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            Abstract
          
        

        
          골이식재의 생체적합성 시험은 해당 재료의 개발과 각 규제기관의 인증 및 허가 측면에서 매우 중요한 시험이다. 최근에는 생체적합성 시험에서 분해 산물을 확인하고 정량 하는 시험의 중요성이 강조되고 있으며 이를 비임상시험관리기준(GLP)에 따라 진행하는 절차가 강조되고 있다. 이에 본 연구에서는 골이식재의 분해 산물 확인 및 정량 시험을 GLP의 절차에 따라 진행하였다. 시판되고 있는 이종골 이식재를 사용하였고 국제표준 ISO 10993-14 Biological evaluation of medical devices - Part 14: Identification and quantification of degradation products from ceramics에 따라 시험을 진행하였다. 또한, 시험의 절차를 식품의약품안전처 고시인 비임상시험관리기준에 따라 진행하였다. 생분해성 시험 결과 골이식재는 0.32 g에서 0.86 g 사이의 분해를 확인하였고, 분해된 물질에서 Ca와 P를 확인하였다. GLP 절차의 적용에 있어 시편에 준비와 같은 사항을 고려할 때 ISO 10993-12호와 같은 국제표준의 적용과 시험 계획의 중요성이 확인되었다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Biocompatibility testing of bone graft materials are important aspect for development of the device as well as the approval and certification by each individual country’s regulatory authority. Recently, importance in identification and quantification of degradation product as well as application of Good Laboratory Practice (GLP) in the process of biocompatibility testing has been emphasized. Hence, here identification and quantification of degradation products from bone graft materials were carried out in accordance with GLP process. Commercially available bone graft material from the animal source was used in this study. The test was carried out in accordance with International Standard, ISO 10993-14 Biological evaluation of medical devices - Part 14: Identification and quantification of degradation products from ceramics. Also, entire process followed Institute for Management of Good Laboratory Practice, published by Ministry of Food and Drug Safety, Korea. Degradation test of the bone graft materials resulted in degradation of bone graft, ranging between 0.32 g to 0.86 g, while Ca and P were detected. In terms of GLP process, it has been noted that consideration of other International Standard such as ISO 10993-12 is required for planning of the GLP test, especially during the sample preparation.
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      서 론
      골이식재는 손상되거나 손실된 경조직을 재생하기 위해 사용되는 의료기기로 세계적으로 매년 해당 의료기기를 사용하는 수술 및 시술이 2백만 건을 넘는다고 보고되고 있다(1, 2). 치과에서 사용되는 골이식재 의료기기의 경우 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 품목 및 품목별 등급에 관한 규정’에서 ‘C22000 치과용골이식재’로 분류하고 있으며, 그 중 ‘C22020.01 이종골 이식재’는 국내 4등급 의료기기로 “사람을 제외한 동물 또는 다른 생명체로부터 유래된 골이식재”로 정의되어 있다(3).

      인구의 고령화와 치과용 임플란트의 사용이 증가되면서 치과용 골이식재의 사용 또한 매우 빠르게 성장하고 있으며 이에 따라 새로운 제품의 출시가 증가되고 있다(4, 5). 이러한 새로운 치과용 골이식재의 개발과 인증 및 허가에 있어 다른 치과재료와 마찬가지로 생체적합성 평가는 매우 중요한 단계이며 이를 통한 임상 사용에서의 안전성을 확인하여야 한다(6).

      생체적합성 평가는 국제표준 ISO 10993-1호(7)와 ISO 7405호(8), 그리고 국내 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 생물학적 안전에 관한 공통기준규격’(9)에 따라 고려될 수 있다. 특히 최근 개정된 ISO 10993-1호및 ISO 7405호에 내용에 따라 의료기기의 물리적 및 화학적 성질에 대한 정보는 생체적합성 평가에서 매우 중요하며, 세라믹 재료의 치과용 골이식재의 경우 이와 관련된 국제표준 ISO 10993-14호에 따른 생분해성 시험에 대한 중요성이 강조되고 있다(10).

      2019년 5월 1일, 의료기기에 대한 생체적합성시험에 비임상시험제도가 전면 시행되고 경제협력개발기구(OECD)의 비임상시험 성적서의 상호인정을 위해 현재 국내에서는 의료기기의 인증 및 허가를 위한 생체적합성 시험에서 비임상시험관리기준(Good Laboratory Practice, GLP)를 적용하도록 되어있다(11). 하지만 생분해성 시험과 같은 의료기기에 독특하게 적용되는 생체적합성 시험의 경우 GLP 적용에 따른 보고가 없어 국내 및 국외에서 시험에 한계가 있다.

      따라서 본 연구의 목적은 현재 국내에서 시판되고 있는 치과용골이식재 중 이종골 이식재에 대한 국제표준 및 국내 고시에 따른 의료기기 분해산물 확인 및 정량 시험을 진행하고 이를 GLP에 따라 진행하여 시험 가능성을 확인하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 연구 재료
        본 연구에서는 현재 인증 및 허가를 받아 국내에서 판매되고 있는 이종골 이식재를 구입하여 연구를 진행하였다. 해당 이종골 이식재는 돼지 유래 뼈를 가공하여 제작되었으며 알맹이(granule) 형태로 사용되었다. 제품은 감마 멸균이 완료된 상태로 제공되었으며 별도의 멸균 과정은 진행하지 않았다.

      

      
        2. 시험의 준비
        모든 시험은 비임상시험관리기준(11)과 식품의약품안전평가원의 ‘의료기기 생물학적 안전성 시험에 대한 GLP 적용 시 고려사항(민원인 안내서) – 시험단계별 가이드라인’(12)을 참고하여 진행하였다. 시험의 의뢰는 본 연구를 진행한 저자가 GLP를 적용 준비 중인 기관에 의뢰하는 것으로 진행하였으며 시험 계획서를 작성하여 승인한 후 진행되었다. 기타 시험물질의 수령 및 보관, 시험책임자의 지정은 위에서 언급된 비임상시험관리기준(11)과 식품의약품안전평가원의 ‘의료기기 생물학적 안전성 시험에 대한 GLP 적용 시 고려사항(민원인 안내서) – 시험단계별 가이드라인’(12)을 참고하여 진행하였다.

      

      
        3. 시험물질의 준비
        시험 물질의 준비는 국제표준 ISO 10993-12호(13), ISO 10993-14호(10), 식품의약품안전평가원의 ‘의료기기 생물학적 안전성 시험에 대한 GLP 적용 시 고려사항(민원인 안내서) – 의료기기 용출 가이드라인’(14)을 참고하여 진행하였다. 이종골 이식재의 무게를 측정하여 시료 5 g 당 100 mL의 용매를 준비하였고 이를 37 ℃에서 120시간 동안 용출하였다. 이 때 용출 용매는 극한 시험의 경우 구연산 (citric acid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 모의 시험의 경우 tris-buffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하였다.

      

      
        4. 시험의 진행
        시험은 ISO 10993-14호(10) 및 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 생물학적 안전에 관한 공통기준규격’(9)에 따라 진행하였다. 이에 두 가지 방법이 사용되었으며 첫 번째 시험방법은 낮은 pH(산성 환경)의 극한 용액에서 실시하는 극한 시험으로 의료기기에서 분해가 진행되어 분해 산물이 생성되는지 확인하기 위한 시험이다. 만약 극한 시험에서 분해되는 물질이 없다면 뒤에 모의 시험을 진행하지 않고 시험을 종료할 수 있다. 만약 분해되는 물질이 확인되면 두 번째 시험으로 생체 내 pH에서 실시하는 모의시험을 진행한다. 본 시험에서는 분해되는 물질이 확인되어 두 번째 시험까지 진행하였다.

      

      
        5. 극한 시험
        극한 시험의 진행은 ISO 10993-14호(10) 및 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 생물학적 안전에 관한 공통기준규격’(9)에 따라 진행되었다. 이종골 이식재의 무게를 측정하여 시료 5 g 당 100 mL의 구연산 용매를 준비하였고 이를 37 ℃에서 120시간 동안 교반하여 용출하였다. 용기와 시편을 실온에서 냉각시킨 후 여과재를 사용하여 용출물을 여과시켰다. 여과 잔류물이 남아있는 여과재와 시편을 일정한 질량이 될 때까지 건조시킨 후 무게를 측정하였고 여과 잔류물이 있는 여과재와 여과 잔류물이 없는 여과재 사이의 질량차이를 계산하여 여과 잔류물의 질량을 계산하였다.

      

      
        6. 모의 시험
        모의 시험은 ISO 10993-14호(10) 및 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 생물학적 안전에 관한 공통기준규격’(9)에 따라 진행하였다. 이종골 이식재의 무게를 측정하여 시료 5 g 당 100 mL의 tris-buffer 용매를 준비하였고 이를 37 ℃에서 120시간 동안 교반하여 용출하였다. 용기와 시편을 실온에서 냉각시킨 후 여과재를 사용하여 용출물을 여과시켰다. 여과 잔류물이 남아있는 여과재와 시편을 일정한 질량이 될 때까지 건조시킨 후 무게를 측정하였고 여과 잔류물이 있는 여과재와 여과 잔류물이 없는 여과재 사이의 질량차이를 계산하여 여과 잔류물의 질량을 계산하였다. 추가로 여과액에 대한 분석을 위해 ICP-OES (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 여과된 물질의 Ca와 P 농도를 측정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 극한 시험
        극한 시험의 결과는 Table 1과 같다. 결과에 따라 여과재에 남아있는 물질의 양과 처음 물질의 양에 차이가 있음을 알 수 있었고 이에 일부 물질이 분해되어 여과재를 통과하였음을 확인할 수 있었다. 국제표준 ISO 10993-14호(10) 및 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 생물학적 안전에 관한 공통기준규격’(9)에 따라 이 결과를 바탕으로 모의시험을 진행할 필요가 있음을 확인하였다. 본 연구에서 사용된 이종골 이식재는 돼지의 뼈에서 채취한 것으로 화학적 성분인 칼슘과 인으로 구성되어 있다. 실제 기존의 연구에서도 이러한 칼슘과 인에 기반한 물질이 생분해 되거나 혹은 일정 용액에서 재광화 된다는 결과가 있었다(15). 본 시험에서 사용된 치과용 의료기기는 이종골 이식재로 이식형 의료기기이고 이에 구강에 직접 노출되지는 않는다. 하지만, 국제표준 ISO 10993-14호(10) 및 식품의약품안전처 고시인 ‘의료기기 생물학적 안전에 관한 공통기준규격’(9)에 따라 구강에 노출되는 치과용 의료기기는 국제표준 ISO 6872호에 제시되어 시험 환경이 더 적합하며 특히 최근 개발되고 있는 세라믹 계열의 보철물에 적용이 고려될 수 있다. 시험의 정확한 결과를 도출하기 위해서는 용매의 선정과 사용하는 용기의 선정 또한 고려되어야 한다(14). 특히 극한 시험 용매와 용출된 물질의 보관을 유리병에 할 경우 유리병의 세라믹 물질이 용매에 남게 될 수 있어 부정확한 결과를 초래할 수 있고 이에 대한 고려가 필요하다(9, 10).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The results of residue mass after extreme solution degradation test
          
          

        

        
          
            
              	Measured item (s)
              	Weight (g)
            

          
          
            	Filtering medium
            	1.9387
          

          
            	Filtering medium and specimen
            	6.0802
          

          
            	Retentate (mass after drying)
            	4.1433
          

          
            	Dissolved material
            	0.8572
          

        

        

      

      
        2. 모의 시험
        모의 시험의 결과는 Table 2와 같다. 모의 시험에서도 위에 극한 시험과 같이 일부 물질이 용매에 생분해 되었음을 알 수 있으며, 그 양은 극한 시험보다 적음을 알 수 있다. 이는 산성인 환경에서 생분해가 더 빠르게 진행된다는 기존에 연구와 비슷한 결과이다(16).

        
          Table 2. 
				
          

          
            The results of simulation solution degradation test
          
          

        

        
          
            
              	Measured item (s)
              	Weight (g)
            

          
          
            	Filtering medium
            	2.1276
          

          
            	Filtering medium and specimen
            	6.8933
          

          
            	Retentate (mass after drying)
            	4.6757
          

          
            	Dissolved material
            	0.3248
          

        

        

        여과된 후 실제 생분해가 된 물질의 성분과 농도를 ICP-OES로 분석하였을 때, 모의시험을 통해 생분해 된 물질은 Ca와 P로 검출되었고 농도는 Ca가 13.765 ppm, P가 6.397 ppm으로 기록되었다. 위에서 언급된 내용과 같이 본 연구에서 사용된 이종골 이식재는 돼지의 뼈에서 채취한 것으로 그 구성 성분에 따라 Ca와 P의 검출은 예상되었다. Ca와 P는 경조직을 구성하고 있는 hydroxyapatite와 같은 성분으로 이러한 분해 효과는 생활성 및 재광화 등에 영향을 줄 것으로 사료된다(15).

        본 연구를 통해 의료기기의 생체적합성 시험 중 분해산물의 확인과 정량에서 비임상시험관리기준(11)과 식품의약품안전평가원의 ‘의료기기 생물학적 안전성 시험에 대한 GLP 적용 시 고려사항(민원인 안내서) – 시험단계별 가이드라인’(12)의 적용이 가능함을 확인할 수 있었다. 다만, 시험의 수행과 신뢰성 보증과 관련된 내용과 별도로 위에서 언급된 시료의 보관 용기의 선정 그리고 ICP와 같은 장비의 관리 등이 추가적으로 고려되어야 함을 알 수 있었으며 추후 해당 분야의 GLP 적용시 확인되어야 한다.

      

    

    

  
    
      결 론
      시판되고 있는 치과용골이식재 중 이종골 이식재에 국제표준 및 국내 식품의약품안전처 고시를 적용한 의료기기 분해산물 확인 및 정량 시험 진행이 가능 한 것을 확인하였다. 추후 연구를 통해 관련 시험을 GLP로 진행할 수 있는 절차의 확립이 필요할 것으로 판단된다.
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