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Aksonalni rast i vodenje kljuéni su za razvoj, regeneraciju i funkcionalnost Zivéanog sustava.
Razumijevanje ovih procesa neophodno je za istrazivanje dinamike zivéanih puteva te karakterizaciju
zivih neuralnih mreza. Trenutno se razvija metoda za vrlo preciznu izradu staklenih podloga sa 3D
geometrijskim uzorcima na skali veli¢ine neurona, kojima se planira ispitati stani¢no vodenje. Kako
bi se to postiglo, koristi se laserska ablacija kao precizan i svestran alat za modificiranje staklenih
povrsina na mikro- i nano-skali. Ova tehnika koristi ultrakratke laserske pulseve za izradu
lokaliziranih topografskih naznaka uz minimalne toplinske u¢inke, osiguravajuci da fizikalna, kemijska
i strukturna svojstva materijala ostanu nepromijenjena.

1 Teorijski uvod

Razvoj i funkcionalnost Zivéanog sustava ovise o
preciznoj komunikaciji izmedu neurona, koja se us-
postavlja formiranjem neuronskih mreza. Ova slo-
Zena povezanost postize se visoko koordiniranim
procesima rasta neurona. Tijekom razvoja, ne-
uroni produzuju dugacke aksone specijaliziranim
strukturama koje prepoznaju i reagiraju na svoju
okolinu. Te ekstenzije zovemo ¢unji¢ima rasta i
odgovorni su za aktivno istrazivanje vanjskih naz-
naka koje ih dovode do odgovarajuéeg odredista.
Naznake mogu biti kemijske, topografske ili galva-
notropskie pa se tako rast aksona moze se usmjeriti
modificiranjem podloge na mikro- i nano-razini. U
ovom kontekstu potrebni su precizni alati za mi-
kroobradu materijala,a jedan takav alat je laserska
ablacija.

1.1 Laserska ablacija

Laserska ablacija termalni je ili netermalni proces
uklanjanja povrSine krutog materijala ozraciva-
njem intenzivnhom laserskom zrakom, bilo konti-
nuiranom ili pulsnom. Kao jedna od najvaznijih
tehnika obrade materijala, laserska ablacija ko-
risti se za buSenje, graviranje ili rezanje materi-
jala, proizvodnju nanocestica ili pripremu povrsine
materijala na mikrometarskoj skali [1]. Teorijski
modeli uklanjanja materijala ozraivanjem povr-
Sine laserom uvelike ovise o duljini pulsa jer ona
odreduje apsorpciju i disipaciju energije unutar
materijala. Duzi laserski pulsevi uzrokuju konti-

nuirano zagrijavanje ciljanog materijala. Energija
pulsa tada se termalno Siri izvan podrucja veli¢ine
laserske tocke, uzrokujuéi stvaranje nekontrolira-
nog sloja rastaljenog materijala §to moze rezul-
tirati nepreciznom obradom povrsine. Nasuprot
tome, tijekom interakcije ultra-kratkih, femtose-
kundnih pulseva s materijalom, provodenje topline
je ograniceno. Zbog toga se materijal uklanja unu-
tar prostorno dobro definirane zone, uz minimalna
mehanicka i toplinska oStec¢enja na ciljanom po-
drudju [2]. Za potrebe ovog rada koristen je femto-
sekundni pulsni laser. Prikaz interakcija laserskih
pulseva razli¢itih duljina s materijalom mozemo
vidjeti na slici 1.
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Slika 1: Usporedba interakcije dugog i kratkog la-
serskog pulsa s materijalom.

Interakcija femtosekundnog lasera i nemetal-
nih materijala je ultrabrzi nelinearan i neravno-
tezan proces u dva koraka. Prvi korak je ioniza-



cija koja obuhvaca fotoionizaciju i lavinsku ioniza-
ciju [3]. Fotoionizacijom dobivamo pocetne (eng.
seed) elektrone, tj. slobodne elektrone unutar ma-
terijala koji su nam potrebni za daljnju lavinsku
ionizaciju. Nakon ionizacije, imamo dovoljno ve-
liki broj slobodnih elektrona da nemetalni materi-
jal po¢ne pokazivati metalna svojstva. Drugi ko-
rak uklju¢uje dva suprotstavljena mehanizma koja
dovode do uklanjanja materijala i ablacije. U ter-
malnoj fazi, porast temperature iznad vrelista re-
zultira taljenjem i dolazi do termalnog isparava-
nja materijala. U netermalnoj fazi, glavni proces
je Coulombova eksplozija u kojoj pobudeni elek-
troni izbacCeni s povrSine nakon apsorpcije laser-
skog pulsa stvaraju elektri¢no polje zbog razdva-
janja naboja izmedu izbacenih elektrona i visoko
ioniziranih atoma. Nastalo elektri¢no polje pov-
la¢i ione van materijala §to rezultira uklanjanjem
prvih nekoliko slojeva materijala [4].

1.2 Supstrat

U ovom radu lasersku ablaciju radit ¢emo na okru-
glom borosilikatnom staklu promjera 30mm, deb-
ljine 400nm koje na jednoj strani ima sloj ITO-
a debeo 200nm. Staklo se koristi kao podloga
zbog svoje jedinstvene kombinacije opticke prozir-
nosti, inertnosti i termomehanickih svojstava, sto
ga Cini izuzetno pogodnim za bioloske primjene,
kao i za primjene u mikro- i nanotehnologiji. Nje-
gova prozirnost posebno je vazna za medicinska i
bioloska istrazivanja koja se oslanjaju na mikro-
skopske tehnike, jer omogucéuje koristenje inverz-
nih mikroskopa koji osvjetljavaju uzorke odozdo,
omogucéujuéi visokorezolucijsko snimanje bioloskih
procesa bez smetnji. Nadalje, mikrostrukture na
bazi stakla Siroko se primjenjuju u biomedicini,
biokemiji, uredajima "lab-on-chip", senzorima i
MEMS tehnologijama. U gotovo svim sluc¢ajevima
potrebno je izbjeéi osteéenja i mikropukotine oko
podrucja obradenog laserom, a femtosekundni la-
seri su se pokazali kao izvrsni alat za tako preciznu
obradu [5].Ova moguénost preciznog mikrostruk-
turiranja povrsine stakla klju¢na je za stvaranje bi-
omimetic¢kih povrsina koje mogu usmjeravati rast
aksona, $to staklo ¢ini idealnim materijalom za bu-
duéa istrazivanja vodenja aksona i razvoja zivca-
nog sustava.

2 Eksperimentalni postav i

metode mjerenja

Za obradu uzoraka koristimo Light Conver-
sion Pharos PH2 femtosekundni laser maksi-
malne snage 15W. Unutar njega, kao laser-
ski medij koristi se kristal kalij gadolinij volfra-

mata (KGd(W0O4)2:KGW) dopiran ionima iter-
bija Yb>+. Valna duljina prijelaza izmedu pobude-
nog i osnovnog stanja je 1030nm. PHAROS laser
ima maksimalnu energiju pulsa od 1.5mJ, pode-
sivo trajanje pulsa izmedu 190fs i 10ps i maksi-
malnu izlaznu frekvenciju 1 MHz [6]. Unutar mo-
dula se takoder nalaze atenuatori s kojima kon-
troliramo energiju pulsa. Koristili smo trajanje
pulsa 200fs i izlazne frekvencije 10 kHz, 20 kHz,
100 kHz i 200 kHz. Laserska zrake usmjerava se
i fokusira zrcalima i zatvarac¢ima. Uzorak se pos-
tavlja na pomi¢no Newport XY linearno transla-
cijsko postolje i fiksira. Rad postolja i lasera kon-
trolira ra¢unalni program Newportov Laser Mac-
hining Software koji omogucéuje otvaranje CAD
datoteka s dizajniranim uzorcima te istovremenu
kontrolu postolja i lasera ¢ime olakSava sinkroniza-
ciju uredaja. Pharos femtosekundni laser prikazan
je na slici 2.

Slika 2: Lijevo: Light Conversion Pharos PH2 fem-
tosekundni laser, preuzeto s izvora [6]. Desno: fo-
kusiranje laserske zrake optickim komponentama
od kojih je zadnja objektiv s pove¢anjem 5 puta i
pomi¢no postolje.

Nadalje, uredaji koristeni za karakterizaciju
proizvedenih podloga su redom: ultrazvuéna kada,
termalni evaporator, opticki profilometar i skeni-
rajuéi elektronski mikroskop.

2.1 Priprema uzorka

Kako bismo zapoceli s procesom karakterizacije
proizvedenih podloga nakon laserske ablacije, po-
trebno je na povrSinu nanijeti tanki reflektirajuci
sloj. Ovaj korak nuzan je za smanjenje prozir-
nosti stakla, ¢ime se poboljSava kontrast tijekom
snimanja i omogucava dobivanje visokokvalitetnih
povrSinskih profila koriStenjem tehnika opticke
profilometrije i skenirajuce elektronske mikrosko-
pije (SEM). Prije evaporacije, staklo kemijski ¢is-
timo.

Postupak kemijskog ¢iScenja odvija se u 4 ko-
raka, od kojih svaki traje 15 minuta i podrazu-
mijeva uranjanje posude s razli¢itim tekuéinama



i potopljenim uzorkom u ultrazvuénu kadu prika-
zanu na slici 3. Za tekuéine koristimo redom: iz-
opropilni alkohol, aceton, 2% vodenu otopinu de-
terdZzenta Hellmanex, te deioniziranu vodu.

Slika 3: Cis¢enje uzoraka u ultrazvuénoj kadi.

Nakon ¢iséenja, na Ciste uzorke termalnom va-
kuumskom evaporacijom nanosimo tanke slojeve
aluminija debljine oko 10nm. Materijal od kojega
se zeli dobiti tanak film termalnom se evaporaci-
jom u vakuumu isparuje iz ¢vrste faze te se ta-
loZi na supstrat koji je postavljen na vrh komore,
nasuprot izvoru. Zbog visokog vakuuma, buduéi
je broj sudara s molekulama zraka znacajno sma-
njen, srednji slobodni put para materijala veéi je
od dimenzija vakuumske komore. Kao rezultat,
ispareni materijal putuje nesmetano, pravocrtno
prema supstratu omogucudi ravnomjerno nanose-
nje tankog filma na njegovu povrsinu. Shema pos-
tava za termalnu vakuumsku evaporaciju prika-
zana je na slici 4. Uzorci su tada spremni za sni-
manje i mjerenje karakteristika opti¢im profilome-
trom i skenirajuéim elektronskim mikroskopom:.
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Slika 4: Lijevo: Shema komore za termalnu evapo-
raciju. Preuzeto s izvora [7] i prilagodeno. Desno:
koristeni termalni vakuumski evaporator.

Na samom kraju, stakleni uzorci podvrgnuti su
jetkanju u otopini kako bi se poboljsalja svojstva
njihove povrsine. Jetkanje je provedeno u vode-
noj otopini kalijeva hidroksida (KOH) pri tempe-
raturi od 85°C, u trajanju do 1 sata [11]. Prilikom

jetkanja stakla otopinom KOH, hrapave povrsine
jetkaju se brze od glatkih jer imaju veéu povrsinu,
Sto omogucuje vise aktivnih mjesta za kemijsku
reakciju s KOH-om i uklanjanje materijala. Ne-
pravilnosti grubih povrsina takoder poboljsavaju
difuziju otopine za jetkanje u udubine, odrzavajuci
veée brzine jetkanja. Brze jetkanje grubih stakle-
nih povrsina svojstvo je koje se moze iskoristiti za
kontrolirano zagladivanje i obradu stakla. Nakon
procesa jetkanja, ponovno su mjerene karakteris-
tike staklenih uzoraka.

2.2 Snimanje uzoraka

Optic¢ki profilometar je uredaj koji bez kontakta s
povrSinom uzorka precizno mjeri povrsinski profil
uzorka s visokom preciznoséu. Koristimo Filme-
trics Profilm 3D profilometar s objektivima Ni-
kon 10x i 50x DI. Radi tako da emitira svjetlost,
obi¢no iz lasera ili bijelog izvora svjetlosti, na po-
vr8inu materijala. Dio upadne svjetlosti putuje do
uzorka, a dio do referentnog zrcala. Nakon reflek-
sije zrake se rekombiniraju u polupropusnom zr-
calu i dobivamo interferencijsku sliku. Interferen-
cijski uzorak se snima elektroni¢kim senzorom te
se procesira putem ra¢unalnog programa. Za ana-
lizu podataka dobivenih s profilometra koristimo
aplikaciju Profilm Online. Slika optickog profilo-
metra koriStenog u radu prikazana je na slici 5.
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Slika 5: Lijevo: Shema optickog profilometra, pre-
uzeto s izvora [9] i prilagodeno. Desno: Filmetrics
Profilm 3D profilometar.

Skenirajuéi elektronski mikroskop (SEM) ko-
risti fokusirani snop elektrona za skeniranje povr-
Sine uzorka. Elektroni izlaze iz elektronskog topa
i ubrzavaju se prolazeéi kroz uredaj na koji je
postavljen naponu akceleracije. Ubrzani elektroni
nose veliku koli¢inu kineticke energije koja se trosi
na razliite nacine dok se elektroni usporavaju u
uzorku. Ova interakcija rezultira razli¢itim signa-
lima, poput sekundarnih elektrona, povratno ras-
prsenih elektrona , x-zrake i vidljiva svjetlost koji
se detektiraju kako bi se stvorila slika i pruzila in-
formacija o topologiji uzorka. Slika skenirajuceg



elektronskog mikroskopa koristenog u radu prika-
zana je na slici 6 desno.
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Slika 6: Lijevo: Shema skenirajuceg elektronskog
mikroskopa, preuzeto s izvora [10] i prilagodeno.
Deasno: Tescan Vega3 SEM, preuzeto s izvora [8].
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3 Obrada rezultata i diskusija

Na staklenim supstratima napravljene su linije du-
ljine 1mm s razli¢itim parametrima lasera. Mije-
njali smo postavke atenuatora, broj prolaska i br-
zinu pokretnog postolja. Reprezentativni uzorak
snimljene mikroskopom moze se vidjeti na slici 7.
Tako su linije naizgled slicne pod mikroskopom,
napravljene su koriStenjem znacajno razli¢itih la-
serskih parametara. Te varijacije u parametrima
odrazit ¢e se na njihovoj §irini, dubini i hrapavosti,
Sto ¢e biti analizirano u daljnjim profilometrijskim
i SEM mjerenjima.
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Slika 7: Proizvedeni uzorak na borosilikatnom
staklu.

Slike sa SEM-a iste linije prije i poslije jetkanja
u otopini KOH prikazane su na slici 8. Na SEM
slikama primjec¢ujemo da nakon jetkanja u KOH,
linije na povrsini stakla postaju sire i glade. Ovaj
ucinak rezultat je prirode procesa jetkanja, koji se-
lektivno otapa hrapave povrSine brze od glatkih.
Ova selektivna obrada poboljsava ukupnu kvali-
tetu povrsine, ¢ineéi je ravnomjernijom i smanju-

juéi ostre rubove ili nepravilnosti koje su bile pri-
sutne na pocetku. Takve nesavrSenosti Zelimo iz-
bjeéi jer mogu zarobiti mjehuriée zraka ili uzroko-
vati neravnomjerno nanosenje tekuéine koje sadrze
neurone i utjecati na pouzdanost eksperimentalnih
uvjeta u daljnim istrazivanjima.

Slika 8: SEM slike linije prije (lijevo) i poslije
(desno) jetkanja u otopini KOH. Linija je naprav-
ljena sa brzinom pokretnog postolja 1mm/s, 6%
postavkom atenuatora, izlazne frekvencije 200kHZ
i 0.2 filterom.

3.1 Analiza uzorka

Iznose §irine i dubine linija o¢itavamo u Profilm
Online aplikaciji. Prikaz podataka dobivenih pro-
filometrom mozemo vidjeti na slici 9. U okolici
linije na svim promatranim postavkama ablacije,
prisutan je sloj ablatiranog materijala ¢ija debljina
raste s isporu¢enom energijom.
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Slika 9: Prikaz podataka dobivenih profilometrom
za uzorak s postavkama atenuatora A = 100%, iz-
lazne frekvencije 10k H z i brzinom pokretnog pos-
tolja 1mm/s. a) 3D prikaz. b) Graf ovisnosti du-
bine presjeka linije o udaljenosti. ¢) 2D prikaz.



3.2 Rezultati mjerenja

Ovisnost &irine i dubine linije o postavkama ate-
nuatora mozemo vidijeti na slici 10. Sirina i du-
bina linija povecavaju se s rastom postotka atenu-
atora. To je zato Sto se podeSavanje atenuatora
na veéi postotak (tj. smanjenjem atenuacije) po-
vecava energija isporucena materijalu i dovodi do
veéeg uklanjanja materijala. Medutim, ovaj trend
neée trajati beskonacno, jer izuzetno visoke ra-
zine energije mogu dovesti do zasi¢enja, poput pre-
komjernog taljenja ili redepozicije materijala oko
udubine, $to sprije¢ava daljnje produbljivanje. S
poveéanjem atenuatora za proizvodnju linija stali
smo kad smo vidjeli zna¢ajne negativne efekte na
materijal (pukotine).
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Slika 10: Ovisnost Sirine i dubine linije o postavci
atenuacije lasera na borosilikatnom staklu, izazne
frekvencije 10kHz i brzinom pokretnog postolja 1
mm,/s.

Ovisnost 8irine i dubine o broju prolaska mo-
Zzemo vidjeti na slici 11. Pove¢anjem broja prola-
ska, linije postaju Sire i dublje. To je zato Sto svaki
prolaz lasera dovodi viSe energije materijalu, pos-
tupno uklanjajué¢i vise materijala sa svakim slje-
deé¢im zracenjem. Velike pogreske u mjerenjima
mogu se pripisati velikoj hrapavosti povrsine uzo-
raka, Sto predstavlja izazov za precizna mjerenja
profilometrom. Hrapave povrSine neregularno ras-
priuju svjetlo, Sto komplicira interpretaciju inter-

ferencijskih uzoraka u optickoj profilometriji i do-
vodi do veée nesigurnosti u mjerenju.
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Slika 11: Ovisnost Sirine i dubine linije o broju
prolaska, s brzinom pokretnom postolja 1mm/s,

postavkama atenuatora A = 8%, izlazne frekven-
cije 200k H z i filterom 0.2

Ovisnost Sirine i dubine linije o brzini pokret-
nog postolja prije i poslije jetkanja u otopini KOH
mozemo vidjeti na slici 12. Prije jetkanja u KOH-
u, ovisnost dubine kanala o brzini nije odmah uo¢-
ljiva, zbog nakupljanja abliranog materijala unu-
tar kanala, Sto zaklanja stvarni profil dubine. Me-
dutim, nakon jetkanja u KOH-u, koje uéinkovito
otapa i uklanja taj zaostali materijal, temeljna
veza postaje jasna. Dubina abliranih kanala poka-
zuje snaznu ovisnost o brzini pokretnog postolja,
pri ¢emu sporije brzine rezultiraju dubljim kana-
lima. Naime, pri manjim brzinama, laserska zraka
duze djeluje na isto podrudje, $to omogucuje da
se viSe energije deponira u materijal, rezultirajuéi
dubljom penetracijom i Sirim podruéjem uklanja-
njem materijala. Nasuprot tome, pri veé¢im br-
zinama, smanjuje se kumulativnu energiju u zoni
ablacije i proces uklanjanja materijala slabi. Na-
kon jetkanja staklene povrsine u KOH otopini, pri-
mjecuje se da kanali postaju ne samo dublji veé i
iri. Tijekom procesa, jetkanje ide ravnomjerno u
svim smjerovima pa se zidovi kanala jetkaju za-
jedno s dnom Sto uzrokuje istovremeno produb-
ljivanje i Sirenje kanala. Osim toga, KOH brze



otapa podrudja s veéom povrsinskom, poput oStrih
rubova i hrapavih dijelova, §to rezultira gladim i
strmijim zidovima kanala.
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Slika 12: Ovisnost Sirine i dubine linije o brzini
pokretnog postolja, s postavkama atenuatora A =
8% , izlazne frekvencije 200k H z i filterom 0.2

4 Zakljucak

U ovom radu koristili smo lasersku ablaciju kao
vrlo preciznu tehniku za modificiranje povrsina
materijala na mikro i nano razinama. Koristeci
femtosekundni laserski postav, proizveli smo linije
na borosilikatnom staklu i analizirali ih metodama
profilometrije i skenirajuce elektronske mikrosko-
pije (SEM). Uspjesno smo okarakterizirali lasersko
mikrostrukturiranje staklenih podloga koje bi se
mogle koristiti za istrazivanje stani¢nog vodenja.

Izmjerili smo da se Sirina i dubina linije pove-
¢avaju s rastom broja prolaska i postotka atenu-
atora te smanjuje s povecanjem brzine pokretnog
postolja. Dodatno, kako bismo poboljsali kva-
litetu tih mikrostruktura, uzorke smo jetkali u
otopini KOH, koje je uklonilo ostatke materijala
preostalog nakon procesa laserske ablacije. Ovaj
postupak jetkanja nije samo produbio kanale, veé¢
ih je i prosirio, zbog ujednacenog jetkanja u svim
smjerovima. KOH tretman takoder je pomogao u
zagladivanju ostrih rubova i nepravilnosti, rezulti-

rajué¢i dobro definiranim zidovima kanala pogod-
nim za bioloske primjene.

U buduéim primjenama, mikrostrukturirane
podloge za rast aksona trebat ¢e odrzati svoju
opticku prozirnost. Ova prozirnost je kljuéna
za bioloska istrazivanja, osobito kada se stani¢no
vodenje promatra kroz inverzni mikroskop. Zagla-
divanje ovih mikrostruktura, poput kanala, osi-
guralo bi detaljno promatranje rasta i ponaSanja
neurona.

Kroz ovaj rad ostvareni su prvi koraci u ra-
zvoju podloga za topografsko stani¢no vodenje.
Tehnika laserske mikroobrade nudi moguénost
lake i brze prilagodbe dizajna i proizvodnje struk-
turiranih staklenih supstrata. U buduéim istrazi-
vanjima potrebno je provesti testiranja rasta ne-
urona in vitro na takvim podlogama kako bi se
procijenila njihova uéinkovitost u stani¢nom vo-
denju.
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