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            Abstract
          
        

        
          본 연구의 목적은 치주 조직의 유도 재생에 사용되는 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 물리적 및 생분해성 특성을 비교하는 것이었다. 세 가지 유형의 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막(β-TCP가 함유되지 않은 제품 2종과 β-TCP가 함유된 제품 1종)이 고려되었다. 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 형태와 성분 구성은 EDS (energy-dispersive X-ray spectroscopy)와 함께 주사 전자 현미경(FE-SEM)으로 분석되었다. 기공도 및 기공 크기는 Micro-CT를 사용하여 측정하였다. 또한 인장 강도, 생분해성 시험이 수행되었다. 통계적 분석은 인장 강도에서 일원배치분산분석(one-way ANOVA)을 시행하였고, 사후분석으로 Tukey’s test를 시행하였다(p<0.05). EDS 분석을 통한 SEM 이미지의 결과는 모든 그룹에서 C, O가 존재하는 격자 구조의 선형 층을 보여주었다. 일부 그룹에서는 Ca, P에서 약간의 차이가 있었다. 인장 강도는 모든 그룹에서 유의한 차이를 보였으며(p<0.05), 생분해성은 β-TCP를 함유한 그룹이 가장 빠른 분해율을 보였다. 따라서, 본 연구의 결과는 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막이 임상 사용을 위한 다양한 물리적 및 생분해성 성질을 가지고 있으며, 이러한 정보는 관련 제품의 향후 개발 및 제품의 임상 적용을 위해 고려되는 사항으로 유용할 것이라고 사료된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to compare physical and biodegradable properties of 3D printed resorbable membranes that are used for guided tissue regenerations in periodontal tissues. Three types of 3D printed membranes (two types of non β-TCP and one type of β-TCP) were considered. The form and element compositions of 3D printed membranes were analyzed by field-emission scanning electron microscopy (FE-SEM) with energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS). Porosity and pore size were measured using Micro-CT. Also, tensile strength, biodegradability tests were performed. Statistical analyses were carried in tensile strength and cell viability test (p<0.05). The result of SEM images with EDS analyses showed linear layers of lattice structure with presence of C and O in all groups. There was a slight difference in Ca and P among some groups. Tensile strength was significantly different among all groups (p<0.05), and biodegradability showed that the group containing β-TCP resulted in the fastest degradation rate. Therefore, the results of this study concluded that the 3D printed resorbable membrane has variable physical and biodegradable properties for clinical use, where such information would be useful to be considered for the future development of related products and clinical application of the products.
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      서 론
      1950년대에 Hurley와 Basset에 의해 처음 설명된 조직유도재생술(Guided Tissue Regeneration; GTR)은 손상된 치주조직의 구조와 기능을 재건하기 위한 효율적인 방법으로, 지난 수십 년 동안 개발되었으며 현재 점점 더 많은 관심을 받고 있다(1-3). GTR 차폐막의 종류는 일반적으로 흡수성과 비흡수성, 2가지로 분류된다. 비흡수성 차폐막은 생체 내에서 흡수가 되지 않아 차폐막의 제거를 위한 2차 수술을 시행해야 하며, 이때 차폐막이 조기에 노출되면 조직 감염과 골손실을 초래할 수 있다는 단점이 있다(4-7). 이러한 이유로 현재에는 흡수성 차폐막이 가장 일반적으로 사용되고 있다.

      흡수성 차폐막의 주요 소재로는 교원질, polylactic acid (PLA), polyglycolic acid (PGA) 등이 있다(8-11). PLA는 가수분해 되면서 젖산(lactic acid)이 방출되어 체내에 잔존하게 되고 주변 환경을 산성으로 만드는 단점이 있다. 이러한 단점을 보완하기 위해 polycaprolactone (PCL)의 사용이 고려되어 왔고, 임상에서 사용되기 시작하였다(12-14). PCL은 가수분해의 과정과 citric acid cycle 대사과정을 통해 CO2와 H2O로 최종 분해되어, 삽입 후 2년 이내에 생분해 되고 이식부위에 잔여물이 남아있지 않게 된다. 이는 뼈가 재생되는 5~6개월 동안 유지가 가능하여 차폐막 사용에 적합하다고 알려져 있다. 또한, PLA보다 긴 생분해 시간을 감소시켜 주기 위해 β-TCP을 함유하여 제작하기도 하며 이를 통해 생체 활성이 증가한다는 연구가 보고되고 있다(15-17).

      차폐막은 대부분 수작업 방법을 통해 제작되어 왔다. 이러한 제작 공정은 과정이 복잡하고 제작 시간이 오래 걸리며, 기공의 크기를 조절하지 못한다는 단점을 가지고 있다(18). 이러한 단점을 해결하기 위해 3D 프린팅 방식이 도입되어, FDM (Fused Deposition Modeling), DLP (Digital Light Processing), SLA (Stereo-Lithography Apparatus), LOM (Laminated Object Manufacturing) 및 SLS (Selective Laser Sintering) 방식 등이 사용되었다(19-22). 이 중, FDM 방식은 다양한 생분해성 원재료를 사용하여 환자 개개인의 이식부위에 적합한 크기나 형상 제작이 용이하며, 기공의 크기가 균일하고 조절이 가능하다는 장점을 가지고 있어 일반적으로 가장 많이 사용되고 있다(23-25). 균일한 기공의 크기는 분해 속도를 균일하게 하고, 다공성 구조의 얇은 막 형태는 주변 조직으로부터의 영양공급이 가능하게 한다고 보고되어 왔다(19, 26, 27). 이러한 이유로 3D 프린터로 제작된 맞춤형 차폐막이 증가되고 있는 추세이지만, 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 물리적 및 생물학적 특성에 대해 연구한 논문은 부족한 실정이다.

      따라서 본 연구의 목적은 현재 국내에서 시판되고 있는 FDM 방식의 3D 프린터로 제작된 PCL 혹은 β-TCP가 함유된 PCL 재질의 흡수성 차폐막 제품의 표면 형상 및 성분, 기공도, 인장강도, 생분해성을 평가함으로써 이를 기반으로 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 물리적 및 생분해성 특성을 파악하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 연구 재료
        본 연구에서는 최근까지 국내에서 시판되고 있는 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막 3종을 선택하여 시험하였다(Table 1). 3종의 제품 모두 PCL로 구성되었으며, β-TCP가 함유되지 않은 제품 2종과 β-TCP가 함유된 제품 1종을 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            3D printed membranes for guided tissue regenerations tested in this study.
          
          

        

        
          
            
              	Experimental group
              	Raw Materials
              	Size (mm)
            

          
          
            	PCL40
            	PCL
            	40 x 50
          

          
            	PCL30
            	PCL
            	30 x 40
          

          
            	PCL30@β-TCP
            	PCL + β-TCP
            	30 x 40
          

        

        

      

      
        2. 표면 및 성분 평가
        표면 및 성분 평가를 위한 시편은 10 × 10 mm의 크기로 절단하여 준비하였다. 시편 단면을 Pt 코팅 처리하고 Scanning Electron Microscope (FE-SEM, JSM-7100F, JEOL Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 시편의 표면을 관찰하였고 EDS를 이용하여 성분을 분석하였다. SEM의 경우, 15 kV에서 60배율로 관찰하였다.

      

      
        3. 기공도 및 기공 크기 평가
        그룹에 따른 기공도 및 기공 크기를 평가하기 위해 micro-CT (SKYSCAN 1076, Bruker, Billerica, MA, USA)를 이용하여 각 시편을 측정하였고, 시편은 10 × 10 mm의 크기로 절단하여 시험하였다. 시편은 높이와 너비가 스캔 평면에 평행하도록 배치되었다. 분해능은 18 µm로 설정되었고 0.5 mm 알루미늄 필터, 0.5°회전 단계, 360°회전 각도와 함께 측정되었다.

      

      
        4. 인장강도
        인장강도는 ASTM D 624를 참고하여 수행되었다. 각 시편들은 ±0.01 mm의 정밀도를 가진 측정기로 두께를 측정하고, Figure 1과 같이 바지 모양으로 잘라 준비하였다. 준비된 시편들은 각 그룹당 3개씩 만능 재료 시험기(Instron 5942, Instron, Norwood, MA, USA) 장비를 사용하여 인장강도를 측정하였다. 시편을 지그에 고정시키고 50 mm/min의 속도로 인장력을 가하여 최대 인장력(N)을 기록하였다. 인장강도의 값(Ts, MPa)은 다음의 공식 [1]으로 계산하여 측정하였다.

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            The image of positioning of trouser tear test piece in testing machine.
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        여기에서, F 는 인장력을 가함에 따라 기록된 최대 강도(N), d는 시편의 두께(mm)를 나타낸다.

      

      
        5. 생분해성
        생분해성 평가는 ISO 13781에 따라 시행하였다.

        
          1) 일반분해
          일반분해 실험을 위해 각 그룹당 시편 3개를 준비하였다. 각 질량을 0.1 mg 단위까지 측정하고 pH 7.4의 phosphate-buffered saline (PBS)에 넣어 (37±1) ℃의 항온수조에서 보관하였다. 이 때, PBS의 부피는 시편 부피의 최소 20배가 넘게 맞춰주었다. 30일 동안 보관하였고, 7일 간격으로 꺼내어 진공 상태에서 건조 시킨 후, 시편의 질량 감소량을 0.1 mg 단위로 측정하여 기록하였다.

        

        
          2) 가속분해
          가속분해 실험을 위해 각 그룹당 시편 3개를 준비하였다. 각 질량을 0.1 mg 단위까지 측정하고 5 mol/L 농도의 수산화나트륨용액에 넣어 (37±1) ℃의 항온수조에서 보관하였다. 이 때, 5 mol/L 농도의 수산화나트륨용액의 부피는 시편 부피의 최소 20배가 넘게 맞춰주었다. 30일 동안 보관하였고, 7일 간격으로 꺼내어 진공 상태에서 건조시킨 후, 시편의 질량 감소량을 0.1 mg 단위로 측정하여 기록하였다.

        

      

      
        6. 통계분석
        통계분석은 SPSS 프로그램(IBM SPSS Statistics 25.0, IBM Co., Armonk, NY, USA)을 이용하였다. 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 인장강도를 비교하기 위해 일원배치분산분석(one-way ANOVA)을 시행하였고, 사후분석으로 Tukey’s test를 시행하였다. 이때, 통계적 유의 수준은 0.05로 설정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 표면 및 성분
        Figure 2는 SEM을 사용하여 PCL40, PCL30, PCL30@β-TCP 시편을 관찰한 사진과 EDS로 분석한 성분을 나타낸 그래프이다. SEM 이미지의 결과, 모든 그룹에서 격자구조로 선형의 층이 관찰되었다. PCL40은 좁고 둥근 입체적인 형태를, PCL30과 PCL30@β-TCP은 넓고 납작한 형태를 나타내어 그룹 간에 차이가 있음을 확인하였다. 또한 PCL30@β-TCP은 선형의 층 안에서 작은 입자 형태가 전체적으로 관찰되었고, 이는 β-TCP가 함유되었음을 알 수 있었다.

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            The SEM images and EDS spectrum of (A) PCL40, (B) PCL30, and (C) PCL30@β-TCP experimental groups.
          
          

          

        

        EDS 분석의 경우, 각 시편에서 적층 형태가 무너지지 않고 균일한 부분을 선택하여 분석하였다. PCL40은 상대적으로 탄소(C)와 산소(O)의 함유량이 높게 나타났다. PCL30은 PCL40과 마찬가지로 탄소(C)와 산소(O)를 함유하고 있음을 확인하였다. 마지막으로 PCL30@β-TCP은 PCL30과 동일한 원소를 가지고 있으며 추가적으로 인(P)과 칼슘(Ca)을 함유하고 있는 것을 확인할 수 있었다.

      

      
        2. 기공도 및 기공 크기
        Micro-CT로 측정된 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 기공도 및 기공 크기 결과는 Table 2와 Figure 3에 나와있다. PCL40, PCL30, PCL30@β-TCP의 기공도는 각각 88.17%, 80.42%, 79.61%로 PCL40이 가장 높은 기공도를 나타낸 것을 확인할 수 있었다. 기공의 크기는 PCL30이 519.63 µm로 가장 큰 값을 나타냈고, PCL30@β-TCP이 508.78 µm로 가장 작은 값을 나타내었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Comparison of pore size and porosity for each group.
          
          

        

        
          
            
              	Experimental group
              	Porosity (%)
              	Pore size (μm)
            

          
          
            	PCL40
            	88.17
            	510.55
          

          
            	PCL30
            	80.42
            	519.63
          

          
            	PCL30@β-TCP
            	79.61
            	508.78
          

        

        

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            The micro-CT image of (A) PCL40, (B) PCL30, and (C) PCL30@β-TCP experimental groups.
          
          

          

        

      

      
        3. 인장강도
        3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 인장강도 결과는 Figure 4에서 볼 수 있듯이, PCL30이 (35.08±4.76) MPa로 가장 높은 값을 보였다. PCL40은 (22.64±1.58) MPa이었고 PCL30@β-TCP은 (9.69±0.04) MPa로 그 뒤를 이었으며, 각 그룹 간에 유의한 차이가 있었다(p<0.05).

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            Comparison of tensile strength for each group. Differences in lowercase alphabetical letters above the bar graphs indicate significant differences among the groups (p < 0.05).
          
          

          

        

      

      
        4. 생분해성
        PCL40, PCL30, PCL30@β-TCP의 일반적인 분해능(degradation rate)을 실험하기 위하여 37 ℃의 PBS에 침지하여 4주 동안 무게의 감소량을 측정하였다. 실험 결과 Figure 5A에서 보는 것처럼 PCL40, PCL30, PCL30@β-TCP시편 모두 4주동안 무게가 감소하였지만 PCL40과 PCL30은 비교적 적은 무게 손실이 일어난 반면(약 0.05%) PCL30@β-TCP은 약 2.5%의 무게 손실이 일어난 것이 확인되었다. 또한, PCL40, PCL30, PCL30@β-TCP의 가속분해 분해능(degradation rate)을 실험하기 위하여 37 ℃의 5 mol/L 농도의 수산화나트륨용액에 침지하여 시편의 무게 감소량을 측정하였을 때에도 PCL40과 PCL30은 20% 이하의 무게 손실이 일어났지만, PCL30@β-TCP는 1주일(7일) 뒤 모든 시편이 분해되어 시편의 형태가 없었다(Figure 5B).

        
          
          

          Figure 5. 
				
          

          
            Relative weight of each test samples following immersion in 37 ℃ PBS for 4 weeks (A) or immersion in 37 ℃ 5 mol/L NaOH solution for 4 weeks (B).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      이상적인 차폐막은 구강 내에서 골형성 기간 동안 유지되어야 할 뿐만 아니라 주변 연조직 세포가 골 결손부로 들어오는 것을 차단하여야 하므로, 공간 유지, 생체적합성 등 적절한 물리적 및 생물학적 특성을 가져야 한다(28). 이는 맞춤형으로 3D 프린팅되어 체어 타임을 단축시킬 수 있는 다양한 형태의 차폐막에도 적용되며, 본 연구에서는 3가지 다른 형태의 치주 조직 재생을 위한 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 물리적 및 생분해성 특성을 고려하였다.

      본 연구에서 사용된 3가지 다른 형태의 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 경우 제조사와 성분에 따라 그 성상이 다르다는 것을 SEM을 통해 확인하였다(Figure 2). 이는 3D 프린팅에 사용되는 원재료의 지름 및 녹는점, 그리고 사용되는 프린터의 특성에 따라 다를 것으로 사료된다. 특히 원재료의 특성에 있어 β-TCP가 함유된 시편인 PCL30@β-TCP의 경우 EDS에서 Ca와 P가 존재함을 확인하여 해당 성분으로 구성된 β-TCP의 존재를 확인하였다(Figure 2).

      3D 프린팅으로 제작되는 차폐막의 경우 기공도와 기공의 크기를 조절할 수 있으며 이는 연조직의 성장 억제와 경조직의 재생 등에 관여한다고 알려져 있다. 연구 결과에 따라 기공도는 크게 차이가 없었지만 위와 마찬가지로 제조사와 성분에 따라 그 차이가 확인되었다(Table 2, Figure 3). 또한, 기공의 크기는 시편에 따라 508.78 µm에서 519.63 µm로 기존 연구의 결과로 볼 때 다공성 및 압축 강도는 유지되고 세포 침투 및 영양 공급을 용이하게 하는 적절한 기공 공간으로 예측된다(29-31).

      이러한 기공의 특성은 차폐막의 기계적 성질에 영향을 준다고 알려져 있다. 실제로 기공의 크기가 가장 큰 PCL30에서 가장 큰 인장강도가 측정되었고 기공의 크기가 가장 작은 PCL30@β-TCP에서 가장 작은 인장강도가 측정되었다(Figure 4). 또한, PCL30@β-TCP의 인장강도가 낮은 것은 열을 이용하여 고체로 제작하는 고분자에 반해 세라믹 재료인 β-TCP 파우더가 첨가된 고분자의 경우 원재료에 열을 가하는 3D 프린팅 과정 중 공극이 생겨 밀도가 감소하였기 때문에 기계적 강도가 떨어진 것이라고 판단된다(32). 이는 기존 연구의 β-TCP 함유량에 따른 PCL의 기계적 특성 연구 결과와 동일한 경향성이었음을 알 수 있다(33).

      흡수성 차폐막은 최소 4주 동안 뼈와 조직의 구조와 기능을 복원하고 구조를 유지할 수 있어야 하며 기존 연구에 따르면 일반적으로 상용화되고 있는 흡수성 차폐막의 인장강도는 3.5 MPa에서 22.5 MPa 범위를 갖고 있다고 알려져 있다(5). 본 연구에 사용된 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 기계적 강도를 보기 위해 실험한 인장강도 값은 (9.69±0.04) MPa에서 (35.08±4.76) MPa로 임상에서 사용이 적절할 것으로 사료된다.

      PCL (polycaprolactone)은 지난 30년 동안 의료 분야에서 가장 널리 사용되어온 재료로 가수분해의 과정과 citric acid cycle 대사과정을 통해 분해되며 분해 속도가 비교적 느리다고 알려져 있다(19). PCL이 완전히 분해되기까지는 약 2년이 소요되는 것으로 알려져 있으며, 가속분해 실험을 통해 단기간의 분해 정도와 분해 속도를 평가하고 있다. 따라서 본 연구에서는 인산완충용액을 사용한 일반분해와, 수산화나트륨용액을 사용한 가속분해 모두를 진행하였다. 실제로 본 연구에서 PCL로 구성된 PCL40 및 PCL30 시편의 경우 일반 및 가속 노화 모두에서 분해 속도가 느림을 확인할 수 있었다. 또한 이러한 PCL의 분해 속도를 높이고 생체 활성을 향상시키기 위해 β-TCP가 첨가된 생분해성 소재와 다양한 형태의 β-TCP가 연구되었다(34-36). 본 연구에서 5 mol/L 농도의 수산화나트륨용액을 사용하여 β-TCP가 함유된 생분해성 차폐막의 가속분해를 실험한 결과 β-TCP를 함유하지 않은 시편에 비해 β-TCP를 함유한 시편이 빠르게 생분해 되었고 7일만에 완전 분해되었다.

    

    

  
    
      결 론
      3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막은 제조사와 사용된 원재료의 특성에 따라 성상, 기공 크기 및 기공도가 다름을 확인하였고 이에 따라 인장 강도와 생분해성 속도가 다름을 확인하였다. 이에 3D 프린터로 제작된 흡수성 차폐막의 임상적 사용에서 제품의 물리적 및 생분해성 성질이 고려되어야 한다.
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