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Streszczenie

Tytan i jego stopy sg jednymi z najpopularniejszych
biomateriatéw metalicznych stosowanych w dzisiejszej
implantologii. Mimo licznych zalet tych materiatow,
wykonane z nich wszczepy czesto poddaje sie dodat-
kowej obrobce powierzchni, ktérej celem jest polep-
szenie integracji implantu z otaczajgcymi go tkankami.
Sposréd wielu dostepnych technik, jedng z najczesciej
wykorzystywanych komercyjnie jest stosunkowo
tania i szybka metoda piaskowania, polegajgca na
wystawianiu danego przedmiotu na kontakt ze strumie-
niem przyspieszonych czgstek materiatu Sciernego.
Celem tej pracy byta analiza wptywu piaskowania
Scierniwem o roznej Srednicy ziaren na wfasciwosci
obrabianej powierzchni elementéw na bazie dwdoch
popularnych stopow tytanu: Ti-6AI-4V i Ti-6AI-7Nb.
W celu scharakteryzowania uzyskanych powierzchni
przeprowadzono badania ich topografii, sktadu che-
micznego, chropowatosci i zwilzalno$ci. Ponadto, aby
sprawdzi¢ potencjalng reakcje organizmu na obecnosc
obrobionych w ten sposob elementéw dokonano oceny
stopnia proliferacji ludzkich komoérek kosciotwérczych
hodowanych w bezposrednim kontakcie z przygoto-
wanymi powierzchniami. Otrzymane wyniki wykazaty
wyrazng zalezno$c¢ pomiedzy stopniem chropowato$ci
i sktadem chemicznym piaskowanych elementow, a za-
stosowanym do obrébki rodzajem medium Sciernego.
Badanie zachowania komorek bedgcych w kontakcie
z modyfikowanymi probkami wykazato obnizong
sktonnosc¢ osteoblastéw do przylegania i namnazania
na najbardziej chropowatych powierzchniach.

Stowa kluczowe: piaskowanie, osteoblasty, Ti-6Al-4V,
Ti-6Al-7Nb, obrobka powierzchniowa
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Wprowadzenie

Tytan i jego stopy sg materiatami szeroko rozpo-
wszechnionymi w zastosowaniach biomedycznych,
gdzie przede wszystkim stuzg jako elementy zastepujgce
zniszczone fragmenty uktadu kostnego. Popularnos¢
tych materiatdw wynika gtdwnie z niezwykle korzystnej
kombinacji ich cech wytrzymato$ciowych i korozyjnych
oraz, co bardzo istotne w przypadku biomateriatow, du-
zej biozgodnosci. Przez lata stop Ti-6Al-4V byt jednym
z najczesciej stosowanych w implantologii stopow tytanu.
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Abstract

Titanium and its alloys are very popular metallic
biomaterials used for medical implants production.
Despite numerous advantages of the bulk material,
such implants are very often subjected to additional
surface treatment in order to improve their integration
within the body tissues. Besides many other available
techniques, one of the most frequently used in the
commercial sector is a fast and economically profitable
process of abrasive blasting. It is a method in which
a stream of accelerated particles collides with the im-
plant surface what causes changes in the material pro-
perties. The following paper presents differences re-
sulting from sandblasting of Ti-6AIl-4V and Ti-6AI-7Nb
specimens with blasting particles varying in size.
In order to characterize the outcome of such the
treatment, investigations of surface topography, che-
mical composition, roughness, and wettability were
conducted. Finally, the behaviour of the osteoblast-
-like cells adhered to the sandblasted Ti-6Al-4V and
Ti-6AI-7Nb surfaces was assessed in order to evaluate
potential body response towards the aforementioned
materials. The results suggest a strong correlation
between surface roughness, its chemistry and the
type of blasting medium applied. Evaluation of the cell
culture revealed a rapid decrease in cell proliferation
rate onto the roughest surfaces.

Keywords: sandblasting, osteoblasts, Ti-6Al-4V,
Ti-6Al-7Nb, surface treatment
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Introduction

Titanium and its alloys are widely applied in implant
devices where they help to replace failed bone tissue.
The usability of those materials is mainly due to their
favourable properties, such as biocompatibility, high
corrosion resistance and mechanical characteristics.
For along time, Ti-6Al-4V biomaterials have been the most
commonly used titanium alloys in medicine. However,
as they appear to cause a possible toxic effect resulting
from vanadium release, for the permanent implant appli-
cations vanadium-free alloys like Ti-6Al-7Nb are being
introduced to the market now [1].
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Majac jednak na uwadze jego potencjalne toksyczne dzia-
tanie wywotane uwalnianiem wanadu do organizmu, coraz
czesciej — zwtaszcza w zastosowaniach dtugoterminowych
— proponuije sie uzycie stopdw bezwanadowych, na przyktad
stopu Ti-6AI-7Nb [1].

Uwzgledniajgc fakt, iz kazdy wszczep kontaktuje sie
z otaczajgcymi go w ciele pacjenta tkankami i ptynami fizjo-
logicznymi poprzez swojg powierzchnie zauwazono, ze
wiasciwosci materiatu litego, z ktérego element jest wyko-
nany nie sg jedynymi czynnikami wptywajgcymi na reakcje
zachodzgce na granicy implant-Srodowisko zewnetrzne.
Okazuje sie bowiem, ze réwnie istotna jest charakterystyka
samej powierzchni, jej wtasciwosci fizyczne, chemiczne
i mechaniczne oraz topografia. Sposréd wielu prowadzonych
w tej dziedzinie badan, duza czes¢ prac skupia sie na wpty-
wie chropowatosci na inne wiasciwosci powierzchni, miedzy
innymi na zmiany w sktadzie chemicznym, zwilzalno$c¢
i zdolnos¢ do uwalniania jonéw. Na ogét przyjmuje sie, ze
powierzchnie bardziej chropowate stymulujg wzrost poten-
cjatu biomechanicznego kontaktu na granicy implantu i kosci.
Wszczepy o wiekszej chropowatosci wykazujg wieksze
rozwiniecie powierzchni, co powoduje, ze mogg by¢ lepiej
i szybciej zakotwiczone w tkance kostnej, skracajgc tym sa-
mym czas potrzebny do petnego zagojenia sie operowanego
miejsca [2]. Wiele prowadzonych dotychczas badan in vivo
dowiodto, ze zdolnos$¢ implantu do integracji z otaczajgcymi
go tkankami jest pozytywnie skorelowana ze wzrostem chro-
powatosci jego powierzchni [3-5]. Rozwiniecie powierzchni
wiasciwej implantow wspomaga réwniez adsorpcje biatek
zapoczgtkowujgcych proces osteointegracji [6]. Wykazano
takze, ze chropowate wszczepy na bazie tytanu majg zdol-
nos¢ kontrolowania zachowania osteoblastow (komoérek
formujgcych kos¢), wptywajac na ich adhezje do powierzchni
implantu oraz dalszg aktywnos¢ enzymatyczng [7,8].

Znalezienie sposobu na szybkie i petne zintegrowanie
implantu z otaczajgcym go srodowiskiem jest kwestig
kluczowg dla ograniczenia czasu, ktéry musi uptyng¢ od
operacji do momentu, kiedy wszczep staje sie w petni
funkcjonalny. Uwzgledniajgc jak duze znaczenie majg
wiasciwosci powierzchniowe implantu, wiele metod mody-
fikacji powierzchni dostepnych od lat w roznych sektorach
przemystu zostato dostosowanych do specyficznych potrzeb
inzynierii biomedycznej. Przyktadem takiej obrdbki jest wias-
nie piaskowanie. Proces ten opiera sie na bombardowaniu
obrabianego elementu strumieniem twardych czgstek o duzej
predkosci, ktére uderzajg w powierzchnie i usuwajg czes¢
znajdujgcego sie tam materiatu, zmieniajgc tym samym jej
wiasciwosci. W roli $cierniwa uzywa sie zazwyczaj piasku
z weglika krzemu (SiC), szklanych kulek, suchego lodu, $rutu
metalowego, czgstek tlenku glinu (Al,O,), krzemionki (SiO,)
badz innych Scierniw proszkowych [9]. Z punktu widzenia
aplikacji biomedycznych, najwazniejszym zastosowaniem
procesu piaskowania wydaje sie by¢ mozliwos¢ zwiekszania
stopnia chropowatosci elementéw poddawanych obrébce.
Ponadto, technika ta dobrze sprawdza sie tez w oczyszcza-
niu powierzchni, a takze przyczynia sie do powierzchniowego
umochnienia materiatu, wprowadzajgc pozgdane naprezenia
Sciskajgce na skutek lokalnego plastycznego odksztatcenia
materiatu [9,10].

Powierzchnie poddawane piaskowaniu wykazujg wyzszg
energie powierzchniowg swiadczgcg o wigkszej aktywnosci
chemicznej i fizycznej otrzymanej warstwy wierzchniej [10].
Ze wzgledu na swoje liczne zalety, w tym szybko$¢, fatwos¢
obstugi i cene, piaskowanie jest powszechnie uzywane do
czyszczenia i nadawania chropowatosci implantom dostep-
nym komercyjnie, na przyktad implantom stomatologicznym,
czesciom rozrusznikdw serca i trzpieniom endoprotez
stawu biodrowego. Metoda ta niesie jednak ze sobg nie-
bezpieczenstwo odktadania sie pozostatosci procesowych.

Owing to the fact that every implanted medical device is
in direct contact with surrounding body tissues and physi-
ological fluids, it was noticed that the properties of the bulk
material are not the only factor influencing the implant-body
interactions. Characteristics of the implanted element sur-
face, its chemical, physical and mechanical properties are
a crucial aspect as well. As a result, a lot of studies focus
on surface roughness and its consequential changes in
surface chemistry, wettability, ion release, etc. Itis generally
expected that the rougher surfaces promote faster and more
successful regeneration. The increased roughness level
results in higher specific surface area, causing the implant
to be better anchored in the bony tissue [2]. Many in vivo
studies have already proved that integration of the implants
is positively correlated with rising implant surface roughness
[3-5] and that an increase in the effective surface area of the
titanium implants enhances the biomechanical potential of
implant-bone interfaces, improving adsorption of proteins to
the implant’s surface [6]. The rough titanium-based surfaces
also appeared to control behaviour of the osteoblasts (bone
forming cells) by influencing their adhesion to the surface
and further enzymatic activity [7,8].

Finding a proper way to effectively improve integration
of the implant with body tissues is crucial for shortening the
time interval between the surgery and a moment when the
device becomes fully usable. Concerning the importance of
the surface properties, a plethora of various surface treat-
ments commonly accessible in different branches of the
industry have been rearranged to serve in the biomedical
sector. One of such a method is the process of abrasive
blasting traditionally called sandblasting. This technique is
based on the bombardment of the element to be modified
by hard particles of high velocity and as a result, part of the
material is excluded from material surface. For hard solid
material forced across the surface one may use carborun-
dum (SiC) grits, glass beads, dry ice, metal pellets, alumina
(ALLO,), silica (SiO,) and other powdered abrasives [9]. From
the biomedical point of view, one of the most relevant func-
tions of sandblasting is its ability to roughen the modified
elements. The process may be also applied in order to re-
move surface contamination. Finally, sandblasting could be
profitable from the mechanical point of view as it produces
beneficial surface compressive residual stresses by intro-
ducing local plastic deformation of the treated material [9,10].

The surfaces finished with abrasive blasting exhibit
higher surface energy, indicating higher surface chemical
and physical activities [10]. Due to their numerous benefits,
mainly short processing time and relatively small costs,
the blasting techniques are commonly used for cleaning
and surface roughening of commercial implants like dental
implants, pacemakers and femoral stems. It must be noted
however that medium particles used for bombardment of
the surface are likely to become embedded in the mate-
rial, especially in plastic one like titanium, and then to be
released to the physiological fluids in the body [11]. In order
to reduce possible effect of ion release and at the same
time to ensure sufficient surface roughness, the biomedical
devices are sandblasted with particular size of the abrasive
medium, mostly with particles between 25 and 250 ym [12].
Therefore, the main objective of the following paper is to
verify the influence of the blasting particles diameter within
the abovementioned size range on the characteristics of the
sandblasted surfaces and potential biological response of
the host organism was evaluated within this study.
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Jest to szczegdlnie niebezpieczne w przypadku piaskowa-
nia miekkich materiatéw, na przykfad tytanu, gdzie czastki
Scierniwa moga tatwo wbudowac sie w strukture powierzchni
i by¢ z niej uwalniane z czasem, kiedy implant znajdzie sie
w otoczeniu tkanek i ptynéw fizjologicznych pacjenta [11].
W celu ograniczenia tego zjawiska, ale przy jednoczesnym
zachowaniu odpowiedniego stopnia chropowatosci po-
wierzchni, zalecane jest, by implanty medyczne piaskowacé
Scierniwem, ktérego rozmiar miesci sie w okreslonym prze-
dziale, najczesciej od 25 do 250 um [12]. Celem tej pracy
jest sprawdzenie, jak rozmiar czgstek ze wspomnianego
wyzej zakresu wptywa na charakterystyke piaskowanej
powierzchni i potencjalng odpowiedz organizmu majgcego
kontakt z modyfikowanym w ten sposéb implantem.

Materialy i metody

Przygotowanie prébek

Do badania uzyto dwoch komercyjnie dostepnych stopow
tytanu: Ti-6Al-4V i Ti-6Al-7Nb (Bibus Metals, Polska), spetnia-
jacych odpowiednio normy ASTM B348 iASTM F1295. Cylin-
dryczne prébki (16 mm srednicy, 6 lub 8 mm grubosci) stopéw
poddano szlifowaniu papierami $ciernymi z ziarnami SiC
0 réznej gradaciji i polerowaniu przy pomocy koloidalnej za-
wiesiny SiO, (Struers). Prébki kazdego ze stopow podzielono
na cztery zestawy, a kazdy z nich poddano piaskowaniu przy
pomocy czgstek tlenku glinu o réznej wielkosci (KOS, Polska).
Zakres rozmiaréw uzytego Scierniwa prezentuje TABELA 1.
Proces piaskowania wykonano w piaskarce ALOX 2001
(EFFEGI BREGA, Wtochy) wykorzystujgc strumien czastek
Scierniwa o ci$nieniu rownym 4 bary. Czas modyfikacji kazdej
z prébek wynosit 10 minut. Jako probki kontrolne wykorzysta-
no polerowane mechanicznie krgzki Ti-6Al-4V i Ti-6Al-7Nb.
Wszystkie probki oczyszczono w acetonie (5 min), alkoholu
(10 min) i wodzie destylowanej (5 min) z wykorzystaniem
myjki ultradzwiekowej i osuszono przy uzyciu sprezonego
powietrza. Przed przeprowadzeniem badan probki zostaty
poddane sterylizacji parowej w temperaturze 127°C.

TABELA 2. Oznaczenia badanych prébek.
TABLE 2. Samples abbreviations used in the study.

Materials and Methods

Substrate preparation

The study was conducted on two commercially available
titanium-based alloys Ti-6Al-4V and Ti-6Al-7Nb (Bibus Met-
als, Poland) that conformed ASTM B348 and ASTM F1295
standard, respectively. Disks of 16 mm in diameter, 6 to
8 mm thick of both alloys were initially ground with silicon
carbide (SiC) papers and polished with colloidal silica (SiO,)
suspension (Struers). Concerning the metal alloy used, the
samples were divided into four subgroups and subjected to
sandblasting with Al,O, particles (KOS, Poland) of different
sizes (TABLE 1). The process was carried out in an ALOX
2001 sandblaster (EFFEGI BREGA, Italy) under pressure of
4 Bars for about 10 min for each sample. As the reference
samples, specimens of mechanically polished Ti-6Al-4V
and Ti-6Al-7Nb were used. All the prepared specimens
were ultrasonically cleaned in acetone (5 min), alcohol
(10 min), distilled water (5 min) and afterwards dried with
the compressed stream of air. Before further examination,
all samples were steam sterilized at 127°C.

TABELA 1. Rozmiary czastek uzytego scierniwa.
TABLE 1. Size ranges of the blasting medium.

komplet rozmiar czgstek Al,O,
series size of Al,O, particles
komplet | / series | 180-212 ym
|  komplet1/series Il 106-125 pm |
I komplet | / series llI 53-75 ym
I komplet | / series IV 44-46 ym 1

The samples were given abbreviations according to the
used alloy and size of the abrasive particles, as presented
in TABLE 2. The assigned numbers (s.200, s.115, s.60,
s.45) indicate the average micrometre size of the abrasive
particles taken from the size ranges presented in TABLE 1.

probka kontrolna (polerowana) komplet komplet komplet komplet
reference sample piaskowany | piaskowany || piaskowany Il piaskowany IV
(mechanically polished) blasted series |  blasted series Il blasted series lll  blasted series IV
Ti-6Al-4V Ti+V/mp Ti+V/s.200 Ti+V/s.115 Ti+V/s.60 Ti+V/s.45
ITi-6A-7ND Ti+Nb/mp Ti+Nb/s.200 Ti+Nb/s.115 Ti+Nb/s.60 Ti+Nb/s.45 |l

Zgodnie z rodzajem uzytego biomateriatu i rozmiarem
czgstek Scierniwa, seriom probek nadano odpowiednie
oznaczenia. Odwotania do poszczegdlnych przypadkow
bedg w kolejnych sekcjach czynione w sposéb zaprezento-
wany w TABELI 2. Przypisane seriom numery (s.200, s.115,
s.60, s.45) odpowiadajg usrednionemu rozmiarowi czastek
z wymienionych wczesniej w TABELI 1 zakresow wielkosci.

Analiza powierzchni

o | Ocene morfologii i sktadu chemicznego piaskowanych
< powierzchni dokonano z uzyciem skaningowego mikroskopu
o elektronowego SEM JSM-6610LV (JEOL, USA) zaopatrzo-

nego w przystawke X-MAX 80 EDS (Oxford Instruments, UK).
Parametry chropowatos$ci wyliczono na podstawie pomiaréw
profilometrem (JENOPTIK, Niemcy) na odcinku o dtugosci
4,8 mm. Wykonano réwniez badanie zwilzalnosci modyfi-
kowanych powierzchni oceniajgc geometrie umieszonych
na nich kropli wody (FM40 Easy Drop, KRUSS, Niemcy).
Wszystkie pomiary wykonane byly na trzech réznych prob-
kach tego samego typu.

Surface analysis

The morphology and chemical composition of the
sandblasted samples were investigated with the use of
a scanning electron microscope SEM JSM-6610LV (JEOL,
USA) equipped with X-MAX 80 EDS analyzer (Oxford In-
struments, UK). For the roughness evaluation, profilometer
(JENOPTIK, Germany) measurements with the sampling
length equal to 4.8 mm were applied. Additionally, surface
wettability was assessed with the use of sessile drop tech-
nique and FM40 Easy Drop system (KRUSS, Germany).
All the measurements were carried out on three different
specimens of the same kind.
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Hodowla komérkowa

Wiasciwosci biologiczne rozpatrywanych biomateriatéw
oceniono w tescie live/dead (Live/Dead Viability/Cytotoxi-
city Kit, Molecular Probes), za pomocg ktérego okreslono
cytotoksycznos¢ piaskowanych powierzchni oraz poziom
proliferacji ludzkich komorek osteoblastopodobnych Saos-2
hodowanych z nimi w bezposrednim kontakcie. Do badania
kazdego kompletu uzyto dwoch osobnych prébek danego
typu, na ktére naniesiono zawiesine komoérek o poczatkowe;j
gestosci wysiania 30 000 komorek/cm?. Jako prébki kon-
trolne dla tego doswiadczenia uzyto komérki nie poddane
kontaktowi z Zzadnym biomateriatem metalicznym oraz
komorki kontaktujgce sie z probkg polerowanej stali auste-
nitycznej AISI 316L. Wyniki testu zebrano po 48 godzinach
inkubacji. Zaadherowane do powierzchni probek komérki
ogladano przy uzyciu metalurgiczno-biologicznego mikro-
skopu fluorescencyjnego (Olympus GX 71) przy 10-krot-
nym powigkszeniu. W celu rozréznienia komorek zywych
i martwych uzyto dwéch barwnikow fluorescencyjnych,
tj. kalceiny i bromku etydyny. Wyniki liczbowe prezentowane
w kolejnych sekcjach przedstawiajg srednig liczbe komorek
zaobserwowanych w polu widzenia dla pieciu przypadko-
wych obszaréw na kazdej z probek, po odrzuceniu dwoch
skrajnych wynikéw z otrzymanej puli danych.

Analiza statystyczna

Do oceny istotnosci statystycznej badanych wynikow
testu barwienia live/dead uzyto jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA. Poréwnano stopien proliferacji komoérek
dla uzytego tytanowego podtoza stopowego w kazdym
z rozpatrywanych przypadkoéw obrébki, a takze roznice
wynikajgce z zastosowania réoznych metod traktowania po-
wierzchni w obrebie tego samego biomateriatu. Za wartosc
graniczng poziomu istotnosci przyjeto p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

Morfologie analizowanych powierzchni przedstawiajg
mikrografie SEM na RYS. 1. Badania nie ujawnity znacza-
cych réznic wynikajgcych z rodzaju piaskowanego podtoza,
tj. stopow Ti-6Al-4V i Ti-6Al-7Nb (RYS. 1 a-h), jednakze
zaobserwowano zmiane struktury w zaleznosci od wielkosci
czgstek Scierniwa, ktéorym piaskowane byty poszczegdine
probki. Wraz z rosngcym rozmiarem czgstek $cierniwa rosta
chropowato$¢ obrabianych powierzchni. Chropowato$¢
wszystkich piaskowanych prébek byta znacznie wyzsza od
probek kontrolnych (RYS. 1 ij).

Analiza EDS badanych powierzchni dowiodta, ze pia-
skowanie moze zmieniac sktad chemiczny traktowanych tg
metodg powierzchni. Jak odwzorowane w wielkosci pikow
dla glinu (Al) oraz tlenu (O) w przyktadowych widmach
EDS badanych prébek (RYS. 2), piaskowane powierzchnie
charakteryzowaty sie zwiekszong zawartoscig tych dwoch
pierwiastkéw w poréwnaniu do probek polerowanych me-
chanicznie. Ponadto, précz zmienionego sktadu podstawo-
wych elementéw stopowych, kazda z piaskowanych probek
zawierata na swojej powierzchni dodatkowy pierwiastek
— so6d (Na) lub krzem (Si). Uwzgledniajac fakt, ze analiza
wykonana byta przy zachowaniu tej samej odlegtosci robo-
czej dla kazdej z probek, zaobserwowane zjawisko nalezy
ttumaczy¢ faktem, ze czgstki uzytego w piaskowaniu $cier-
niwa wbudowaty sie w strukture piaskowanej powierzchni,
stajgc sie tym samym pozostatoscig poprocesowa.

Cell culture

Cell proliferation and surface cytotoxicity of the pre- ® ® ® @ ® ¢ o

pared biomaterials were assessed with the use of live/dead
test (Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit, Molecular Probes)
on osteoblast-like Saos-2 cells cultured over the prepared
surfaces with the initial seeding density equal to 30 000
cells/cm?. The experiment was conducted on two differ-
ent samples of the same kind. Cells not exposed to the
contact with any metallic biomaterial as well as cells con-
tacting with the mechanically polished austenitic stainless
steel (AISI 316L) sample were used as the control sets.
The proliferative activity of the cultured cells was deter-
mined after 48 h from the initial seeding. The observations
were carried out with the use of a fluorescence microscope
(Olympus GX 71, magnification x10) and fluorescent
markers, namely calcein AM and ethidium bromide.
The quantitative results presented in further sections
comprise the average number of cells calculated from
the images acquired in five different spots on each of
the investigated specimens, without two extreme values
excluded from the obtained data set.

Statistical analysis

The statistical analysis of the results obtained in the
live/dead test was carried out using one-way analysis of
variance (ANOVA). One compared the proliferation level of
cells due to the type of titanium alloy used as well as the
differences resulting from the applied surface treatment
for both materials. Results with p < 0.05 were considered
to be statistically significant.

Results and Discussions

SEM investigation of the specimens did not reveal any
significant discrepancies in the surface morphology of the
sandblasted Ti-6Al-4V and Ti-6Al-7Nb samples (FIG. 1 a-h).
However, changes in surface structure depending on the
size of the applied blasting medium could be observed.
Moreover, it could be noticed that with the increasing size
of the particles, the roughness of the surface was higher
as well. Simultaneously, the roughness of the sandblasted
surfaces was significantly higher than for the reference
mechanically polished samples (FIG. 1 ij).

The results of the EDS analysis proved that the process
of sandblasting may influence the chemical composition
of the samples surface. As indicated by the higher peaks
for aluminium (Al) and oxygen (O) in the presented EDS
spectra (FIG. 2), the sandblasted surfaces appeared to
contain increased contribution of those two elements in
comparison to the mechanically polished samples. Apart
from the changed ratio of the basic alloying elements, in
all of the sandblasted cases some additional elements
like sodium (Na) or silicone (Si) were present as well.
According to the fact that all the measurements were
taken with the same working distance for each specimen,
such a phenomenon is expected to be a direct result of
sandblasting. The abrasive particles could be embedded
into the surface material during the treatment.

11



12

SEI 20KV

Sel

20kV.

RYS. 1. Mikrografie SEM przygotowanych powierzchni: Ti+V/s.200 (a), Ti+V/s.115 (b), Ti+V/s.60 (c), Ti+V/s.45 (d),
Ti+Nb/200 (e), Ti+Nb/s.115 (f), Ti+Nb/s.60 (g), Ti+Nb/s.45 (h), Ti+V/mp (i), Ti+Nb/mp (j).
FIG. 1. SEM micrographs of the prepared surfaces: Ti+V/s.200 (a), Ti+V/s.115 (b), Ti+V/s.60 (c), Ti+V/s.45 (d),
Ti+Nb/200 (e), Ti+Nb/s.115 (f), Ti+Nb/s.60 (g), Ti+Nb/s.45 (h), Ti+V/mp (i), Ti+Nb/mp (j).
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RYS. 2. Widma EDS dla prébek Ti-6Al-4V i Ti-6Al-7Nb polerowanych mechaniczne (a, ¢) oraz piaskowanych (b, d).
FIG. 2. EDS spectra for mechanically polished (a, c) and sandblasted (b, d) Ti-6Al-4V and Ti-6Al-7Nb specimens.
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Kolejng z okreslonych wtasciwosci przygotowanych
powierzchni byta ich chropowatosé. W wyniku badania
profilometrem wyznaczono trzy parametry: srednie arytme-
tyczne odchylenie profilu chropowatosci na dtugosci odcinka
pomiarowego (Ra), wysokos¢ chropowatosci wedtug pieciu
najwyzej i pieciu najnizej potozonych punktéw profilu (Rz)
oraz maksymalng wysokos¢ chropowatosci (Rmax). Wyniki
pomiarow zaprezentowane na RYS. 3 potwierdzajg obser-
wacje SEM — najbardziej chropowate powierzchnie to te,
ktére poddano dziataniu $cierniwa o najwigkszej srednicy
ziarna. Ponadto probki piaskowane coraz drobniejszym
piaskiem stajg sie gtadsze, osiggajgc nizsze wartosci sred-
niego arytmetycznego odchylenie profilu chropowatosci. Jak
mozna réwniez zaobserwowaé, w wiekszosci przypadkow
(serie probek s.115, s.60, s.45), powierzchnie na bazie stopu
z niobem miaty najnizszg chropowatosc.

Concerning the examination of further surface charac-
teristics, surface roughness of the prepared samples was
evaluated using three distinctive parameters: arithmetical
mean deviation of the roughness profile (Ra), ten point
average roughness (Rz), and maximum roughness height
within a sampling length (Rmax). The results presented
in FIG. 3 confirmed the SEM observations. The rough-
est surfaces in terms of the highest Ra parameters were
obtained by treating the samples with the biggest blast-
ing particles. The roughness decreased with decreas-
ing blasting particle size. It may be also noticed that for
the majority of the blasting sample series (s.7115, s.60,
s.45), the surfaces of the niobium-containing alloy were
rougher than the surfaces of the vanadium-containing alloy.
The mechanically polished samples were characterized
by very low roughness values.
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RYS. 3. Chropowatos¢ badanych powierzchni.
FIG. 3. Roughness of the examined surfaces.
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The next surface prop-
erty to be analysed was sur-

nego probki zostaty poddane
badaniu zwilzalnosci przez
wode metodg siedzgcej kropli.
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face wettability. Sessile drop
measurements revealed that
all of the prepared surfaces

were hydrophilic since water

contact angle did not exceed
90° (FIG. 4). Moreover, the

sandblasted samples were
characterized by lower water
contact angles than the me-
chanically polished reference
samples. Even though no

RS clear relation between size of

the blasting medium particles
and surface wettability was
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observed, one could note

stwierdzenia wiekszej hydro-
filowosci w wyniku obroébki
piaskowaniem, na podstawie
otrzymanych wynikéw nie
mozna okresli¢ zadnej relacji
miedzy rozmiarem czgstek uzytego Scierniwa a wartoscig
kata zwilzania. Warto jednak zaznaczy¢, ze w wigkszosci
badanych kompletéow (z wytgczeniem serii s.45), zwilzal-
nos$¢ probek zalezata od rodzaju uzytego biomateriatu
i osiggneta mniejsze wartosci kgta w przypadku probek ze
stopu Ti-6Al-7Nb.

Ostatnim z etapdw badania wtasciwosci przygotowanych
powierzchni byto okreslenie zachowania ludzkich komorek
osteoblastopodobnych hodowanych z nimi w bezposrednim
kontakcie. Jakosciowg ocene gestosci zasiedlenia i rozmiesz-
czenia komorek na powierzchni badanych materiatow przed-
stawiajg zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego na RYS. 5.

RYS. 4. Zwilzalnos¢ przygotowanych powierzchni.
FIG. 4. Water contact angle of the prepared surfaces.

that in general (apart from
s.45 series), wettability of the
niobium-containing alloy was
higher than for the vanadium-
containing counterpart.

In the final step, the behaviour of the osteoblast-like
cells cultured in contact with the prepared surfaces was
evaluated. FIG. 5 presents the fluorescence microscopic
images showing density and distribution of the cells over
the prepared surfaces. The control samples were character-
ized by high proliferation rate and evenly distributed cells of
proper, spindle-like shape. Contrary to the aforementioned,
the samples treated with big blasting particles of about 200
and 115 ym in diameter resulted not only in very low prolif-
eration rate but also in different, abnormal shape of the cells.
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RYS. 5. Ocena zachowania komoérek osteoblastopodobnych po 48 godzinach hodowli: bez kontaktu z biomate-
rialem (a), stal austenityczna 316L (b), Ti+V/mp (c), Ti+Nb/mp (d), Ti+V/s.200 (e), Ti+Nb/s.200 (f), Ti+V/s.115 (g),
Ti+Nb/s.115 (h), Ti+V/s.60 (i), Ti+Nb/s.60 (j), Ti+V/s.45 (k), Ti+Nb/s.45 (1).

FIG. 5. Osteoblasts-like cells’ response after 48 hour of culture: Saos-2 control (a), 316L mechanically polished (b),
Ti+VImp (c), Ti+Nb/mp (d), Ti+V/s.200 (e), Ti+Nb/s.200 (f), Ti+V/s.115 (g), Ti+Nb/s.115 (h), Ti+V/s.60 (i), Ti+Nb/s.60 (j),

Ti+V/s.45 (k), Ti+Nb/s.45 (1).

Komorki osiadte na prébkach kontrolnych miaty prawidtowy,
wrzecionowaty ksztatt i zasiedlaty powierzchnie w duzych
ilosciach, w sposéb rownomierny. Takich wynikéw nie osigg-
nieto w przypadku prébek piaskowanych duzymi czgstkami
materiatu $ciernego. Na powierzchniach traktowanych
czgstkami o wielkosci okoto 200 i 115 pm zaobserwowac
mozna matg liczbe komorek, wszystkie o nienaturalnym
ksztatcie. Podobne rezultaty uzyskano dla probek piasko-
wanych najmniejszymi ziarnami piasku (~45 pm), cho¢
w tym przypadku komorki byty mniej zdeformowane.
Sposrod przebadanych zestawdw probek piaskowanych
najlepsze wyniki osiggnieto dla powierzchni modyfikowa-
nych stosunkowo matymi czgstkami, ktérych rozmiar wy-
nosit okoto 60 um srednicy. Przewaga kompletu s.60 byta
widoczna nie tylko w stopniu proliferacji i rownomiernosci
rozmieszczenia komorek na powierzchni prébki, ale takze
w ich ksztalcie, ktory byt najbardziej zblizony do zaobser-
wowanego w przypadku préb kontrolnych.

llosciowg ocene barwienia live/dead pokazano na RYS. 6.
Wykres przedstawia réznice w stopniu proliferacji komérek
(wysokos¢ kazdej kolumny) oraz cytotoksycznos¢ badanych
powierzchni (odsetek martwych komérek). Otrzymane dane
wskazuja, ze zaden z przebadanych kompletéw nie osiggnat
lepszych rezultatéw od prébki kontrolnej, gdzie komorki nie
byly wystawione na kontakt z zadnym biomateriatem me-
talicznym. Prébki poddane piaskowaniu wykazaty wiekszg
cytotoksycznos¢ anizeli probki polerowane mechanicznie.
Analiza wariancji ANOVA ujawnita roznice znamienne sta-
tystycznie dla stopnia proliferacji komorek na obu stopach
w przypadku poréwnania prébek serii 5.60 i s.115, a takze
serii 5.45 w odniesieniu do prébek kontrolnych polerowanych
mechanicznie oraz serii s.60.

Similar results, but with better cell shape, were obtained for
the samples blasted with the smallest particles (~45 um).
Among the sandblasted surfaces, the best biological re-
sponse was obtained for the samples treated with relatively
small blasting particles of about 60 um in diameter. For
the s.60 series high proliferation rate and proper cell mor-
phology, similar to that obtained in the case of the control
samples were observed.

The quantitative results of the live/dead test are given in
FIG. 6. The graph outlines differences in cell proliferation
rate (height of each particular bar) and surface cytotoxicity
(ratio of dead cells). All examined samples were character-
ized by lower proliferation rate than the control sample which
was not exposed to contact with any biomaterial. Addition-
ally, higher surface cytotoxicity level was noted for all of the
sandblasted surfaces in comparison to the mechanically
polished samples. The ANOVA analysis of variance showed
statistical significance in proliferation level difference for both
alloys while comparing s.60 and s.715 series, as well as
for series s.45 compared to mechanically polished control
samples and series s.60.

The described analysis served also as the examination
of the influence of applied biomaterial type on the biological
response of the cells cultured on Ti-6Al-4V and Ti-6Al-7Nb
specimens. The statistical analysis revealed that there were
significant differences in proliferation level for samples
sandblasted with particles of ~115 pym according to the used
material. The relation was marked in the graph in FIG. 6.
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RYS. 6. Ocena stopnia proliferacji komoérek oraz cytotoksycznosci badanych powierzchni (ns - brak réznic
znamiennych statystycznie, * - r6znice znamienne statystycznie).
FIG. 6. Cell proliferation and biomaterial surface cytotoxicity assessment (ns - no statistical significance,

* - statistical significance).

W przeprowadzonym badaniu przeanalizowano takze
wplyw zastosowanego rodzaju biomateriatu na odpowiedz
biologiczng komérek hodowanych na powierzchniach
Ti-6Al-4V oraz Ti-6Al-7Nb. Analiza statystyczna dowiodta,
ze dla prébek traktowanych piaskiem o srednicy ok. 115 um,
otrzymane réznice w stopniu proliferacji komérek byty zna-
miennie, co oznaczono na wykresie na RYS. 6.

Przeprowadzone badania pozwalajg zauwazy¢, ze pia-
skowanie biomateriatéw wptywa na ich wtasciwosci, co jest
odzwierciedlane w zachowaniu komérek bedgcych z nimi w
kontakcie. W wielu opublikowanych do tej pory artykutach
opisano zalecenia co do wielko$ci czgstek, ktérymi powinno
sie piaskowac materiaty do zastosowan biomedycznych.
Niektére ze zrodet méwig o stosunkowo matym zakresie
25-75 pym $rednicy [12]. Gidwnym celem dostosowywania
czastek piaskujgcych jest znalezienie ich optymalnych
rozmiaréw. Oczekuje sie, by byly one wystarczajgco duze
aby zwiekszy¢ chropowatos¢ i rozwiniecie powierzchni po-
trzebne dla dobrego kontaktu na granicy implantu i kosci,
a jednoczesnie na tyle mate, by nie stanowity ryzyka uwal-
niania pozostatosci poprocesowych do organizmu. Mimo ze
opisane w tej pracy badania wykazaty zaleznos¢ pomiedzy
rozmiarem czgstek scierniwa a chropowatoscig i sktadem
chemicznym obrabianej powierzchni, otrzymane wyniki nie
stanowig podstawy do okreslenia relacji pomigdzy rozmiarem
uzytych czgstek a zwilzalno$cig powierzchni i odpowiedzig
biologiczng komdérek hodowanych z nimi w kontakcie. Mozna
stwierdzi¢, ze piaskowanie podwyzszyto cytotoksycznos$c¢
powierzchni, o czym $wiadczy mniejsza $miertelno$¢ komo-
rek na powierzchniach polerowanych mechanicznie. Majac
na uwadze, ze piaskowane biomateriaty na bazie tytanu
i jego stopow sg uwazane za dobre podtoza dla osadzania
sie i proliferacji komorek osteoblastow [13,14], przyjeto, ze
przyczyng niewielkiej odpowiedzi biologicznej w stosunku
do otrzymanych powierzchni jest sposob ich przygotowania.
Nawet czyszczenie prébek kolejno w acetonie, alkoholu
i wodzie przy pomocy myjki ultradzwiekowej nie byto zabie-
giem wystarczajgcym do usunigcia czgstek Scierniwa, ktore
wbudowaly sie w materiat podczas piaskowania, a pozniej
zostaty uwolnione do medium hodowlanego. W pracach
innych autoréw wskazywano, ze przenikanie glinu z po-
wierzchni piaskowanych czgstkami tlenku glinu moze by¢
przyczyna stabej proliferacji komorek osteoblastopodobnych
na takich elementach [11]. Potwierdzeniem zatozenia, ze
w przypadku badanych w tej pracy materiatow réwniez doszto
do odkiadania sie pozostatosci poprocesowych sg wskazania
skfadu pierwiastkowego badanych powierzchni, uwzgled-
nione w kontekscie rodzaju uzytych czastek piaskujgcych.

By and large, the conducted study proved that sandblast-
ing of biomaterials leads to a difference in their properties
that can be observed while evaluating the behaviour of
cells adhered to the given surfaces. Many other papers
published so far indicate particular size spectra of the
blasting medium, where some of them advise application of
particles falling into relatively narrow 25-75 ym range [12].
The main objective of the adjustment of abrasive particles
size is finding beads big enough to produce roughness that
would be suitable for implant and tissue interlocking, but
at the same time, substantially small so the surface would
not release toxic ions to the external environment. Even
though there was a clear dependency between the blast-
ing particles size and the resulting roughness and chemical
composition, no such relationship was observed for neither
surface wettability nor biological response. It can be stated
that sandblasting resulted in elevated surface cytotoxicity
compared to mechanical polishing. Owing to the fact that
rough sandblasted surfaces of titanium-based biomateri-
als are considered to be suitable for osteoblasts that are
likely to settle and proliferate onto such surfaces [13,14],
it was assumed that the particular process of sandblasting
conducted in the study could be a reason for poor biological
response of the cells towards the prepared surfaces. Even
after ultrasonic cleaning in acetone, alcohol and water, the
surfaces still possessed residues of the blasting medium
embedded into the bulk material, which penetrated into the
cell culture medium. It was already noticed that aluminium
releases from the sandblasted surfaces may be a reason
for poor osteoblast-like cells [11]. The assumption of occur-
rence of processing residues in the examined samples is in
agreement with the results of EDS analysis which revealed
the presence of the Si, Na, O and Al residues, showing
that the applied blasting medium contained not only Al,O,
particles. Apart from the aforementioned, some additional
amounts of Na,O and SiO, are present as well. Despite the
lack of clear correlation between the size of the blasting
medium and surface wettability, it is expected that change
in the biomaterial chemical composition is also a reason for
alternations in its wettability. In order to reduce occurrence
of the processing residues that influence properties of the
manufactured elements, the step of finishing of sandblasted
surfaces may be enriched by additional treatment meth-
ods. It was shown that sandblasted surfaces, apart from
standard cleaning procedures, may be also subjected to
electropolishing [15].
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Zgodnie z kartg charakterystyki, uzywane scierniwo sktadato
sie gtéwnie z Al,O,, niemniej obecne sg réwniez domieszki
Na,O i SiO,, co ttumaczy podwyzszong zawartos¢ tlenu
i glinu, a takze dodatkowg obecnos$¢ sodu i krzemu na
badanych powierzchniach. Chociaz nie zauwazono jasnej
zaleznosci miedzy wielkoscig zastosowanych czgstek
a zwilzalnoscig obrabianej powierzchni, przypuszcza sie,
ze ulegajgca zmianie hydrofilowo$¢ ma swoje podtoze
w roznym sktadzie chemicznym wynikajacym z wbudowywa-
nia sie czastek scierniwa w biomateriat. W celu zredukowania
pozostatosci poprocesowych zmieniajgcych wiasciwosci
gotowego elementu, etap wykanczania powierzchni piasko-
wanych biomateriatbw mozna wydtuzy¢, dodajgc kolejne
metody obrébki powierzchni. Jak sugerujg prace innych
autorow, précz standardowych procesow czyszczenia, probki
po piaskowaniu mozna poddawa¢ dodatkowym zabiegom
obrobki elektrochemicznej [15].

Zgodnie z wynikami przeprowadzonych badan, najlepszg
odpowiedzig biologiczng odznaczyty sie probki piaskowane
Scierniwem o wielkosci czgstek w zakresie 53-75 pm (seria
s.60). W pozostatych przypadkach komérki zasiedlaty mniej-
szg powierzchnie i to w sposob nieréwnomierny, przybiera-
jac nieregularne ksztatty. Analiza wtasciwosci biologicznych
prébek piaskowanych medium o réznej wielkosci ziarna nie
przyniosta jasnych zaleznosci. Poréwnujac stopien prolifera-
cji komérek dla obu uzytych stopéw, zauwazy¢ mozna trend,
gdzie powierzchnie zawierajgce wanad zasiedlane byty
przez wigkszg liczbe komdrek w poréwnaniu do ich bezwa-
nadowych odpowiednikéw. Pomimo stosunkowo wysokich
odchylen standardowych dla przebadanych przypadkow,
analiza wariancji ANOVA potwierdzita te zaleznos¢ dla serii
prébek s.7115. Jest to o tyle interesujace, ze obecnie, aby
unikng¢ potencjalnego uwolnienia wanadu do organizmu,
stopy Ti-6Al-4V zastepuje sie materiatami niezawierajgcymi
tego pierwiastka, miedzy innymi stopem Ti-6AIl-7Nb.

Whioski

W niniejszej pracy dgzono do okreslenia réznic wynika-
jacych z piaskowania biomateriatéw na bazie tytanu scierni-
wem o roznej wielkosci czgstek. Przeprowadzone badania
dowiodly, ze rozmiar ziaren medium piaskujgcego ma wptyw
na chropowatos¢, zwilzalnos¢ oraz na skfad chemiczny
modyfikowanych elementéw, a takze prowadzi do zmiennej
odpowiedzi biologicznej komérek stykajgcych sie z takimi
powierzchniami. Wykazano, ze chropowato$¢ powierzchni
jest skorelowana z rozmiarem czgstek scierniwa i zwieksza
sie wraz ze wzrostem ich $rednicy, powodujgc jednoczesng
zmiane sktadu chemicznego obrabianej powierzchni. Mimo
to, nie sposob okresli¢ prostej zaleznosci miedzy warunkami
piaskowania a zachowaniem komérek osteoblastopodobnych
hodowanych w kontakcie z przygotowanymi powierzchniami.
Ocena wtasciwosci biologicznych piaskowanych powierzchni
wykazata, ze najwyzszg proliferacjg komorek sposréd probek
modyfikowanych tg metodg charakteryzowaty sie powierzch-
nie traktowane czgstkami tlenku glinu o wielkosci 53-75 um.
Nizsz3a proliferacje, w poréwnaniu do kontroli, zaobserwowa-
no w przypadku wszystkich prébek poddawanych piaskowa-
niu. Ponadto, powierzchnie piaskowane wykazaty wysokg
cytotoksycznosc. Efekt ten mozna przypisa¢ wbudowywaniu
sie czgstek Scierniwa w powierzchnie materiatu, a nastgpnie
ich uwalnianiu do medium komodrkowego podczas hodowli.
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As shown in the results, the best biological response
towards the sandblasted surfaces was obtained for sam-
ples treated with abrasive medium which size fell in range
of 53-75 um (series s.60). For the rest of the cases, the
number of cells that adhered to the surface was smaller
and the cells took abnormal shape. The analysis resulted
in no straightforward relationship between the size of the
sandblasting particles and the resulting osteoblast-like cells’
behaviour. By comparing the proliferation level for both
titanium alloys used, one can notice a tendency that the
niobium-containing alloy evoked worse cell proliferation than
its vanadium-containing counterpart. Despite relatively high
standard deviations for the particular cases, The ANOVA
analysis of variance outlined statistical significance in diffe-
rences between the materials subjected to sandblasting in
series s.715. This phenomenon was particularly interesting
regarding to the current trend to exchange implants made
of Ti-6Al-4V with Ti-6Al-7Nb-based devices in order to avoid
a release of toxic vanadium to the human organism.

Conclusions

The following study aimed to investigate differences
resulting from the application of different size of abrasive
particles during sandblasting of the titanium-based bioma-
terials. The conducted tests proved that the varying size of
the blasting beads influences roughness, wettability and
chemical composition of the sandblasted elements and it
stands for changes in biological response of the osteoblast-
like cells cultured on the modified surfaces. The surface
roughness was inseparably related to the size of the blasting
particles and it increased substantially with the increasing
size of particle diameter, simultaneously changing surface
chemical composition. On the other hand, there was no
straightforward correlation between size of the applied
particles and biological response towards the examined
surfaces. The analysis revealed that the best cell prolif-
eration level was obtained within samples sandblasted by
53-75 ym alumina particles. All the sandblasted specimens
evoked lower cell proliferation than the control samples.
Application of sandblasting resulted in high surface cyto-
toxicity which is expected to come from blasting particles
becoming embedded into the materials and later released
to the cell culture medium.
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