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            Abstract
          
        

        
          본 연구에서는 연고형 칼슘 실리케이트 시멘트(EP)와 분말형 칼슘 실리케이트 시멘트를 각각 멸균 증류수(EW) 또는 클로르헥시딘 용액과(EC) 혼합하여 시멘트의 제형 및 클로르헥시딘의 첨가가 마우스 유래 섬유아세포주인 L929 세포와 인간 치주인대 줄기세포의 활성도에 미치는 영향을 7일 이내에서 알아보고자 하였다. 디스크형(직경 6 mm, 두께 1 mm) 시편의 용출물로 세포독성을 평가하였다. 두가지 세포에 각 군의 용출물을 첨가한 후 1일, 3일, 7일에서의 세포 활성도를 측정하였다. 그 결과 L929 세포에서는 배양 1일차와 3일차에 모든 군에서 대조군과 유의한 차이가 없었으며(p>0.05), 7일차에는 EW군에서 음성대조군보다 유의하게 높은 세포활성도를 나타냈다(p<0.05). 인간 치주인대 줄기세포의 경우 1일차에는 모든 군에서 음성대조군과 차이가 없었고(p>0.05), 3일차에는 모든 실험군에서 세포활성도가 유의하게 감소했으나(p<0.05) 70% 이상을 유지하였다. 7일차에는 EC군은 음성대조군과 유의한 차이가 없었고, EW군과 EP 군은 음성대조군보다 세포활성도가 유의하게 높았다(p<0.05). 위 결과를 종합하면, 모든 실험군은 L929 세포와 인간 치주인대 줄기세포에서 실험 시 모든 시간대에서 음성대조군과 비교해70% 이상의 세포활성도를 보여 생체친화성을 나타내었다. 또한 3일차에서, 인간 치주인대 줄기세포는 L929 세포에 비해 더 민감한 반응을 보였다. 7일차에 L929 세포에서 EW 군과 이간 치주인대 세포에서 EW 군과 EP 군은 음성대조군과 비교하여 더 높은 세포활성도를 보였는데, 이는 시간이 지남에 따라 세포활성도가 증가함을 나타낸다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study evaluated the time-dependent cell viability of dental calcium silicate cements on two types of mammalian cells according to cement type and addition of chlorhexidine. Discs of 6 mm diameter and 1 mm thickness were made with premixed calcium silicate cement (EP) and powder type cement mixed with distilled water (EW) or mixed with chlorhexidine (EC). Each disc was eluted using culture medium to obtain an extract. Cell viability of L929 mouse fibroblasts and human periodontal ligament stem cells (hPDLSC) was measured at 1, 3 and 7 days after application of the extracts. L929 did not show significant differences in cell viability between negative control and experimental groups on day 1 and 3. The EW group exhibited significantly higher viability than the negative control group with no significant differences from EC and EP groups at day 7 (p<0.05). For hPDLSC, there were no significant differences among the groups on day 1. Experimental groups showed decreased cell viability than the negative control group on day 3. However, cell viability of EW and EP groups was higher than the negative control and EC groups on day 7 (p<0.05). In conclusion, all experimental groups exhibited cell viability above 70% of the negative control in all time period in both cell types, indicating favorable responses. EW showed higher cell viability than the negative control at day 7 in both cells, meaning even promoted cell viability over time in vitro.
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      서 론
      치과 치료에서 사용되는 생체재료는 치료 결과와 조직 재생에 중요한 영향을 미친다. 특히, 칼슘 실리케이트 기반 시멘트(Calcium Silicate-Based Cement, CSC)는 근관 충전, 치수 복조 및 치근 천공 복구 등의 치료에서 필수적인 재료로 사용된다(1). CSC는 수화 반응을 통해 칼슘 이온(Ca2⁺)과 실리케이트 이온(SiO44⁻)을 방출하여 조직 재생을 촉진하고, 높은 pH 환경을 조성하여 항균 효과를 발휘하는 것으로 보고되었다(2, 3). 이러한 특성 덕분에 CSC는 치과 임상에서 광범위하게 사용되며, 다양한 생체적합성 개선 연구가 진행되고 있다(4, 5).

      CSC의 주요 장점은 우수한 생체적합성, 항균 효과, 높은 밀폐력 및 장기적인 안정성이다(6-8). 높은 pH로 인해 세균 성장을 억제하며, 치수 및 치주 조직의 재생을 촉진하는 기능을 갖는다(9, 10). 또한, CSC는 연조직 및 골조직과의 우수한 결합력을 가지며, 치아 구조와의 접착력도 뛰어나 근관 충전재로 적합하다(11, 12). 그러나 초기 수화 과정에서 발생하는 높은 알칼리성(pH 11~12)은 세포 독성을 유발할 수 있으며, 용출되는 칼슘 이온과 실리케이트 이온의 농도에 따라 세포 생존율이 감소할 가능성이 있다(13). 시간이 지나면서 CSC의 용출 성분이 안정화되지만, 초기에는 급격한 pH 변화와 높은 이온 방출이 발생하여 단기적인 세포 독성 평가가 필요하다(14).

      클로르헥시딘(Chlorhexidine, CHX)은 강력한 항균제로, 근관 치료 및 치주 치료에서 감염 예방 목적으로 널리 사용된다(15). CHX는 양이온성 성질을 가지며, 세균의 세포막과 결합하여 세포 투과성을 변화시키고 세포자멸사(apoptosis)를 유도하는 항균 기전을 가지고 있다(16). 이러한 특성으로 인해 근관 감염 예방과 치주 질환 치료에서 효과적으로 사용되지만, CHX의 독성도 보고되고 있다(17). CSC는 주로 물과 혼합하여 사용하지만, CHX과 혼합하였을 때의 세포활성도의 평가가 필요하여 본 연구에서 사용되었다(18).

      CSC의 생체적합성을 평가할 때, 단기적인 독성뿐만 아니라 시간에 따른 세포 생존율 변화를 분석하는 것이 중요하다(19). CSC는 경화 초기와 이후의 용출 성분이 달라질 수있으며, 높은 pH와 이온 방출로 인해 초기에는 독성이 나타날 가능성이 있다(20). 시간이 지나면서 용출 성분이 감소하고, 세포 환경이 안정화되면서 독성이 줄어들거나 조직 친화성이 증가할 가능성이 있다(20, 21). 일반적으로 치과재료의 세포독성 평가는 3일 이내의 평가가 많지만, CSC의 경우 그 이후의 변화를 모니터링하는 것이 필요하다. 또한, CHX가 포함된 CSC의 경우 시간이 지나면서 CHX의 방출이 줄어들어 세포 독성이 감소할 수 있으며, 이에 대한 평가도 요구된다.

      본 연구에서는 CSC의 용출물이 시간이 지남에 따라 두가지 세포의 세포활성도에 미치는 영향을 평가하고자 한다. 또한, CHX로 혼합한 CSC의 세포 독성을 물과 혼합한 CSC와 비교 분석하여 CHX 첨가가 장기적으로 세포활성도에 미치는 영향을 규명하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시편의 제작 및 용출
        본 연구에 사용된 시편은 시판용 치과용 CSC인 연고 제형의 Endocem MTA Premixed (EP; Maruchi, Wonju, Korea)을 단독으로 시편을 제조하고, 분말제형의 CSC인 Endocem MTA (Maruchi, Wonju, Korea)는 멸균 증류수를 제조사의 지시대로 0.3 g/120 μL 비율로 혼합하였다(EW). 또한 Endocem MTA에 제조사가 제시한 혼수비에 따라 멸균 증류수 대신 동일한 비율로 chlorhexidine (CHX; Hexamedine, Bukwang, Seoul, Korea)을 혼합하였다(EC). 실리콘몰드를 이용하여 디스크 형태(직경 6 mm × 두께 1 mm)로 시편을 제작하고, 37℃ 상대습도 95%의 조건에서 12시간 이상 경화시킨 후, UV로 30분간 멸균하였다. 세포독성 측정을 위해 각 시편 한 개당 10 mL의 세포배양배지에서 72시간 동안 37℃ 세포배양기에서 용출하였고, 용출 후 필터(0.2 μm, HYUNDAI MICRO Co., Ltd., Seoul, Korea)하여 사용하였다.

      

      
        2. 세포독성 측정
        본 연구에 사용된 세포는 L929 (ATCC, Rockville, MD, USA)와 인간 치주인대 줄기세포(human periodontal ligament stem cell; hPDLSC, Celprogee Torrance, CA, USA)로 각각 10% 우태혈청(fetal bovine serum; FBS, Gibco, Grand Island, NY, USA)과 1% 항생제(penicillin-streptomycin, Gibco, Grand Island, NY, USA)를 포함한 RPMI1640(HyClone, Logan, UT, USA) 배지와 α-MEM(Gibco) 배지에서 배양하였다. 96 well 플레이트의 각 well당 1×104 cells/well의 농도로 접종하여 24시간 배양한 후, 용출액으로 교체하여 1, 3, 7일 동안 배양하였다. 7일 배양을 위해 용출액은 3일에 한번 교체하였다. 각 배양일 후, 세포 활성도(cell viability, %)는 제조사의 매뉴얼에 따라 Cell Counting Kit-8(CCK-8, Dojindo, Rockville, ML, USA)를 이용하여 37℃에서 한시간 반응 후, microplate reader (VERSA max, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 세포만으로 구성된 음성대조군(NC)의 흡광도를 100%로 하여 실험군의 흡광도를 환산하여 나타내었다.

      

      
        3. 통계분석
        세포독성 측정결과에서 각 배양일내 시편 간의 비교에 대한 통계분석은 SPSS 프로그램(SPSS27.0; IBM Corporation, Armonk, NY, USA)을 이용하였다. L929에 대한 세포독성은 Kruskal-Wallis test를 수행하였고, 사후 검정으로는 Mann-Whitney U test와 Bonferroni correction을 이용하였다. hPDLSC에 대한 세포독성은 one-way analysis of variance(ANOVA)를 시행하였고, 사후 검정은 Tukey test로 진행하였다. 모든 실험에 대해 통계적 유의 수준은 0.05로 설정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. L929에 대한 세포독성
        L929 세포에 치과용 CSC에 대한 세포독성을 평가하기 위해 제조된 시편에서 RPMI 배지로 추출한 용출물을 처리하여 세포와 함께 배양한 후 세포활성도를 측정하였다. L929 세포에서는 배양 1, 3일차에 모두 아무것도 처리하지 않은 NC 군과 용출물을 처리한 군에서 통계적으로 유의성있는 차이가 없었다(p>0.05). 배양 7일차에는 EW 군에서 NC군보다 유의성있게 높은 세포활성도를 보였으나(p<0.05), EC군과 EP군과는 통계적으로 유의차가 없었다(p>0.05).

      

      
        2. hPDLSC에 대한 세포독성
        hPDLSC 세포에 치과용 CSC에 대한 세포독성을 평가하기 위해 제조된 시편에서 α-MEM 배지를 이용하여 용출한 용출물을 처리하여 세포와 함께 배양한 후 세포활성도를 측정하였다 . hPDLSC 세포에서는 배양 1일차에는 모든 군에서 아무것도 처리하지 않은 NC 군과 유의한 차이가 없었다(p>0.05). 배양 3일차에는 모든 실험군에서 NC군과 비교해 유의성있는 차이를 보였지만(p<0.05), ISO 10993-5의 세포 독성 기준인 70% 미만에 해당하는 군은 없었다(22). 배양 7일차에는 EW군과 EP군은 모두 NC군과 EC군보다 유의성있게 높은 세포활성도를 보였다(p<0.05).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Cell viability on L929 cells. Cell viability was determined with the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay and measured at 450 nm. All experimental groups had no cytotoxicity against L929 cells on 1, 3, 7 days. Values are presented as the mean ± standard deviation. Different lowercase letters indicate significant differences between groups within the time period by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U test with Bonferroni’s correction (α= 0.05). NC: cell only, EW: Endocem with water, EC: Endocem with Chlorhexidine, EP: Endocem Premixed.
          
          

          

        

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Cell viability on hPDLSC cells. Cell viability was determined with the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay and measured at 450 nm. All experimental groups showed no cytotoxicity against hPDLSC cells on 1, 3, and 7 days. Values are presented as the mean ± standard deviation. Different lowercase letters indicate significant differences between groups within time period by ANOVA with post hoc Tukey test (α= 0.05). NC: cell only, EW: Endocem with water, EC: Endocem with Chlorhexidine, EP: Endocem Premixed.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구에서는 물 또는 CHX과 혼합한 치과용 CSC의 세포활성도를 두 가지 세포에서 7일간 측정하여, 세포의 종류 및 칼슘 실리케이트 시멘트의 제형에 따른 영향과 클로르헥시딘이 미치는 영향을 평가하고자 하였다.

      모든 실험군은 두 가지 세포 모두에서, 1, 3, 7일에서 ISO 10993-5의 독성 판별 기준인 음성 대조군 대비 70% 이상의 세포활성도를 보여, 단기 및 장기적으로 양호한 반응을 보였다. 특히, L929 세포에서의 EW군과 hPDLSC 세포에서의 EW군과 EP군은 7일차에 음성대조군 보다 유의성있게 높은 세포활성도를 보여 시간이 지남에 따라 세포활성도가 증가한 것을 알 수 있다.

      L929 세포에서는 배양 1일차 및 3일차에 아무것도 처리하지 않은 대조군(NC)과 시멘트 용출물 처리군들 간에 유의미한 차이가 없었다(p>0.05). 이는 초기 72시간 내에 실험에 사용된 CSC에서 용출된 성분이 L929 세포의 활성도에 즉각적인 영향을 미치지 않았음을 시사한다. 실제로 Song 등의 논문에서 MTA가 초기 1-2일 동안은 섬유아세포의 생존율을 유의하게 저해하지 않는 것으로 나타났다(23). 그러나 배양 7일차에는 멸균 증류수로 혼합한 시멘트(EW) 군이 대조군 보다 유의성있게 높은 세포활성도를 나타냈는데, 이는 CSC가 장기간 배양 환경에서 L929 세포의 성장에 긍정적인 영향을 미쳤을 가능성을 시사한다. Jiang 등의 연구에서도 CSC가 14일까지 유의미한 독성을 나타내지 않았음을 보였고, 특정 시멘트(iRootFS)에서 세포 부착성이 높아 일부 특정 CSC가 L929 세포의 부착과 증식을 촉진할 가능성을 나타낸다(24).

      hPDLSC 세포에서는 3일차에는 모든 실험군의 세포활성도가 대조군보다 감소하였다. 일반적으로 ISO 10993-5 기준에 따르면 세포활성도가 대조군의 70% 이상을 넘으면 해당 재료는 독성이 없는 것으로 간주되는데(22), 본 연구의 결과에서도 배양 7일차까지 모두 70% 이상을 만족해 시멘트용출 성분이 hPDLSC와 L929의 세포활성도를 현저히 저해하지 않았음을 의미한다. 3일차에 hPDLSC 세포는 L929 세포보다 모든 종류의 실험군에 대해 민감한 반응을 보였는데, 이는 hPDLSC 세포는 줄기세포의 일종으로 주어지는 자극에 L929 세포보다 더 민감하게 반응하기 때문이다(25).

      배양 7일차에서는 EW와 EP군이 CHX를 혼합한 시멘트(EC) 군과 대조군보다 유의성있게 높은 세포활성도를 보였다. 이는 CSC에서 용출된 특정 성분이 시간이 지남에 따라 hPDLSC의 생존과 증식에 긍정적인 영향을 미쳤을 가능성을 보여준다(23). 실제로 Ghabraei 등은 MTA를 2% CHX와 혼합할 경우 시간 경과에 따라 hPDLSC의 세포활성도가 유의미하게 감소하여, 7일 배양 시 CHX혼합군이 가장 낮은 세포활성도를 보였다(26). 해당 선행연구와 비교해 보았을 때, 본 연구에서 EC의 세포활성도가 7일 배양 시 EW군이나 EP군만큼 증가하지 않은 현상도 CHX에 의한 세포 독성 효과가 나타난 것으로 보인다. 높은 농도의 CHX는 세포 독성을 유발할 가능성이 있으며, 특히 섬유아세포 및 줄기세포의 증식과 분화를 저해할 수 있다(27). 또한, 장기간 노출 될 경우 세포막의 구조를 변형시키고 조직 재생을 방해할 가능성이 있어, 생체재료와 병용 사용할 경우 주의가 필요하다(28). 하지만 본 연구에서 EC군은 음성대조군과 유의성있는 차이를 보이지 않아 그 효과가 크지 않았는데, 그 이유로는 본 연구에서는 용출물을 이용해 간접적으로 세포활성도에 미치는 영향을 평가하였고, CHX의 농도는 0.12% 인 반면, 선행 연구에서는 2% CHX를 CSC와 직접 혼합하여 세포에 처리했기 때문으로 여겨진다(26).

      L929세포와 hPDLSC 모두에서 공통적으로 EW는 7일차에서 높은 세포활성도를 보였는데, CHX의 영향이 없고, EP에 들어있는 DMSO와 같은 성분이 없기 때문이라고 여겨진다(8). 이는 용출물을 통해 세포 활성도를 평가한 다른 연구에서도 희석 비율이 낮은 50%에서 분말제형이 다른 CSC 보다 유의성 있게 높은 결과를 보여 동일한 경향을 보인다(29).

      이러한 결과는 CSC의 장기적인 생체친화성 평가가 필요함을 강조하며, 실험군 간 용출 성분의 차이를 보다 정밀하게 분석할 필요성을 시사한다. 향후 연구에서는 EW 및 EP군에서 배양 7일차에 세포활성도가 증가한 기전을 밝히기 위해 각 시멘트의 칼슘 이온 농도 변화 및 기타 생리활성 분자의 방출 양상을 추가로 분석할 필요가 있다. 또한, 동물 모델을 활용한 in vivo 연구를 통해 실제 조직 환경에서의 반응을 평가하고 치과 임상에서의 적용 가능성을 검토해야 할 것이다.

      종합하면, 칼슘 실리케이트 시멘트는 초기에는 일시적인 세포 독성을 나타낼 수 있으나 시간이 지남에 따라 이러한 독성이 감소하고 생체친화성이 회복되는 경향을 보였다. 특히 멸균 증류수 혼합 시멘트(EW)와 사전 혼합 시멘트(EP)의 경우 배양 7일차에 대조군보다 높은 세포활성도를 보여 세포 성장에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 나타났다. 한편 클로르헥시딘을 첨가한 시멘트(EC)는 7일차에 세포 생존율 이 대조군과 유사한 수준으로 유지되어, 클로르헥시딘 첨가로 인한 세포 독성은 관찰되지 않았다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 칼슘 실리케이트 시멘트와 이에 클로르헥시딘을 혼합하여 시편을 제작하였고, 이를 이용해 7일간의 세포 독성을 분석하였다. L929 세포에서는 연고제형과 분말제형 모두 독성을 보이지 않았으며, 클로르헥시딘을 포함했을때도 독성을 보이지 않았다 (p>0.05). hPDLSC 세포에서는 3일차에 대조군에 비해 모든 실험군에서 통계적으로 유의성있게 감소했지만 (p<0.05), 7일차에는 회복되어 클로르헥시딘을 포함하지 않은 군들은 오히려 더 높은 세포 활성도를 나타내었다. 클로르헥시딘을 첨가한 군은 멸균 증류수를 첨가한 군에 비해 hPDLSC 세포에서의 세포독성이 3일차와 7일차에서 유의성있게 낮게 나타났는데 (p<0.05), 이는 클로르헥시딘이 유의미한 독성을 나타내는 것으로 보인다. 다만 모든 경우에서 70% 이상의 세포 활성도를 보였기 때문에 실제 임상에서 항균효과를 나타내기 위해 칼슘 실리케이트 시멘트에 클로르헥시딘을 첨가할 수 있는 가능성을 보였다.
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