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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest tréjwymiarowy wzorzec rozktadu wspétczynnika zatamania, ktéry
w swojej objetosci zawiera szereg obszaréw o réznych warto$ciach wspoétczynnika zatamania. Wzorzec
jest przeznaczony do zastosowania w procesie metrologicznej oceny wynikéw uzyskiwanych w urza-
dzeniach pomiarowych czutych na wspétczynnik zatamania.

Techniki iloSciowego obrazowania fazowego 3D (ang. 3D quantitative phase imaging) stuzg do
wizualizacji oraz pomiaru transparentnych, technicznych i biologicznych mikroobiektéw na podstawie
lokalnych réznic wartosci wspoétczynnika zatamania w objeto$ci pomiarowej. Do grupy technik iloscio-
wego obrazowania fazowego 3D nalezy tomografia holograficzna (zwana réwniez optyczng tomografig
dyfrakcyjng lub optyczng tomografig fazowa), ktéra, w konfiguracji ze zmiang kierunku o$wietlenia
prébki (w ograniczonym zakresie katowym projekcji), szybko zdobywa popularno$é, szczegélnie w za-
stosowaniach biomedycznych, ze wzgledu na zwigzek wspo6tczynnika zatamania z gestoscig sktadnikow
biochemicznych znajdujgcych sie w komdérkach lub tkankach. Na podstawie zestawu projekcji hologra-
ficznych zarejestrowanych przy réznym kierunku o$wietlenia, rekonstruowany jest rozktad wspétczyn-
nika zatamania 3D mierzonego, nieznanego obiektu przezroczystego. Ze zrekonstruowanych tréjwy-
miarowych rozktadéw wspotczynnika zatamania mozna wyodrebnié i zmierzyé wybrane struktury we-
wnatrzkomorkowe, a takze $Sledzi¢ zmiany w morfologii i statystyce rozkfadu gestoSci masy w czasie
pod wptywem wewnetrznych procesow lub réznych bodzcéw zewnetrznych. Metoda ta jest stosowana
w badaniach struktur biologicznych, takich jak pojedyncze komoérki (np. komorki krwi i ludzkie komorki
nowotworowe), kolonie komoérek lub nawet tkanki. Ws$rdd pozostatych zalet tej techniki nalezy wyréznic
mozliwo$¢ pomiaru zywych mikrostruktur biologicznych bezposrednio na szalce Petriego, brak koniecz-
nosci stosowania dodatkowych barwnikéw czy znacznikéw, a takze wysokg rozdzielczo$¢ przestrzenng
uzyskiwanych rekonstrukcji tomograficznych. Atrakcyjno$¢ niniejszej techniki pomiarowej jest odzwier-
ciedlona w postaci niedawno wprowadzonych komercyjnych tomograféw holograficznych do zastoso-
wan biomedycznych, oferowanych przez NanoLive, Ltd. oraz TomoCube, Inc.

Tomografia holograficzna w konfiguracji z ograniczonym zakresem kgtowym projekcji jest w przy-
padku wyzej wymienionych zastosowan najbardziej praktyczna, jednak jednocze$nie obarczona jest
szeregiem probleméw. Informacja ilosciowa, bedaca jednym z kluczowych atutéw tomografii hologra-
ficznej, jest obarczona btedami wprowadzanymi na kazdym etapie procesu pomiarowego, zwigzanymi
miedzy innymi z artefaktami wynikajacymi z tzw. ,brakujgcego stozka” (ang. missing cone) w danych
reprezentujgcych informacje o obiekcie (odniesienie do reprezentacji przedmiotowych czestosSci prze-
strzennych w tréjwymiarowej przestrzeni Fouriera), anizotropowg rozdzielczoscig, a takze btedami ma-
powania czestosci przestrzennych odzyskanych z poszczegéinych projekcji na tréjwymiarowg prze-
strzen Fouriera. Trudno jest eksperymentalnie zweryfikowa¢ doktadno$¢ rekonstrukcji, poniewaz struk-
tura 3D danego obiektu biologicznego nie jest znana przed pomiarem.

Istnieje szereg rozwigzan technologicznych i numerycznych majgcych na celu minimalizacje lub
kompensacje wptywu tych czynnikédw na ostateczny wynik rekonstrukcji wspétczynnika zatamania, jed-
nakze ich skutecznos$¢ jest trudna do oceny iloSciowej. Zarédwno producenci urzadzen, jak i grupy ba-
dawcze rozwijajgce te technike pomiarowg podejmujg sie zagadnienia zwigzanego z metrologiczng
oceng btedow rekonstrukcji w oparciu o symulacje numeryczne lub wyniki eksperymentalne, jednakze
dotychczasowe rozwigzania sg niewystarczajgce z dwoch gtéwnych powodéw. W przypadku prac teo-
retycznych lub analiz numerycznych dane nie sg obarczone btedami wynikajgcymi z niedoskonatosci
uktadu pomiarowego i samego procesu pomiaru i nie mogg byé wykorzystane do petnej charakteryzacji
urzgdzenia. Drugim przyktadem analizy metrologicznej uktadéw spotykanym w literaturze sg wnioski
wyciggniete na podstawie pomiaréw obiektédw nieznanych (a wiec brak odniesienia do oceny btedu po-
miaru) lub zbyt prostych. Przedstawiane w literaturze rozwigzania opierajg sie na estymac;ji btedu wspot-
czynnika zatamania na podstawie odchylenia standardowego wartosci zintegrowanej fazy tta w po-
szczegOlnych projekcjach lub statystyki wspotczynnika zatamania tta w rekonstrukcji tomograficzne;j,
a takze stosowaniu w roli obiektu testowego mikrokulek, ktére mogg stuzyé jako proste obiekty kalibra-
cyjne, ale nie zapewniajg wystarczajacej ztozonosci, niezbednej w celu eksperymentalnego zasymulo-
wania skomplikowanej struktury wewnetrznej obiektéw biologicznych. Inne techniki tomograficzne (np.
tomografia komputerowa, rezonans magnetyczny) do kalibracji i analiz metrologicznych korzystajg
z wzorcow i fantomow, jednak do tej pory nie ujawniono analogicznego rozwigzania na potrzeby iloscio-
wego obrazowania fazowego 3D, ktére bytoby wolne od wszystkich wad wymienionych powyzej.
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Gtéwne trudnosci w uzyskaniu takiego wzorca wynikajg z ograniczen dostepnych technologii wytwarza-
nia, a takze koniecznosci weryfikacji uzyskanych parametréw wzorca.

Prébe rozwigzania tego problemu podijeli M. Ziemczonok, A. Ku$, M. Nawrot, M. Kujawinska,
(Characterization of 3D phantom for holographic tomography produced by two-photon polymerization,
(SPIEDigitalLibrary.org/conference-proceedings-of-spie) — w publikacji opisano struktury o zmiennym
wspotczynniku zatamania wykonane metodg polimeryzacji dwufotonowej i pomiary tych struktur wyko-
nane metodami 2D i tomografig holograficzng.

Polimeryzacja dwufotonowa (TPP) to jedna z technologii druku 3D, umozliwiajgca tworzenie zto-
zonych, przezroczystych struktur o rozdzielczosci ponizej mikrometra. Struktury te sg konstruowane
z fotoreaktywnych, ciektych prekursoréw zawierajgcych substancje chemiczne, ktére w reakcji na dzia-
tanie Swiatta zmieniajg postaé z ciektej na statg. Wspotczynnik zatamania utwardzonego polimeru zalezy
od stopnia usieciowania monomeru, ktéry odnosi sie do zastosowanej dawki ekspozycji. W TPP, dzieki
skanowaniu punkt po punkcie mozliwe jest tworzenie struktury o dowolnym rozkfadzie wspétczynnika
zatamania w przestrzeni trojwymiarowej. Nadanie strukturze zdefiniowanego, tréjwymiarowego rozktadu
wartosci wspotczynnika zatamania odbywa sie poprzez utwardzanie materiatu fotoczutego przez zogni-
skowang wigzke lasera w otoczeniu ogniska tejze wigzki, a nastepnie przemieszczaniu ogniska wigzki
wzgledem naczynia z materiatem az do utwardzenia catej pozgdanej objetosci. W zwigzku z tym, ze
prawdopodobienstwo procesu absorpcji dwufotonowej jest zalezne od intensywnosci padajgcego pro-
mieniowania, materiat utwardzany jest w niewielkiej, ograniczonej w trzech wymiarach objetosci i wy-
facznie w otoczeniu tegoz ogniska. Warto$¢ wspétczynnika zatamania w dowolnym punkcie (wokselu)
wzorca zalezy od stopnia spolimeryzowania materiatu i moze by¢é modyfikowana poprzez sterowanie
parametrami procesu, w szczegélnosci lokalng zmiane mocy lasera polimeryzujgcego, wydtuzenie
czasu naswietlania, zmiane predkosci skanowania lub zageszczenie wokseli. Dodatkowo, wybrane ob-
szary wzorca mogg pozostaé nieutwardzone, co zwieksza dostepny zakres modulacji wartosci wspoét-
czynnika zatamania, a takze pozwala na uzyskanie struktur mniejszych, niz wynika to z rozmiaru wok-
sela.

Struktura opisana w publikacji M. Ziemczonok i in. miata ksztait piramidy, z r6znym rozktadem
wspotczynnika zatamania w kazdym ze stopni. Taka struktura nie jest przystosowana do ewaluacji ukfa-
doéw pomiarowych przeznaczonych do zastosowan biomedycznych, poniewaz nie ma zwigzku z mie-
rzonym obiektem, takim jak np. komdrka.

Celem wynalazku byto zatem opracowanie wzorca rozkfadu wspoétczynnika zatamania przezna-
czonego do oceny ukfadéw pomiarowych do zastosowan biomedycznych.

Wzorzec rozktadu wspétczynnika zatamania wedtug wynalazku stanowi tréjwymiarowy obiekt,
ktéry w swojej objetosci zawiera osrodek bazowy i obszary o zmiennej wielkoéci i odlegtosci, o innym
wspotczynniku zatamania niz wspétczynnik zatamania dla o$rodka bazowego, przy czym réznica wspot-
czynnika zatamania tych obszaréw wzgledem wspétczynnika zatamania o$rodka bazowego nie jest
wieksza niz 0,04. Co najmniej jeden z obszardéw stanowi zestaw co najmniej dwdch graniastostupéw lub
walcow lub wspotosiowych pierécieni o zmiennej wielkosSci i odlegtosci, 0 wymiarze przynajmniej w jed-
nym kierunku zblizonym do zdolno$ci rozdzielczej uktadu pomiarowego oraz co najmniej jeden z obsza-
réw ma ksztatt zblizony do elipsoidy albo kuli.

Korzystnie co najmniej jeden obszar zblizony do elipsoidy albo kuli jest umiejscowiony w innym
obszarze o odmiennym wspétczynniku zatamania wzgledem obszaru zblizonego do elipsoidy albo kuli
i wzgledem osrodka bazowego.

Korzystnie obszar w formie wspotosiowych pierScieni zawiera pierécienie o zakresie Srednic od
1 um do 50 um, korzystnie o grubos$ci kazdego z pierscieni zblizonym do zdolno$ci rozdzielczej uktadu
pomiarowego podlegajgcego ocenie.

Korzystnie wzorzec zawiera zestaw co najmniej dwéch prostopadtos$ciandéw utozonych wzgledem
siebie rownolegle.

Korzystnie wzorzec zawiera zestaw graniastostupéw utozonych wzgledem siebie w sposéb ana-
logiczny do gwiazdy Siemensa.

Zestawy prostopadtoscianéw lub walcow lub wspétosiowych pierscieni lub graniastostupéw sg
przeznaczone do oceny rozdzielczosci uktadu pomiarowego.

Korzystnie co najmniej jeden z obszaréw ma gradientowy charakter zmiennosci wspotczynnika
zatamania, o maksymalnym zakresie zmiennos$ci wspétczynnika zatamania réwnym 0,02. Korzystnie
obszar o gradientowej zmianie wspétczynnika zatamania ma ksztatt prostopadto$cianu lub walca.
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Korzystnie wzorzec ma wymiary zewnetrzne w zakresie od 5 um do 300 um w kazdym z trzech
kierunkéw, dobierane zgodnie z optymalnym wykorzystaniem dostepnego pola widzenia badanego
uktadu. Korzystnie kazdy z obszaréw wewnetrznych wzorca o innym wspétczynniku zatamania ma wy-
miary w zakresie 50 nm — 250 pm w kazdym z trzech kierunkéw.

Réznice wspétczynnikbédw zatamania poszczegdblnych obszaréw sg w zakresie od 0,001 do 0,04
i sg dobierane na podstawie czutosci i zakresu pomiarowego rozwazanego ukfadu.

Korzystnie wzorzec ma ksztatt zblizony do wycinka elipsoidy.

Bezwzgledne warto$ci wspoétczynnika zatamania materiatu wzorca zawierajg sie w zakresie od
1,45do 1,60.

W korzystnym wykonaniu wzorzec reprezentuje struktury i zakresy zmiennoéci wspotczynnika
zatamania spotykane w obiektach biologicznych, szczeg6lnie komérkach. Wzorzec posiada obszary
reprezentujgce kuliste jaderka, zawieszone w obszarze o nizszym wspoétczynniku zatamania reprezen-
tujgcym jadro komérkowe, co jest czestym przypadkiem w komérkach. Obszary te stuzg do weryfikacji
poprawnosci wyodrebniania granic struktur wewnetrznych badanych obiektéw, co z kolei pozwala na
wyznaczenie istotnych parametrow, takich jak objetosé, pole powierzchni czy $rednia warto$¢ wspot-
czynnika zatamania wybranych struktur wewnetrznych.

Ponadto wzorzec taki zawiera obszar w ksztatcie walca z gradientowg zmiennoécig wspoiczynnika
zatamania. Obszar ten reprezentuje naturalne, drobne wahania wspétczynnika zatamania $wiatta w ko-
morkach i jest przydatny do oceny algorytméw rekonstrukcji tomograficznej, ktére mogg opieraé sie na
niestusznych zatozeniach co do charakteru zmiennosci wspotczynnika zatamania wewnatrz obiektu. Na
przyktad, skuteczno$¢ poprawnego odtworzeniu takiego obszaru bedzie niska w przypadku zastosowania
algorytmu rekonstrukcji ktéry zaktada, ze wspéitczynnik zatamania w obiekcie jest obszarami staty.

Z kolei obszary przeznaczone do oceny rozdzielczosci, przyktadowo w ksztaicie prostopadtoscia-
néw, stanowig rozwigzanie analogiczne do tzw. testu USAF. W teScie tym muszg by¢ co najmniej dwa
obszary stuzgce do oceny rozdzielczosci. Jezeli wynik pomiaru pozwala na stwierdzenie obecnosci
dwéch obszaréw, to oznacza, ze rozdzielczo$¢ uktadu w rozwazanym kierunku jest co najmniej réwna
odlegtosci miedzy Srodkami tych obszaréw. Stopniowe zwiekszanie liczby obszaréw wraz z ich szero-
koécig i odlegtoscig pozwala na pokrycie wiekszej liczby przypadkéw i tym samym tatwiejsze lub do-
ktadniejsze okreslenie dolnej i gornej granicy rozdzielczosci uktadu. Kazdy z kierunkéw powinien by¢
sprawdzany osobno, stagd we wzorcu znajdujg sie trzy zestawy obszaréw do oceny rozdzielczosci. Naj-
korzystniej jest, gdy zestawy sg zorientowane wzdtuz osi X, Y, Z. Rozdzielczo$¢ uktadéw w kierunku
poosiowym (Z) jest zwykle gorsza (zaréwno przy wydruku, jak i w rozwazanych uktadach pomiarowych),
dlatego tez test w tym kierunku jest zazwyczaj nieco inny (o0 wiekszej odlegtosci elementdw).

Najkorzystniej wzorzec posiada trzy kuliste obszary o wspé6tczynniku zatamania od 1,48 do 1,52
zawieszone w obszarze o wspdétczynniku zatamania od 1,50 do 1,52 oraz trzy zestawy obszaréw
w ksztatcie prostopadio$cianéw o wspétczynniku zatamania od 1,48 do 1,52. W kazdym zestawie pro-
stopadtos$ciany sg rownolegte wzgledem siebie, a zestawy sg usytuowane w trzech prostopadtych kie-
runkach wzdtuz osi X, Y, Z. Ponadto w najkorzystniejszym przyktadzie wzorzec posiada jeden obszar
w ksztalcie walca o gradientowej zmianie wspétczynnika zatamania w zakresie od 1,50 do 1,52.

Wzorzec wedtug wynalazku zapewnia skomplikowany, trojwymiarowy rozktad wspoétczynnika za-
tamania, ktéry stuzy do metrologicznej oceny uktadéw do iloSciowego obrazowania fazowego 3D na
drodze poréwnania uzyskanych wynikéw pomiaru z doktadng specyfikacjg wzorca.

Cechy uzytkowe wzorca, takie jak jego ksztatt, wymiary zewnetrzne, struktury wewnetrzne (roz-
miar, ksztalt, rozmieszczenie, kontrast wspotczynnika zatamania wzgledem otoczenia), zakresy warto-
Sci wspébiczynnika zatamania czy charakter zmiennoéci wspétczynnika zatamania wynikajg z parame-
tréw rozwazanego uktadu pomiarowego (jego rozdzielczosci, pola widzenia, czutfosci na wspotczynnik
zatamania), spodziewanego zastosowania uktadu (jakie parametry i cechy uzytkowe bedg reprezenta-
tywne dla typowych obiektéw mierzonych), a takze mozliwosci i ograniczen techniki wytwarzania. Ta
dowolno$¢ cech uzytkowych i mozliwo$¢ przeskalowania czy dostosowania wzorca do konkretnych po-
trzeb jest niewatpliwg zaletg wynalazku.

Wzorzec wediug wynalazku zawiera struktury pozwalajgce ocenié rozdzielczo$é uktadu pomiaro-
wego. Na podstawie rekonstrukcji rozktadu wspétczynnika zatamania mozliwa jest ocena zdolnoéci roz-
dzielczej z wykorzystaniem wybranego, jako$ciowego lub ilosciowego kryterium. Obszary o réznych
wartosciach wspdéfczynnika zatamania tworzg tréjwymiarowg strukture wewnetrzng, jak na przyktad elip-
soidy 0 wyzszym wspotczynniku zatamania zawieszone w wiekszej elipsoidzie o mniejszym wspétczyn-
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niku zatamania, zawierajgcej sie w objetosci wzorca. Struktury te stuzg do oceny zdolnosci uktadu po-
miarowego do wyodrebnienia granic struktur wewnetrznych, a takze btedu otrzymanej warto$ci wspot-
czynnika zatamania.

Wspomniane struktury wewnetrzne mogg mieé SciSle zadany rozkfad wspétczynnika zatamania,
w tym skokowy lub gradientowy charakter jego zmian, gdyz algorytmy rekonstrukcji tomograficznej lub sto-
sowane procedury regularyzacyjne mogg przyjmowac zatozenia, ktérych obiekt nie spetnia lub spetnia tylko
czesciowo. Wzorzec umozliwia wiec eksperymentalng analize bledéw pochodzgcych od takiego niedopaso-
wania elementéw techniki pomiarowej do cech obiektu mierzonego (ang. object-dependent artifacts).

Wzorzec wedtug wynalazku jest wykonywany na substracie, np. na szkietku nakrywkowym o wy-
sokiej precyzji, nastepnie jest otaczany immersjg o wybranym wspétczynniku zatamania (np. powietrze,
kropla wody czy oleju, ewentualne przykrycie drugim szkietkiem nakrywkowym) i umieszczany w ukfa-
dzie badanym. Nastepnie przeprowadza sie pomiar i rekonstrukcje zgodnie z odpowiednig dla uktadu
procedurg, po czym poréwnuje sie wyniki (poszczegdlnych struktur, cech) z rozktadem zaprojektowa-
nym lub zmierzonym technikami referencyjnymi.

Wzorzec wedtug wynalazku wykonany jest w technologii polimeryzacji dwufotonowej, w ktérej
sterowanie parametrami wytwarzania wigze sie z lokalng zmiang wspdtczynnika zatamania. Technolo-
gia wytwarzania umozliwia przystosowanie wzorca do pomiaréw na potrzeby uzyskania danych refe-
rencyjnych poprzez umieszczenie go na szkietku nakrywkowym (mikroskopia elektronowa, spektrosko-
pia, tomografia holograficzna w ograniczonym kacie) lub na czole wi6kna Swiattowodowego (obserwacja
z innej perspektywy, tomografia z obrotem prébki mierzonej).

Polimery do celéw polimeryzacji dwufotonowej sg dobrze znane specjalistom, np. z publikacji
Alexandras Selimis, Vladimir Mironov, Maria Farsari, Direct laser writing: Principles and materials for
scaffold 3D printing, Microelectronic Engineering 132 (2015) 83—-89. Ogélnie rzecz biorgc, materiat na-
dajacy sie do strukturyzowania za pomoca polimeryzacji dwufotonowej obejmuje co najmniej dwa skfad-
niki: (i) monomer lub mieszanine monomery/oligomery, z ktérych tworzy sie koncowy polimer i (ii) foto-
inicjator, ktéry absorbuje Swiatto laserowe. Koncowy polimer moze by¢ wybrany z grupy fotopolimeréow
akrylowych, epoksydowych, silikonowych, naturalnych i syntetycznych hydrozeli, takich jak glikol polie-
tylenowy czy naturalne proteiny usieciowane kwasem hialuronowym, a takze moze to by¢ polikaprolak-
ton lub polilaktyd. Korzystnie w celu wytworzenia wzorca stosuje sie rozgateziony monomer akrylowy
i a-aminoketon jako fotoinicjator, niemniej kazdy polimer przeznaczony do polimeryzacji dwufotonowej
moze by¢ stosowany.

Ogdlnie rzecz ujmujgc materiatem wzorca moze by¢ kazdy polimer spetniajgcy nastepujgce kry-
teria:

— ulega polimeryzacji/utwardzeniu pod wptywem promieniowania UV,

— ma wystarczajgcg transmisje promieniowania uzywanego w procesie TPP, zwykle
o energii fotonu dwukrotnie mniejszej niz przy polimeryzacji jedno fotonowej (UV); innymi
stowy wigzka nie jest silnie absorbowana przez objeto$¢ materiatu pomiedzy obiektywem
mikroskopowym a jej ogniskiem, w zwigzku z czym maksimum intensywno$ci wigzki znaj-
duje sie w jej ognisku,

— ma transmisje bliskg 100% dla promieniowania stosowanego w badanym uktadzie
pomiarowym (fazowy charakter obiektu, pozadany w rozwazanych technikach pomiaro-
wych).

Korzystne jest stosowanie materiatdéw zalecanych przez producentéw systemoéw wytwarzania ze
wzgledu na ich dodatkowg optymalizacje pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych, w tym ich jed-
norodno$ci, skurczu, a takze dostepnych zalecen co do ewentualnych krokéw niezbednych podczas
przygotowania do wydruku (np. odparowanie rozpuszczalnika) lub po wydruku (usuniecie nadmiaru ma-
teriatu, wygrzewanie).

Wzorzec wedtug wynalazku zostat przedstawiony w przyktadach wykonania na rysunku, na ktérym:
Fig. 1 przedstawia wzorzec wedtug pierwszego przyktadu wykonania wraz z przekrojami,

Fig. 2 przedstawia wzorzec wedfug drugiego przykfadu wykonania wraz z przekrojami,
Fig. 3 przedstawia wzorzec wedtug trzeciego przyktadu wykonania wraz z przekrojami,
Fig. 4 przedstawia wzorzec wedtug czwartego przyktadu wykonania.

Wzorce wedtug wynalazku zostaty wykonane technikg polimeryzacji dwufotonowej z wykorzysta-
niem urzadzenia Photonics Professional GT (Nanoscribe GmbH), charakteryzujgcego sie nastepuja-
cymi parametrami: obiektyw mikroskopowy x100 1,4 NA, pozycjonowanie ogniska wigzki wzgledem fo-
torezystu przy pomocy 3-osiowego stolika piezoelektrycznego, Swiattowodowy laser femtosekundowy
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(czas trwania impulsu 100 fs, powtarzalno$¢ impulséw 80 MHz, centralna dtugo$é fali: 780 nm); druk
kolejnych warstw struktury odbywa sie w kierunku obiektywu.

Przyktad 1

Wzorzec przedstawiony na Fig. 1 ma ksztatt wycinka elipsoidy o rozmiarze 30x25x11 pum (dtu-
gos¢, szerokosé, wysokos$c). Materiat bazowy 1 ma wspétczynnik zatamania 1,52. W przestrzeni wzorca

znajdujg sie:

obszar 2 o wspoéfczynniku zatamania 1,50 i rozmiarze 9x6x6 pm,

rozmieszczone wewnatrz obszaru 2 trzy elipsoidalne wtrgcenia 3 o wspoétczynniku zata-
mania 1,52 i rozmiarach od 2 do 4 um,

obszar 4 w ksztatcie zestawu prostopadtoScianéw o wspétczynniku zatamania 1,48 i roz-
miarze 4x1,5x od 0,3 do 0,7 um, rozstawionych w odlegtosciach od 0,6 do 1,4 um,
obszar 5 w ksztatcie zestawu prostopadto$cianéw o wspétczynniku zatamania 1,48 i roz-
miarze 4x1,5x od 0,3 do 0,7 um, rozstawionych w odlegtosciach od 0,6 do 1,4 um,
obszar 6 w ksztatcie zestawu prostopadto$cianéw o wspétczynniku zatamania 1,48 i roz-
miarze 3x3x od 0,8 do 1,4 um, rozstawionych w odlegtosciach od 1,5 do 2 um,

obszar 7 o gradientowym charakterze zmian wspétczynnika zatamania, zmieniajgcym sie
w zakresie od 1,50 do 1,52 i rozmiarze 4,5x4,5x3 pum.

Obszary 4, 5i 6 stanowig testy rozdzielczosci w kierunku X (5), Y (4) i Z (6).

Wzorzec przedstawiony na Fig. 1 zostat otrzymany z materiatu dostepnego komercyjnie pod na-
zwg IP-L 780 (Nanoscribe GmbH).

Wzorzec przedstawiony na Fig. 1 zostat otrzymany w nastepujgcy sposob:

1.

Na $rodek szkietka nakrywkowego o wysokiej ptaskosci i réwnolegtosci, o grubosci
170 um, natozono krople polimeru IP-L 780, ktdre nastepnie umieszczono w uchwycie
urzadzenia do druku 3D metodg polimeryzacji dwufotonowe;j.

Po zogniskowaniu uktadu optycznego urzgdzenia na interfejsie szkfa i polimeru rozpo-
czeto procedure wytwarzania linia po linii i warstwa po warstwie zgodnie z numeryczng
definicjg struktury, w ktérej sktad wchodzg kolejne punkty w uktadzie wspétrzednych
urzadzenia oraz lokalne i globalne parametry procesu.

Na parametry uzytkowe wzorca wplywajg przede wszystkim nastepujgce parametry pro-
cesu: moc lasera polimeryzujgcego, predko$¢ skanowania i odstep miedzy kolejnymi
wokselami, liniami i warstwami. Podane warto$ci wspoétczynnika zatamania osiggnieto
dla nastepujgcego zestawu parametrow: Srednia moc lasera réwna 0 mW dla obszaréw
o wspdbiczynniku zatamania 1,48, 13 mW dla obszaréw o wspdtczynniku zatamania 1,50
oraz 20 mW dla obszaréw o wspotczynniku zatamania 1,52, predko$¢ skanowania wy-
nosi 70 um/s, odlegto$¢ miedzy wokselami rowna 200 nm w ptaszczyznie XY (interfejsu
szkto-polimer) oraz 300 nm w kierunku Z (wzdtuz osi ukfadu optycznego urzadzenia).
Analogiczne obszary wzorca o wspotczynnikach zatamania 1,50 i 1,52 mozna otrzymaé
na przykfad przy statej mocy lasera réwnej 18 mW i zmiennej predkosci skanowania
w zakresie odpowiednio od 150 do 50 pm/s.

Po zakonczeniu procesu wydruku szkietko nakrywkowe ze strukturg oczyszczono z resz-
tek nieutwardzonego polimeru poprzez zanurzenie go w alkoholu izopropylowym przez
15 minut.

Przyktad 2
Wzorzec przedstawiony na Fig. 2 ma ksztatt wycinka elipsoidy o rozmiarze 60x50x15 um. Mate-
riat bazowy 1 ma wspotczynnik zatamania 1,50. W przestrzeni wzorca znajdujg sie:

siedem obszaréw elipsoidalnych 2 o wspofczynniku zatamania 1,52 i rozmiarze od 1 do
10 um,

obszar 3 w ksztatcie 4 wspétosiowych pierécieni o $rednicach w zakresie od 5 do 8 um,
grubosci od 0,3 do 1 um i 0 wspédtczynniku zatamania 1,52,

obszar 4 w ksztatcie zestawu prostopadto$cianéw o wspétczynniku zatamania 1,48 i roz-
miarze 6x6x od 1,5 do 3 um, rozstawionych w odlegto$ciach od 3 do 5 um,

obszar 5 w ksztatcie prostopadto$cianu o wymiarach 12x10x4 um i o gradientowym cha-
rakterze zmian warto$ci wspo6tczynnika zatamania w zakresie 1,50-1,52.

Obszary 3 i 4 stanowig testy rozdzielczosSci w kierunku X (3), Y (3) i Z (4).
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Przyktad 3
Wzorzec przedstawiony na Fig. 3 ma ksztatt wycinka elipsoidy o rozmiarze 30x25x11 um. Mate-
riat bazowy 1 ma wspotczynnik zatamania 1,52. W przestrzeni wzorca znajdujg sie:

— obszar 2 w ksztaicie zestawu prostopadto$cianéw o wspotczynniku zatamania 1,48 i roz-
miarze 3x3x od 0,8 do 1,5 um, rozstawionych w odlegtosciach od 2 do 2,5 um,

— obszar 3 w ksztatcie elipsoidy o wymiarach 18x18x8 um i wspoétczynniku zatamania 1,51,
w obrebie znajdujg sie obszary 4i 5,

— obszar 4 w ksztatcie 2 elipsoid o0 wspotczynniku zatamania 1,50 i rozmiarach w zakresie
od 0,5do 4 um,

— obszar 5 w ksztatcie zestawu graniastostupdw o wymiarach 2x5x4 pum, utozone wzgle-
dem siebie na podobienstwo gwiazdy Siemensa, o wspétczynniku zatamania 1,50.

Obszary 2 i 5 stanowig testy rozdzielczosci w kierunku X (5), Y (5) i Z (2).

Przyktad 4

Wzorzec przedstawiony na Fig. 3 sktada sie z trzech wzorcéw przedstawionych na przykfadzie 1,
wykonanych obok siebie i zachodzgcych na siebie, na podobienstwo kolonii komoérek.

10.

11.

12.
13.

Zastrzezenia patentowe

. Wozorzec rozktadu wspdétczynnika zatamania w formie tréjwymiarowego obiektu ktoéry w swojej

objetosci zawiera osrodek bazowy i obszary o zmiennej wielkos$ci i odlegtosci, o innym wsp6t-
czynniku zatamania niz wspétczynnik zatamania dla o$rodka bazowego, znamienny tym, ze
réznica wspotczynnika zatamania tych obszaréw wzgledem wspétczynnika zatamania osrodka
bazowego nie jest wieksza niz 0,04, co najmniej jeden z obszaréw stanowi zestaw co najmnie;j
dwéch graniastostup6éw lub walcédw lub wspétosiowych pierécieni o zmiennej wielkosci i odle-
gtosci, o wymiarze przynajmniej w jednym kierunku zblizonym do zdolnoSci rozdzielczej
uktadu pomiarowego podlegajgcego ocenie oraz co najmniej jeden z obszaréw ma ksztait
zblizony do elipsoidy albo kuli.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze co najmniej jeden obszar zblizony do elipsoidy
albo kuli jest umiejscowiony w innym obszarze o odmiennym wspé6tczynniku zatamania wzgle-
dem obszaru zblizonego do elipsoidy albo kuli i wzgledem o$rodka bazowego.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze obszar w formie wspdtosiowych pierscieni za-
wiera pierécienie o zakresie Srednic od 1 um do 50 um, o grubo$ci kazdego z pierscieni zbli-
zonej do zdolnoéci rozdzielczej uktadu pomiarowego podlegajgcego ocenie.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera zestaw co najmniej dwdch prostopa-
dtoscianéw utozonych wzgledem siebie rownolegle.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera zestaw graniastostupdéw utozonych
wzgledem siebie w spos6b analogiczny do gwiazdy Siemensa.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze co najmniej jeden z obszaréw ma gradientowy
charakter zmiennosci wspotczynnika zatamania, o0 maksymalnym zakresie zmiennos$ci wspot-
czynnika zatamania réwnym 0,02.

Wzorzec wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze obszar o gradientowej zmianie wspétczynnika
zatamania ma ksztatt prostopadtoscianu lub walca.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ma wymiary zewnetrzne w zakresie od 5 um
do 300 um w kazdym z trzech kierunkow.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze kazdy z obszaréw wewnetrznych wzorca
0 innym wspofczynniku zatamania ma wymiary w zakresie 50 nm — 250 um w kazdym z trzech
kierunkéw.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze r6znice wspétczynnikdw zatamania poszcze-
goInych obszardéw sg w zakresie od 0,001 do 0,04.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wartoSci wspétczynnika zatamania materiatu
wzorca zawierajg sie w zakresie od 1,45 do 1,60.

Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ma ksztatt zblizony do wycinka elipsoidy.
Wzorzec wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wzorzec reprezentuje komoérke biologiczng lub
kolonie komorek.
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Rysunki
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Fig. 3
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Fig. 4
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