale normale pe axul optic al unui obiectiv (13) de microscop, incidente pe fetele unei
piramide (12) cu m fete, care le reflecta catre un obiectiv (13) de microscop plasat deasupra
piramidei (12), pe aceeasi axa, si mai departe catre obiectul (15) de analizat, care are
proprietati plasmonice si pe care este plasata proba (16) de analizat, asezat in focarul
obiectivului de microscop (13) prin intermediul unui strat (14) ajutator, fiecare fascicul fiind
apoi reflectat catre obiectivul (13) de microscop, pe una din fetele piramidei (12) ajungand
la o oglinda (23) care-l directioneaza catre prisma (27) de deflectie, de unde ajunge la
obiectivele (28) de formare a imaginilor cu ajutorul carora este focalizat pe detectorul (29)
de imagine.

4. Dispozitiv conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca, piramida (12) are
axa centrala coincidenta cu axa optica a obiectivului de microscop (13), are la baza un
poligon cu numarul de laturi egal cu numarul directiilor de iluminare, fiecare din fetele laterale
ale piramidei constituind o suprafata reflectanta pe care se reflecta atat fasciculul incident
pe obiect cat si fasciculul reflectat de catre obiect, provenit de la un fascicul incident
conjugat.

5. Dispozitiv conform revendicarii 4, caracterizat prin aceea ca, forma fasciculelor
in planul focal posterior al obiectivului este de arc de cerc cu centrul coincident cu axa optica
a obiectivului (13) de microscop.
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