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            초록
          
        

        
          Various methods of the extraction test is currently available for the biological safety evaluation of dental materials. Hence, setting of the appropriate extraction conditions such as extraction media appropriate to the materials, extraction temperature, and extraction time would be required. In this study, analysis of the dental materials that is used while in contact with oral mucosa was carried out in term of their selections, sample preparations, extraction, in order to provide the foundation for the biological safety evaluation of medical devices that is alternative to the animal studies. Dental materials of restorative composite resin, chemical cured denture base resin, and polyvinyl siloxane impression materials were selected and the SPU-ZDEC (Zinc diethyldithiocarbamate) was used as the positive control. They were all extracted according to the ISO 10993-12. Visual inspection, pH meter, Ultimate 3000 UHPLC, UltraflexⅢ TOF/TOF, and UPLC were used as the method of extracted solution analysis. As the results, there was no foreign materials nor impurities in all of test samples during visual inspection of the appearance. The pH was near the neutral value of 7, except for the restorative composite resin and the blank test solution. Finally, the detailed analysis of extracted solution showed evidence of main components of materials such as bisphenol A glycerolate dimethacrylate, diurethane dimethacrylate, triethylene glycol dimethacrylate, and zinc diethyldithiocarbamate. The result of this study will provide useful information on safety evaluation of tested materials including the sample preparation method for the alternative test method to animal study such as mucosa irritation test.
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      1. 서 론
      의료기기는 한국 식품의약품안전처의 ‘의료기기 품목 및 품목별 등급에 관한 규정’에 따라 기구·기계, 의료용품, 치과 재료 그리고 체외진단용 시약으로 분류된다(식품의약품안전처, 2014). 이 중 일부 치과재료는 구강 내에서 장기적으로 구강점막과 직접 접촉하여 사용되기 때문에 생물학적 안전성 평가 연구에 있어서 신중을 기해야 한다.

      구강점막과 접촉하는 의료기기의 자극성 및 감작성 평가를 수행하기 위해서는 국제적으로 공인된 ISO 10993-10 (2010)의 Biological evaluation of medical devices – Part 10: Tests for irritation and skin sensitization 중 부록 B.3 Oral mucosa irritation test의 햄스터를 이용한 구강점막자극시험을 실시한다. 이 방법은 햄스터의 볼 주머니에 재료를 적용한 후, 구강 점막에 나타나는 홍반이나 부종과 같은 이상반응을 관찰하고 실험동물을 희생하여 조직학적 평가를 시행함으로써 재료의 자극성 및 감작성을 평가한다. 그러나 실험을 당하는 햄스터에게는 극심한 고통과 스트레스를 수반하는 윤리적인 한계점을 갖고 있다(ISO 10993-10, 2010).

      최근에는 위와 같은 실험동물에 대한 윤리적인 한계점을 개선하고자 실험동물 수의 감소(Reduction), 동물의 고통 경감(Refinement), 실험동물 대체(Replacement)와 같은 3R원칙이 제안되었고, 유럽 및 미국을 포함한 선진국을 중심으로 동물복지 향상에 대한 인식 증가와 동물실험대체시험법 연구가 활발히 진행되었다(Russell과 Burch, 1959). 특히 유럽에서는 화장품을 중심으로 피부자극시험(OECD Test Guidelines 439, 2013), 안점막 자극시험 및 광독성 시험 등에 대한 동물실험 대체 연구가 진행되어 현재 국제적으로도 공인되는 다양한 시험법들이 제안되고 있는 추세이다(Hagino 등, 2008). 이러한 움직임은 화장품 산업을 넘어 의료기기 및 의약품 분야까지 확장되었고, 이 중 의료기기에 대한 대체시험법 필요성이 점차 두각 되고 있다.

      현재 구강점막자극시험의 동물대체시험법으로 민달팽이 점막을 이용하는 방법이 연구되고 있으나 아직까지 실험실 차원의 접근에 불과한 실정이다(Lenoir 등, 2011). 이에 국외에서는 인공구강점막모델을 개발하여 의료기기의 자극성 시험을 진행한 사례가 있으나 이 또한 개발 단계로서 의료기기에 대한 검증된 구체적인 시험법은 전무한 실정이다(Nathalie 등, 2010). 따라서 향후 동물대체시험법을 이용한 의료기기 안전성 평가 연구의 요구 및 의료기기 동물대체시험법에 대한 필요성 증가에 대비하여 인체구강점막모델을 이용한 안전성 평가 연구의 기초 자료를 마련해야 한다. 

      인체구강점막모델은 구강점막세포를 이용한 3차원 배양조직의 인공구강점막조직으로서 생체 외 실험으로 구강점막 독성시험이 가능한 방법으로 소개되고 있다. 이 제품을 이용하여 치약, 구강 양치액, 치아 미백제 등에 관한 독성시험을 진행한 결과 재현성이 높은 결과를 나타낸 보고도 있었다(Mitchell 등, 2007). 

      이와 같은 모델에 치과재료를 적용할 수 있는 방법으로는 ISO 10993-10 (2010)과 같이 시편을 제작하여 모델에 직접적으로 접촉시키는 방법과 ISO 10993-12 (2012)와 같이 특정 용매에 용출시켜 용출액을 모델에 간접적으로 접촉시키는 방법이 있다. 이때 간접적으로 적용하는 용출액 중 일부 치과재료의 용출액에는 독성성분이 용출되어 안전성에 영향을 줄 수 있다는 선행보고에(Polydorou 등, 2007) 의거하여 용출액 분석은 독성평가를 연구하는데 있어서 중요한 요소가 될 수 있다. 

      따라서 본 연구의 목적은 의료기기 중 구강 점막에 지속적 혹은 다 빈도로 닿을 수 있는 대표적인 치과재료 3종, 심미수복용 복합레진, 화학중합형 의치상용레진, 폴리비닐실록산 인상재를 선택하여 증류수에 일정 시간 동안 침적시키고, 이때 용출된 용출액의 성상, 용출 전·후의 pH변화, 용출액 내의 성분을 분석함으로써 실제로 관심 물질이 용출되었는지 확인하여, 치과재료의 안전성 평가를 위한 구강점막자극 동물대체시험법 기반 마련을 위한 기초자료를 제공하는데 있다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        실험재료는 치과재료 중 구강점막에 지속적 혹은 다 빈도로 닿을 수 있는 대표적인 치과재료 3종 심미수복용 복합레진, 화학중합형 의치상용레진, 폴리비닐실록산 인상재를 실험 대상으로 선정하였고, 부가적으로 의료기기의 생물학적 안전성 평가시 음성대조물질로 사용되는 Polye- thylene film과 양성대조물질로 사용되는 SPU-ZDEC(Zinc diethyldithiocarbamate)도 함께 실험 대상으로 선택하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Test materials used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Name
              	Brand name
              	Manufacturer
            

          
          
            	Restorative composite resin
            	Filtek™ Z350 XT
            	3M ESPE, St. Paul, MN, USA
          

          
            	Chemical cured denture base resin
            	Vertex Self Curing
            	Vertex-dental B.V., Netherlands
          

          
            	Polyvinylsiloxane impression materials
            	Flexitime Correct Flow
            	Heraeus Kulzer, Hanau, Germany
          

          
            	Positive control
            	SPU-ZDEC
            	Hatano Research Institute, Hadano, Japan
          

          
            	Negative control
            	Polyethylene film
            	dhf DONG HO, Seoul, Korea
          

        

        

      

      
        2. 실험방법
        
          2.1. 시편제작
          3종의 치과재료(심미수복용 복합레진, 화학중합형 의치상용레진, 폴리비닐실록산 인상재) 시편을 제작하기 위해 테프론 소재의 내경 7 ㎜, 높이 1 ㎜의 몰드를 준비하였다. 

          심미수복용 복합레진의 경우 slide glass에 polyester film을 놓고 그 위에 몰드를 올린 뒤 재료를 몰드 안에 약간 넘치게 채운 후, polyester film과 slide glass를 덮고 clamp를 이용하여 조여 주었다. 제조사의 지시사항에 따라 앞·뒤면 모두 광조사기(Eliper™ S10, 3M ESPE, Seefeld, Germany)를 이용하여 광조사를 시행하는데, 이 때 광조사는 부위 당 20초씩 앞·뒤면 10부위를 중첩하여 시행하였다. 중합된 시편은 몰드로부터 분리하여 지름 7 ㎜, 높이 1 ㎜의 시편을 얻었다. 

          화학중합형 의치상용레진의 경우 제조사가 제시한 비율(1.7 g powder / 1 ㎖ liquid)을 바탕으로 시편제작에 필요한 분말과 액을 각각 개량하여 준비하였다. 개량된 liquid와 powder를 플라스틱 스파튤라를 이용하여 20초 동안 혼합하였다. 그리고 slide glass에 polyester film을 놓고 그 위에 몰드를 올린 뒤 혼합된 재료를 몰드 안에 약간 넘치게 채운 후, polyester film과 slide glass를 덮고 clamp를 이용하여 조여 주었다. 제조사의 지시사항에 따라 항온수조를 이용하여 (50±5) ℃에서 10분 동안 재료를 중합시켰다. 중합된 시편은 몰드로부터 분리하여 지름 7 ㎜, 높이 1 ㎜의 시편을 얻었다.

          폴리비닐실록산 인상재의 경우 slide glass에 polyester film을 놓고 그 위에 몰드를 올린 뒤 재료를 몰드 안에 약간 넘치게 채운 후, polyester film과 slide glass를 덮고 clamp를 이용하여 조여 주었다. 제조사의 지시사항에 따라 2분 30초 동안 중합시켰다. 중합된 시편은 몰드로부터 분리하여 지름 7 ㎜, 높이 1 ㎜의 시편을 얻었다.

          그리고 SPU-ZDEC film(두께 0.5 ㎜ 이하)과 Polye- thylene film(두께 0.5 ㎜ 이하)은 가로 1 ㎝, 세로 1 ㎝ 정사각형 크기로 잘라 시편을 제작하였다. 

        

        
          2.2. 용출 시행
          제작된 시편을 용출하기 위하여 용매로는 분석 장비가 측정할 수 있는 용매 특성을 고려하여 극성용매 중 가장 널리 사용되며 polarity가 높은 증류수(UltraPure™ Distilled water, Invitrogen, NY, USA)를 사용하였다. 용출방법은 ISO 10993-12 (2012)에 명시되어 있는 조건 중 (37±1) ℃에서 24시간 용출 하는 조건을 채택하였고, 심미수복용 복합레진, 화학중합형 의치상용레진, 폴리비닐실록산 인상재 시편의 경우 3 ㎠/㎖ 의 비율로, SPU-ZDEC film과 Polyethylene film의 경우 6 ㎠/㎖ 의 비율로 (37±1) ℃에서 24시간 동안 증류수에 용출하여 용출액을 얻었다. 동시에 공시험액도 시험검체와 동일한 조건과 방법으로 용출하였다. 용출액 분석을 위해 5번 반복 시행하여 결과물을 얻었다. 이에 대한 용출 시행 모식도는 그림 1과 같다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Flow chart of extraction process.
            
            

            

          

        

        
          2.3. 용출 성분 분석
          각 시편으로부터 용출된 용출액을 평가하기 위하여 육안으로 이물질 및 분순물의 여부를 관찰하고, Digital pH-meter (Orion 4 star, Thermo Fisher Scientific Inc., Singapore)를 이용하여 용출 전·후의 pH 변화를 확인한 후 고성능 액체크로마토그래피(Ultimate 3000 UHPLC, Thermo Scientific, Bremen, Germany), 레이져보조탈착이온화질량분석기(Ultraflex Ⅲ, Bruker Daltonik, Bremen, Germany), 액체 크로마토그래피(Alliance 2795, Waters, Watford, UK)를 이용하여 용출액 내의 성분을 확인하였다.

          고성능 액체크로마토그래피의 분리능을 향상하기 위하여 2.1 × 100 ㎜ (Aquity UPLC BEH C18; 1.8 ㎛, Waters) 컬럼에 측정시료 5 ㎕를 주입한 후 0.3 ㎖/min의 속도로 용리하였다. Solvent는 0.1% Formic acid in DW 와 0.1% Formic acid in Acetonitrile을 사용하였다. 

          레이져보조탈착이온화질량 분석시 사용되는 시료 매트릭스 혼합용액을 제조하기 위해서 매트릭스는 증류수에 2,5-dihydroxybenzoic acid (Sigma-Aldrich, USA)를 10 ㎎/㎖의 농도가 되도록 희석하여 사용하였고, 용매는 0.1% Trifluoro acetic acid (Sigma-Aldrich, USA)를 Acetonitrile (JT Baker, USA)과 1:1비율로 희석하여 사용하였다. 그리고 2 ㎕의 측정시료와 2 ㎕의 매트릭스 혼합용액을 혼합하여 MALDI-TOF target에 로딩하였다. 측정시 가속전압은 25.0 kV이었고, 총 300회의 레이저 주사를 통해 스펙트럼을 얻었다. MALDI-TOF MS 분석시 m/z 20~ 4,000의 범위에서 분자량을 확인하였다.

          액체 크로마토그래피의 분리능을 향상하기 위하여 2.1 × 100 ㎜ (Aquity BEH C18; 1.7 ㎛, Waters) 컬럼에 측정시료 1 ㎕ 또는 10 ㎕를 주입한 후 0.3 ㎖/min의 속도로 용리하였다. Solvent는 0.1% Formic acid in DW와 0.1% Formic acid in Acetonitrile을 사용하였다. 

          용출액 분석을 위한 표준물질로는 심미수복용 복합레진은 Bisphenol A glycerolate dimethacrylate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), Bisphenol A (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), Diurethane dimethacrylate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), Triethylene glycol dime- thacrylate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)이었고, 화학중합형 의치상용레진은 Methyl methacrylate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)이었으며, 폴리비닐실록산 인상재는 Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), Polyethylene film은 Polye- thylene (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 그리고 SPU- ZDEC은 Zinc diethyldithiocarbamate (Sigma-Aldrich, Stei- nheim, Germany)을 사용하였다.

          모든 실험은 5번 반복 시행하여 결과를 얻었다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결  과
      
        1. 육안을 통한 성상 관찰
        육안관찰을 통하여 용출액의 성상을 확인한 결과 모든 실험군에서 이물질과 불순물 등이 관찰되지 않았고 용출 전과 마찬가지로 투명하였다. 

      

      
        2. 용출 전·후의 pH 변화
        모든 실험군의 용매로 사용되는 증류수의 용출전 pH는 5.32±0.02 로서 약산성의 pH를 나타내었다. 그리고 모든 실험군을 실험조건에 맞추어 용출한 결과 심미수복용 복합레진 용출액의 pH는 8.29±0.42, 화학중합형 의치상용레진 용출액의 pH는 7.45±0.09, 폴리비닐실록산 인상재 용출액의 pH는 7.48±0.02, SPU-ZDEC 용출액의 pH는 7.25±0.07, Polyethylene film 용출액의 pH는 7.77±0.03 그리고 공시험액의 pH는 5.45±0.05 로서, 약염기성을 나타낸 심미수복용 복합레진과 약산성의 pH를 나타내는 공시험액을 제외한 모든 실험군들의 용출액 pH는 7에 가까운 중성을 나타내었다 (표 2). 

        
          Table 2. 
				
          

          
            The pH of extraction (The pH of extraction solvents was 5.32±0.02.)
          
          

        

        
          
            
              	Name
              	pH
            

          
          
            	Restorative composite resin
            	8.29±0.42
          

          
            	Chemical cured denture base resin
            	7.45±0.09
          

          
            	Polyvinylsiloxane impression materials
            	7.48±0.02
          

          
            	SPU-ZDEC
            	7.25±0.07
          

          
            	Polyethylene film
            	7.77±0.03
          

          
            	Blank
            	5.45±0.05
          

        

        

      

      
        3. 용출액 내의 성분분석
        3종류의 장비를 이용하여 심미수복용 복합레진, 화학중합형 의치상용레진, 폴리비닐실록산 인상재, SPU-ZDEC, Polyethylene film 용출액을 분석한 결과 표 3와 같은 결과를 얻을 수 있었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Extraction analysis of test materials (Unit: ppm)
          
          

        

        
          
            
              	Test materials
              	Composition
              	Ultimate 3000
UHPLC
              	UltraflexⅢ
TOF/TOF
              	UPLC
            

          
          
            	Restorative
composite resin
            	Bisphenol A glycerolate dimethacrylate
            	0.97±0.01 
            	Not detected 
            	Not detected
          

          
            	Bisphenol A 
            	Not detected 
            	Not detected 
            	Not detected
          

          
            	Diurethane dimethacrylate
            	2.36±0.02
            	Detected
            	Detected
          

          
            	Triethylene glycol dimethacrylate 
            	Not detected 
            	Not detected 
            	Not detected
          

          
            	Chemical cured
denture base resin
            	Methyl methacrylate
            	-
            	Not detected
            	-
          

          
            	Polyvinylsiloxane
impression materials
            	Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane)
            	-
            	Not detected
            	-
          

          
            	Polyethylene film
            	Polyethylene
            	-
            	-
            	-
          

          
            	SPU-ZDEC
            	Zinc diethyldithiocarbamate
            	-
            	Detected
            	Detected
          

        

        

        
          3.1. 심미수복용 복합레진
          심미수복용 복합레진 시편을 증류수에 (37±1) ℃에서 24시간 동안 용출시킨 후 용출액 내의 성분을 분석한 결과, 고성능 액체크로마토그래피 장비를 이용하였을 때, Bisphenol A glycerolate dimethacrylate는 0.97±0.01 ppm, Diurethane dimethacrylate은 2.36±0.02 ppm으로 검출되었으나 이는 Standard range 5~20 ppm을 고려하였을 때 검출되지 않았다고 볼 수 있다. 그리고 Triethylene glycol dimethacrylate와 Bisphenol A는 검출되지 않았다. 레이져보조탈착이온화질량분석 장비를 이용하여 정성분석을 시행하였을 때, Diurethane dimethacrylate이 검출되었다. 반면 Bisphenol A glycerolate dimethacrylate, Bisphenol A, Triethylene glycol dimethacrylate는 검출되지 않았다. 그리고 액체 크로마토그래피 장비를 이용하여 정성분석을 시행하였을 때, Diurethane dime- thacrylate, Triethylene glycol dimethacrylate이 검출되었다. 반면 Bisphenol A glycerolate dimethacrylate, Bisphenol A는 검출되지 않았다. 위의 결과를 바탕으로 보았을 때, 3종류의 장비를 이용하여 심미수복용 복합레진 용출액을 측정한 결과 모두 공통적으로 Diurethane dimethacrylate이 검출되었고, Bisphenol A는 검출되지 않았다.

        

        
          3.2. 화학중합형 의치상용레진
          화학중합형 의치상용레진 시편을 증류수에 (37±1) ℃에서 24시간 동안 용출시킨 후 용출액 내의 성분을 분석한 결과, 고성능 액체크로마토그래피 장비를 이용하였을 때 Methyl methacrylate의 표준물질을 측정할 수 없었다. 반면, 레이져보조탈착이온화질량분석 장비를 이용하여 정성분석을 시행하였을 때 Methyl methacrylate의 표준물질은 측정할 수 있었으나, 용출액 내에 있는 Methyl methacrylate는 검출되지 않았다. 이는 증류수에 Methyl methacrylate가 용출되지 않음을 확인할 수 있다. 그리고 액체 크로마토그래피 장비를 이용하여 정성분석을 시행하였을 때, Methyl methacrylate의 표준물질을 측정할 수 없었다. 위의 결과를 바탕으로 보았을 때, 3종류의 장비를 이용하여 화학중합형 의치상용레진 용출액을 측정한 결과 Methyl methacrylate의 표준물질을 측정할 수 없거나 측정할 수 있어도 증류수 내에 용출되지 않았다.

        

        
          3.3. 폴리비닐실록산 인상재
          폴리비닐실록산 인상재 시편을 증류수에 (37±1) ℃에서 24시간 동안 용출시킨 후 용출액 내의 성분을 분석한 결과, 고성능 액체크로마토그래피 장비를 이용하였을 때 Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane)의 표준물질을 측정할 수 없었다. 반면, 레이져보조탈착이온화질량분석 장비를 이용하여 정성분석을 시행하였을 때 Vinyl termi- nated poly(dimethylsiloxane)의 표준물질은 측정할 수 있었으나, 용출액 내에 있는 Vinyl terminated poly (dimethylsiloxane)는 검출되지 않았다. 이는 증류수에 Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane)가 용출되지 않음을 확인할 수 있다. 그리고 액체 크로마토그래피 장비를 이용하여 정성분석을 시행하였을 때, Vinyl terminated poly (dimethylsiloxane)의 표준물질을 측정할 수 없었다. 위의 결과를 바탕으로 보았을 때, 3종류의 장비를 이용하여 폴리비닐실록산 인상재 용출액을 측정한 결과 Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane)의 표준물질을 측정할 수 없거나 측정할 수 있어도 증류수 내에 용출되지 않았다.

        

        
          3.4. Polyethylene film
          Polyethylene film 시편을 증류수에 (37±1) ℃에서 24시간 동안 용출시킨 후 용출액 내의 성분을 분석하기 위하여 고성능 액체크로마토그래피 장비, 레이져보조탈착이온화질량분석 장비, 액체 크로마토그래피 장비를 이용하여 시도하였으나 측정 불가능 하였다. 

        

        
          3.5. SPU-ZDEC
          SPU-ZDEC 시편을 증류수에 (37±1) ℃에서 24시간 동안 용출시킨 후 용출액 내의 성분을 분석한 결과, 고성능 액체크로마토그래피 장비를 이용하였을 때 Zinc diethyldithiocarbamate의 표준물질을 측정할 수 없었다.   SPU-ZDEC 시편을 증류수에 (37±1) ℃에서 24시간 동안 용출시킨 후 용출액 내의 성분을 분석한 결과, 고성능 액체크로마토그래피 장비를 이용하였을 때 Zinc diethyldithiocarbamate의 표준물질을 측정할 수 없었다. 

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고  찰
      구강 내에 직접 노출되는 치과재료의 구강 점막 자극성 평가를 시행하기 위해서는 ISO 10993-10 (2010)에 따라 재료를 햄스터의 구강 점막에 적용한 후 이때 나타나는 증상을 거시적 평가와 조직학적 평가를 거쳐 결과를 얻는다. 이는 긴 시험기간이 걸리고 많은 동물을 필요로 하며 햄스터에게 극심한 고통을 야기할 수 있다는 단점을 갖고 있다(Baert 등, 1996). 따라서 동물실험을 대체할만한 국제적으로 공인된 대체시험법이 필요하다(Russell과 Burch, 1959). 최근에는 시험방법이 간단하고 짧은 시간에 결과를 얻으며 동물을 사용하지 않는 인체구강점막모델을 이용한 구강점막자극시험의 대체시험법연구가 진행되고 있다. 국내 및 국외에서는 인체구강점막모델을 이용하여 시험방법을 확립하고 의료기기의 안전성 평가에 동물대체시험법을 활용할 수 있는 방안을 마련하고자 다양한 시도를 수행하고 있으며, 이를 치과재료의 적용과 접목시키기 위하여 재료의 특성에 맞는 구강점막자극시험법을 확립시키는 연구가 필요하다.

      본 연구에서는 인체구강점막모델을 이용한 치과재료의 안전성 평가를 위하여 구강 점막에 다 빈도 혹은 지속적으로 닿는 치과재료인 심미수복용 복합레진, 화학중합형 의치상용레진, 폴리비닐실록산 인상재 3종과 세포독성 평가시 양성대조군으로 사용되는 SPU-ZDEC, 음성대조군으로 사용되는 Polyethylene film을 선정하여 이 재료들의 용출액을 인체구강점막모델에 적용하는 방법을 고려하였다. 그리고 이때 인체구강점막모델에 접촉되는 용출액의 분석을 통하여 본 결과를 추후 인체구강점막모델을 이용한 자극성 및 독성 평가시 기반이 될 수 있는 기초자료로 제공하고자 연구를 수행하였다.

      모든 실험군의 용출액에서는 이물질과 불순물 등이 관찰되지 않았다. 또한 pH 결과값은 중성에 가까운 결과를 보였고, 이는 ISO 10993-10 (2010)에서 제시하는 시험제외 조건인 재료의 pH가 2.0 이하 또는 11.5이상은 시험을 하지 않도록 하고 있는 권고사항에 부합하다. 따라서 본 연구의 실험재료 결과로부터 얻은 pH는 시험 가능한 조건이므로 안전성 평가를 하는데 적합한 근거자료가 될 것으로 사료된다. 

      심미수복용 복합레진의 안전성에 관한 우려는 물질 고유의 화학적인 독성과 구강 내 액으로 인한 재료의 용출로 인한 영향을 고려할 수 있다. 심미수복용 복합레진의 주요 성분은 Bisphenol A glycerolate dimethacrylate (Bis-GMA), Triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA), Urethane dimethacrylate (UDMA), and Bisphenol A ethoxylated dimethacrylate (Bis-EMA)로 구성되어 있고, 선행연구에 의하면 Bis-GMA, TEGDMA, UDMA는 유전독성 뿐만 아니라 세포독성에도 영향을 미친다는 보고가 있었다(Kleinsasser NH 등, 2006). 특히나 TEGDMA는 apoptotic cell death를 유도하고 Bis-GMA와 UDMA는 necrotic cell death를 유도한다(Schwengberg S 등, 2005). 또한 Bis-GMA와 TEGDMA는 쥐의 생식력, 몸무게, 임신율을 감소시킨다(Al-Hiyasat와 Darmani, 2006; Darmani와 Al-Hiyasat, 2006; Al-Hiyasat 등, 2004). 그리고 레진의 성분 중 일부인 Bis-GMA의 전구체인 Bisphenol A는 내분비계를 교란하여 생식성 기형을 초래한다는 연구결과도 있었다(Noda 등, 1999). 이와 같은 선행연구 결과를 미루어보았을 때 심미수복용 복합레진의 용출액 성분 분석은 추후 재료의 안전성 평가의 기초자료로 활용될 수 있다. 본 연구에서는 3 종류의 장비로 성분분석을 시행한 결과 Diurethane dimethacrylate는 공통적으로 검출되었고, Bisphenol A는 공통적으로 검출되지 않았다. 이는 증류수에 용출된 심미수복용 복합레진의 용출액 중 Bisphenol A가 인체에 영향을 미치는 요인은 배제할 수 있을 것으로 사료되고, 고성능 액체크로마토그래피 장비를 이용한 Diurethane dimethacrylate의 정성 및 정량 분석 결과 증류수 내에 용출된 양이 2.36±0.02 ppm으로 용출액 측정 전 시행한 Standard range 측정 범위가 5~50 ppm인 것을 고려하였을 때 본 결과는 미량의 Diurethane dimethacrylate가 검출되었다고 볼 수 있다.

      화학중합형 의치상용레진의 경우 환자의 타액과 항상 접촉하거나 사용하지 않을 때에는 물에 담가 보관한다. 이 때 화학중합형 의치상용레진의 주성분인 Methyl met- hacrylate와 그 외 성분들이 구강 내 타액이나 보관하는 물에 용출될 수 있다는 보고가 있다. 의치의 잔류 단량체는 자극제로서 가장 많이 거론되는 성분이기는 하나 적절하게 중합된 의치의 잔류 단량체 양은 미미하다고 알려져 있고(Mikai 등, 2006), 임상연구에 의하면 구강 내에 용출된 Methyl methacrylate는 알레르기 반응을 거의 일으키지 않았다고 보고하였다(Kenneth J, 2003). 본 연구에서는 3 종류의 장비로 측정한 용출액 모두 Methyl methacrylate의 표준물질을 측정할 수 없거나 측정할 수 있어도 증류수 내에 용출되지 않았다. 측정할 수 없는 경우는 Methyl methacrylate의 분자량이 측정하기 너무 작거나 또는 휘발되어 측정할 수 없었던 것으로 사료된다. 그러나 Methyl methacrylate를 레이져보조탈착이온화질량분석 장비를 이용하여 측정한 결과 표준물질은 측정 가능 하였으나 용출액에서는 검출되지 않았으므로 증류수에 용출된 화학중합형 의치상용레진의 용출액 중 Methyl methacrylate가 인체에 영향을 미치는 요인은 배제할 수 있다.

      폴리비닐실록산 인상재의 경우 선행연구에 따르면 생체적합성 평가시 세포생존률 부분에서 낮은 결과값을 보여주는 연구가 있었다. 이는 비닐폴리실록산에 첨가되는 친수성을 부여하기 위한 비이온성 계면활성제의 용출이 원인이라고 기술하였다(Kwon 등, 2014). 주성분인 Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane)는 레이져보조탈착이온화질량분석 장비로 측정한 결과 검출되지 않았다. 선행논문에서 거론되는 폴리비닐실록산 인상재의 세포독성평가시 낮은 세포 생존률에 영향을 미치는 비이온성 계면활성제는 임상적인 관점으로 보았을 때, 재료가 구강 내에서 적용되는 시간이 10분 미만으로 구강점막에 자극을 줄 수 있는 가능성은 무시할 만하므로 Vinyl terminated poly(dimethylsiloxane)와 비이온성 계면활성제가 인체에 영향을 미치는 요인은 배제할 수 있다.

      추가적으로 ISO 10993-12 (2012)의 Annex A에서 제시하고 있는 양성대조물질 SPU-ZDEC와 음성대조물질 Polyethylene의 용출물을 분석한 결과 레이져보조탈착이온화질량분석 장비와 액체크로마토그래피 장비를 이용하여 정성 분석하였을 때 용출액 내에서 Zinc diethyldithio- carbamate이 검출되었음을 확인하였고, Polyethylene은 3종류의 장비 모두 표준물질 측정이 불가 하였다. 이는  Polyethylene이 non-polar polymer로서 위의 장비로는 측정에 한계가 있다.

      본 연구는 장기간 및 단기간 동안 구강 점막에 닿는 치과재료를 대표소재로 선정하고 세포독성평가시 사용되는 양성대조군과 음성대조군을 선정하여 ISO 10993-12 (2012)에 따라 증류수에 용출하여 용출액을 얻어 성상과 pH 그리고 성분을 분석하였다. 이때 용출액 분석시 사용되는 고성능 액체크로마토그래피, 레이져보조탈착이온화질량 분석기, 액체크로마토그래피 장비 특성상 용매를 증류수로 한정하여 측정하였기 때문에, 이를 바탕으로 용출액의 정성 및 정량을 확대해석하여 결론내리는 것은 다소 한계가 있음을 고려해야 한다(Hsu 등, 2012). 따라서 추후에는 용출액 분석시 재료의 용매 특성을 고려하여 이에 적합한 분석 장비를 선정하는 것이 신뢰도 높은 결과를 도출하는데 있어서 정확할 것으로 사료된다. 

      그러나 이러한 한계점에도 불구하고 본 연구의 결과는 증류수에 용출되는 용출액의 성상, pH, 성분 분석에 대한 전문 기술을 제공할 수 있고 본 결과를 바탕으로 추후 활용할 수 있는 방안으로는 의료기기 등의 동물대체시험법 확립을 위한 시험물질 용출방법 및 결과 지침서로 제공될 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 결  론
      본 연구결과는 구강점막안전성 평가의 대체시험법을 위한 치과재료의 시편제작 및 용출액을 분석하기 위하여 심미수복용 복합레진, 의치상용레진, 치과용고무인상재 제품을 각 1종씩 선정하고 제품의 특성에 따라 적절한 조건으로 용출하여 용출액의 성상, 용출 전후의 pH변화, 용출액 내의 성분을 분석하였다. 따라서 이는 의료기기 안전성 평가를 위한 구강점막자극 동물대체시험법 기반 마련을 위한 기초자료로 사용될 수 있고, 치과재료의 안전성 평가 연구를 위한 시험물질을 확보함과 동시에 동물대체시험법에 의한 치과재료 생물학적 안전성 평가 확립을 위한 시험물질 용출 표준 지침서의 근거자료로 제공될 수 있을 것으로 사료된다.
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