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            Abstract
          
        

        
          농약은 내분비계장애물질(Endocrine disruptors) 분류에서 주요 카테고리로 분류되어왔다. 농촌진흥청 「농약 및 원제의 등록기준」은 동물실험을 통해 내분비계장애물질을 검색할 수 있도록 반복투여독성시험 및 번식독성시험 등이 고시 되어있다. 그러나 이러한 시험법은 복합적인 내분비 기전 및 영향에 대해 평가할 수 없고, 오랜 기간이 소요되어 검색할 농약이 내분비장애물질인지 확인하기 위해서는 적합하지 않다. 따라서 본 연구에서는 OECD TG 455와 458로 등재된 내분비계장애물질을 검색하는 시험법 중 기전자료를 제공하는 체외(in vitro) 시험법에 대하여 확립하였다. 본 시험법을 농약 평가에 적용하기에 앞서, 가이드라인에서 제시하고 있는 세포안정성시험과 숙련도물질에 대한 조건을 확립하였다. 그 결과, 인체자궁유래세포(hERα-Hela-9903)를 이용한 에스트로겐 전사활성시험법에서는 작용물질시험(agonist assay)에서 10종 시험물질 중 양성물질 8종과 음성물질 2종을 확인하였으며, 길항물질시험(antagonist assay)에서 10종의 시험물질에 대하여 양성물질 3종과 음성물질 7종을 확인하였다. 인체전립선유래세포(22Rv1/MMTV_GR-KO)를 이용한 안드로겐 전사활성시험법에서는 작용물질시험(agonist assay)에서 8종 시험물질 중 양성물질 5종과 음성물질 3종을 확인하였으며, 길항물질시험(antagonist assay)에서 9종의 시험물질에 대하여 양성물질 5종과 음성물질 4종을 확인하였다. 따라서 본 연구를 통하여 내분비계 독성 기전을 확인할 수 있고 신속하게 스크리닝 할 수 있는 시험법을 확립하고, 향후 다양한 농약에 대한 내분비장애의심농약을 평가하는데 활용하고자 한다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Pesticides have been classified as a major category in the classification of endocrine disruptors. Rural Development Administration “Registration Standards for Pesticides and technical concentrate” announces repeated-dose toxicity tests and reproductive toxicity tests to detect endocrine disruptors through animal testing. However, this test method cannot evaluate complex endocrine mechanisms, and takes a long period of time, so it is not suitable for confirming whether it is an endocrine disruptor. Therefore, in our study, an in vitro test method that provides mechanistic data was established among the test methods to search for endocrine disruptors listed as OECD TG 455 and 458. Before applying this test method to pesticide evaluation, the conditions for the cell stability test and proficiency material suggested in the guideline were established. As a result, the estrogen transcriptional activity test method using human uterine derived cells (hERα-Hela-9903) accurately predicted 8 positive substances and 2 negative substances out of 10 test substances in the agonist assay. In the antagonist assay, 3 positive substances and 7 negative substances were accurately predicted for 10 test substances. The androgen transcription activity test method using human prostate-derived cells (22Rv1/MMTV_GR-KO) accurately predicted 5 positive substances and 3 negative substances out of 8 test substances in the agonist assay and the antagonist assay, 5 positive substances and 4 negative substances were accurately predicted for 9 test substances. Therefore, in this study, we established an alternative animal test method to confirm endocrine mechanism, and we plan to use it to evaluate various pesticides suspected of causing endocrine disruption in the future.
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      서 론
      내분비계장애물질(Endocrine disruptors)은 갑상선 및 성호르몬과 같은 내분비호르몬의 기능을 방해하거나 혼란을 일으키는 물질로서, 당대와 그 다음세대의 건강에 영향을 미치는 물질로 정의된다(Diamanti-Kandarakis et al., 2009). 내분비호르몬은 성장, 발육, 생식에 대한 조절 및 체내의 항상성 유지 등 체내에서 중요한역할을 하기 때문에 내분비계 장애물질은 이러한 작용을 방해하는 외인성 물질이라 규정할 수 있다(Hiller-Sturmhofel et al., 1998). 특히 극미량으로도 기능장해를 유발할 수 있고, 강한 지용성을 가져 자연적인 먹이사슬을 통해 동물이나 사람의 체내, 지방조직 등에 축적되나, 쉽게 분해되지 않는 특성을 가지기 때문에 안전관리 측면에서 더욱 주의를 요하는 물질이다(Hu et al., 2010; Kabir et al., 2015). 내분비계 장애와 관련된 연구결과 및 사례가 보고된 대표적물질로는 비스페놀류, 프탈레이트, 과불화합물, 그리고 농약류가 포함된다(Rubin, 2011; Monneret, 2017; Coperchini et al., 2017; Hong et al., 2020McKinlay et al., 2008). 특히 농약은 세계야생생물보호기금 분류 및 일본의 후생성 분류 등에서 주요 카테고리로 분류되어 왔다. 농약분야에서는 살충제인 디디티(DDT)의 유해성 연구가 시작되면서 꾸준히 관심 받아왔다.

      경제협력개발기구(Organization for Economic Co-operation and Development, OECD)는 1998년부터 화학물질생명공학위원회 국가시험지침프로그램조정자 작업반(Working group of the National coordinators of the Test guidelines programme, WNT) 산하에 내분비시험법 자문그룹을 구성하면서 본격적으로 내분비계장애물질을 검색할 수 있는 시험법을 제정하였다(OECD, 2005; OECD, 2010). 내분비계교란 물질을 평가하는 검색체계를 서술하고 있는 OECD 지침문서 150번에 따르면, 어떤 수준에 대한 자료를 제공할 수 있는 시험법인지에 따라서 5단계로 분류된다(OECD, 2018a). 우리나라에서는 농촌진흥청 고시 「농약 및 원제의 등록기준」에 체내 시험법(in vivo) 중에서 4-5단계에 해당하는 시험법으로 반복투여독성시험, 번식독성시험 및 생식독성시험 등 복합적인 내분비 기전 및 영향에 대해서 평가할 수 있는 시험법이 포함되어 있다(RDA, 2023). 특히, 국제적으로 내분비영향에 대하여 주요 독성 지표로 인식하면서 2018년 개정된 OECD 반복독성시험 가이드라인에서는 내분비호르몬을 분석할 것을 권장하고 있다(OECD, 2018b). 그러나 이러한 시험법들은 내분비계장애물질을 빠르게 검색할 수 없고, 고비용이라는 단점이 있다.

      따라서 OECD에서는 이러한 문제점들을 해결하기 위하여 frame work 2단계에 해당하는 기전자료를 제공하는 체외(in vitro) 시험을 통해 내분비계장애물질을 신속하게 검색하고자 하였다. 이에 해당하는 시험법은 호르몬 수용체를 이용한 in vitro (실험실 내) 시험법으로, 에스트로겐 수용체(estrogen receptor, ER), 안드로겐 수용체(androgen receptor, AR), 갑상선호르몬 수용체(thyroid receptor, TR)와의 결합 친화력을 분석하여 각 호르몬 작용 기전을 확인할 수 있다(OECD, 2021; OECD, 2023).

      농약 규제적인 측면에서, 유럽연합(EU)의 경우 위험성 통과 기준(cut-off criteria)을 적용하여, 발암성·유전독성·생식독성(Carcinogenicity · Mutagenicity · Reproductive toxicity, CMR)을 가지는 고위험 물질 뿐만 아니라 내분비계교란을 일으키는 농약인 경우 등록되지 않도록 규제하고 있다. 특히 2018년 EU의 내분비계장애농약 분류에 대한 설정계획을 발표하면서 내분비계 교란 가능성이 있는 농약이 다시금 주목받게 되었으며(Minif et al., 2011), 2025년까지 내분비장애물질에 대한 정보 및 분류를 발표하는 등 위험물질로 관리하겠다는 계획이 구체화 되었다(ECHA, 2023).

      에스트로겐은 여성의 체내에서 월경주기형성, 자궁내막증식, 난포의 성숙 및 배란촉진 등의 역할을 한다(Deroo et al., 2006). 마찬가지로 안드로겐은 남성의 특징을 유지하고 발달하도록 하는 호르몬으로서 두가지 호르몬 모두 생식기계의 발달에 영향을 준다(Davison et al., 2006). 따라서, 본 연구에서는 frame work 2단계에 해당하는 기전자료를 제공하는 체외(in vitro) 시험법 중 인체에 직접적으로 노출되어 영향을 미칠 수 있는 에스트로겐과 안드로겐 교란물질을 확인할 수 있는 두가지 시험법의 조건을 확립하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        세포주 배양
        본 연구에서 사용한 hERα-Hela-9903 세포주는 인체자궁유래세포로서 Japanese Collection of Research Bioresources(JCRB) Cell Bank에서 유전자변형세포 수입승인 절차를 통해서 구매하였으며, 22Rv1/MMTV_GR-KO 세포주는 인체전립선유래세포로서 한국생명공학연구원 생물자원센터(Korean Collection for Type Cultures, KCTC)에서 구입하였다. 세포배양배지는 hERα-Hela-9903 세포주의 경우 10% Dextran coated charcoal treated fetal bovine serum (DCC-FBS)과 60 mg/L Kanamycin이 포함된 Eagle’s Minimum Essential Medium(EMEM, phenol red free) 배지를 사용하였다. 22Rv1/MMTV_GR-KO 세포주의 경우 10% FBS가 포함된 RPMI1640 배지를 사용하고, 안드로겐 수용체 활성분석 전에 5% FBS가 포함된 페놀레드가 포함되지 않은 RPMI1640 배지를 사용하였다. 두 배지 모두 2mM Gluta-MAX, 0.25 μg/mL Amphotericin B, 100 units/mL Penicillin, 100 μg/mL Streptomycin를 포함하였다. 각 세포는 30계대를 넘기지 않게 배양하였다.

      

      
        시험 물질
        본 연구는 OECD 시험법 가이드라인 TG 455 및 TG 458에 등재된 에스트로겐 및 안드로겐 수용체 전사활성시험법에 의거하여 수행하였다. 각 가이드라인에 제시된 숙련도 물질은 Table 1과 같다. 에스트로겐 수용체 전사활성시험법의 양성대조물질로는 1 nM 및 25 pM의 17β-estradiol을, 안드로겐 수용체 전사활성시험법의 양성대조물질은 10 nM 및 800 pM의 5α-dihydrotestosterone을 사용하였다. 모든 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 녹여 시험 당일에 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of proficiency substances from STTA assay and ARTA method
          
          

        

        
          
            
              	STTA assay
            

            
              	Agonist activity
              	Antagonist activity
            

          
          
            	Substances
            	CAS RN
            	Class
            	Substances
            	CAS RN
            	Class
          

          
            	17α-Estraiol
            	57-91-0
            	Positive
            	4-Hydroxytamoxifen
            	68047-06-3
            	Positive
          

          
            	meso-Hexestrol
            	84-16-2
            	Positive
            	Raloxifen HCl
            	82640-04-8
            	Positive
          

          
            	4-tert-Octylphenol
            	140-66-9
            	Positive
            	Tamoxifen
            	10540-29-1
            	Positive
          

          
            	Genistein
            	446-72-0
            	Positive
            	17β-Estradiol
            	50-28-2
            	Negative
          

          
            	Bisphenol A
            	80-05-7
            	Positive
            	Apigenin
            	520-36-5
            	Negative
          

          
            	Butyl benzyl phthalate
            	85-68-7
            	Positive
            	Butyl phthalate
            	84-74-2
            	Negative
          

          
            	Methoxychlor
            	72-43-5
            	Positive
            	Flavone
            	525-82-6
            	Negative
          

          
            	Ethyl paraben
            	120-47-8
            	Positive
            	Genistein
            	446-72-0
            	Negative
          

          
            	Atrazine
            	1912-24-9
            	Negative
            	Nonylphenol
            	104-40-5
            	Negative
          

          
            	Reserpine
            	50-55-5
            	Negative
            	Resveratrol
            	501-36-0
            	Negative
          

          
            	ARTA method
          

          
            	Agonist activity
            	Antagonist activity
          

          
            	Substances
            	CAS RN
            	Class
            	Substances
            	CAS RN
            	Class
          

          
            	5α-Dihydrotestosterone
            	521-18-6
            	Positive
            	Hydroxyflutamide
            	52806-53-8
            	Positive
          

          
            	Mestanolone
            	521-11-9
            	Positive
            	Bisphenol A
            	80-05-7
            	Positive
          

          
            	Testosterone
            	58-22-0
            	Positive
            	Flutamide
            	13311-84-7
            	Positive
          

          
            	17β-Estradiol
            	50-28-2
            	Positive
            	Prochloraz
            	67747-09-5
            	Positive
          

          
            	Metoxhyprogesterone 17-acetate
            	71-58-9
            	Positive
            	Vinclozolin
            	50471-44-8
            	Positive
          

          
            	Butylbenzyl phthalate
            	85-68-7
            	Negative
            	Mestanolone
            	521-11-9
            	Negative
          

          
            	Diethylhexyl phthalate
            	117-81-7
            	Negative
            	Diethylhexyl phthalate
            	117-81-7
            	Negative
          

          
            	Bisphenol A
            	80-05-7
            	Negative
            	Atrazine
            	1912-24-9
            	Negative
          

          
            	
            	6-Propyl-2-thiouracil
            	51-52-5
            	Negative
          

        

        

      

      
        에스트로겐 수용체 전사활성시험법(Stably Transfected Transactivation Assay, STTA)
        에스트로겐 수용체 전사활성 작용물질시험(agonist assay)을 수행하기 위하여 10% DCC-FBS-EMEM 배지에 희석한 hERα-Hela-9903 세포 현탁액을 1 × 104 cells/well가 되도록 분주하고 3시간 동안 배양하였다. 시험물질을 각각의 해당하는 well에 농도별로 처리한 후 37oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 루시퍼라제 분석은 Steady-Glo® Luciferase assay system (Promega, USA)을 사용하여, 제조사에서 제공하는 프로토콜에 따라 수행하였다. Luciferase 발광값은 발광도 측정이 가능한 마이크로플레이트리더기(Thermo Fisher Scientific, Varioskan Lux)을 사용하여 측정하였다. Luciferase 측정값은 양성대조물질(1 nM 17β-estradiol)의 발광 측정값의 평균값을 100%로 설정하여 아래의 식으로 각 시험물질의 상대 전사 활성화 배율(Relative transcriptional activity, RTA)를 계산하였다.
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        다음으로 에스트로겐 수용체 전사활성 길항물질시험(antagonist assay)을 수행하였다. 본 시험에서는 세포독성 측정을 위한 clear 96 well plate와 luciferase 활성 측정을 위한 white 96 well plate를 각각 준비하였다. hERα-Hela-9903 세포를 1 × 104 cells/well로 분주한 후 3시간 동안 배양하였다. 시험물질을 각각의 해당하는 well에 농도별로 처리한 후 37oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 세포독성시험은 Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay kit (Dojindo, Japan)를 이용하여 측정하였다. Microplate spectrometer (Thermo, USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포생존율을 계산하는 수식은 아래와 같다.
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        Luciferase 활성 측정은 에스트로겐 수용체 전사활성 작용시험(agonist assay)과 동일하게 Steady-Glo® Luciferase assay system (Promega, USA)을 사용하였으며 luciferase 활성 값을 계산하는 수식은 아래와 같다.
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        안드로겐 수용체 전사활성시험법(Androgen Receptor Transactivation Assay, ARTA)
        안드로겐 수용체 전사활성 작용물질시험(agonist assay)을 위해 분석 배지로 22Rv1/MMTV_GR-KO 세포현탁액을 각 well당 3×104 cells/100 μL가 되도록 분주하고 37oC, 5% CO2 배양기에서 48시간 동안 배양하였다. 시험물질을 각각의 해당하는 well에 농도별로 처리한 후 37oC, 5% CO2 조건에서 24시간 배양하였다. 루시퍼라제 활성 측정을 위하여 Steady-Glo¢ç Luciferase assay system (Promega, USA)을 사용하였으며, luminometer (Thermo, USA)로 발광값을 측정하였다. 루시퍼라제 활성 측정값은 양성대조물질(10 nM 5α-dihydroxytestosterone, DHT)에 대한 백분율로 환산하여 아래의 식으로 시험물질의 상대 전사 활성화 배율(RTA)를 계산하였다.
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        다음으로 항안드로겐 수용체 전사활성 길항물질시험(antagonist assay)을 수행하였다. 본 시험에서는 세포독성 측정을 위한 clear 96 well plate와 luciferase 활성 측정을 위한 white 96 well plate를 각각 준비하였다. 22Rv1/MMTV_GR-KO 세포를 3x104 cells/well로 분주한 후 37oC, 5% CO2 조건에서 48시간 동안 배양하였다. 시험물질을 각각의 해당하는 well에 농도별로 처리하고 37oC, 5% CO2 조건에서 24시간 배양한 후, 세포독성 측정을 위하여 CellTiter-FluorTM Cell viability assay (Promega, USA)를 사용하였다. 제조사에서 제공하는 프로토콜에 따라 수행한 후, fluorometer(380-400 nMEX/505 nmEM)을 사용하여 형광도를 측정하였다. 측정된 형광값을 아래 수식에 대입하여 세포생존율을 구하였다.
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        Luciferase 활성은 Steady-Glo® Luciferase assay system(Promega, USA)을 사용하였으며, 활성 값은 아래와 같이 계산하였다.
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        판정기준
        각 시험법에 따라 아래의 인정 요건을 충족해야 하며, 충족되지 못하면 재시험을 수행해야 한다. 에스트로겐 수용체 전사활성시험의 경우 양성대조군(1 nM 및 25 pM 17β-estradiol)의 luciferase 활성 평균값이 용매대조군의 luciferase 활성 평균값 보다 4배 이상이어야 하며, 안드로겐 수용체 전사활성시험의 경우 양성대조물질(10 nM 및 800 pM DHT)의 luciferase 활성 평균값이 용매대조군의 luciferase 활성 평균값 보다 작용물질시험(agonist assay)에서는 13배 이상, 길항물질시험(antagonist assay)에서는 10배 이상이어야한다. 상기 인정 요건을 충족하면서 2회의 반복실험 중 2회 모두 또는 3회의 반복실험 중 2회의 결과가 아래와 같으면 양성으로 판정한다. 에스트로겐 및 안드로겐 수용체 전사활성시험(agonist assay) 결과가 시험물질의 luciferase 활성이 양성대조군(1 nM 17β-estradiol 및 10 nM DHT) 보다 10% 이상이면 양성으로 판정한다. 항에스트로겐 및 항안드로겐 수용체 전사활성시험(antagonist assay)의 경우 시험물질이 양성대조군(25 pM 17β-estradiol 및 800 pM DHT) 보다 luciferase 활성이 20% (항에스트로겐 시험) ~ 30% (항안드로겐 시험) 낮게 나타나거나, 세포 생존율이 80% 이상인 경우 또는 IC30값을 산출할 수 있을 때 양성으로 판정한다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        세포안정성시험
        숙련도시험을 수행하기 전, 실험에 사용한 hERα-Hela-9903 및 22Rv1/MMTV_GR-KO 세포주의 호르몬 작용반응 및 길항반응을 안정적으로 유지하는지 확인하기 위하여 세포의 안전성시험을 2반복으로 수행하였다.

        hERα-Hela-9903 세포안정성을 확인하기 위하여 17β-estradiol, 17α-estradiol, corticosterone, 17α-methyltestosterone (agonist assay), tamoxifen, flutamide (antagonist assay)를 처리하여 세포생존율 및 루시퍼라제 활성값을 나타내었다(Fig. 1). 그 결과, 작용물질시험에서 17β-estradiol, 17α-estradiol, 17α-methyltestosterone을 처리하였을 때 17β-estradiol 대비 상대전사활성화배율(RTA) 값이 10% 이상이므로 양성임을 확인하였다. 반면 corticosterone의 경우 RTA 값이 10% 미만으로 음성임을 확인하였다. 길항물질시험에서는 tamoxifen을 처리하였을 때 루시퍼라제 활성을 30% 이상 억제하면서 세포생존율이 80% 이상이었으므로 양성임을 확인하였다. 반면 flutamide를 처리하였을 때는 양성판정기준에 미치지 못하여 음성으로 판정하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Results of the reference standards using STTA assay to determine acceptable range values: (a), (b), (c) and (d) agonist activity of STTA assay; (e) and (f) antagonist activity of STTA assay.
          
          

          

        

        22Rv1/MMTV_GR-KO 세포안정성을 확인하기 위하여 5α-dihydrotestosterone, mestanolone, diethylhexyl phthalate (agonist assay), bicalutamide, bisphenol A, diethylhexyl phthalate (antagonist assay)을 처리하여 세포생존율 및 루시퍼라제 활성값을 나타내었다(Fig. 2). 그 결과, 작용물질시험에서 5α-dihydrotestosterone 및 mestanolone를 처리하였을 때 10 nM DHT 대비 RTA 값이 10% 이상이므로 양성, diethylhexyl phthalate을 처리하였을 때 RTA 값이 10% 미만이므로 음성으로 판정하였다. 길항물질시험에서는 bicalutamide 및 bisphenol A 을 처리하였을 때 루시퍼라제 활성을 30% 이상 억제하면서 세포생존율이 80% 이상이었으므로 양성임을 확인하였다. 반면 diethylhexyl phthalate를 처리하였을 때는 양성판정기준에 미치지 못하여 음성으로 판정하였다. 결과적으로, 모든 세포안정성시험에서 각 OECD 테스트가이드라인에서 물질별로 제시하는 측정값이 기준 범위 내에 포함되어 있고, 예상되는 결과반응을 정확히 판정하는 것으로 확인하였으므로, hERα-Hela-9903 및 22Rv1/MMTV_GR-KO의 세포안정성이 확보되었음을 확인하였다(Table 2-3).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Results of the reference standards using ARTA method to determine acceptable range values: (a), (b), and (c) agonist activity of ARTA method; (d), (e) and (f) antagonist activity of ARTA method.
          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Results of reference standards from STTA assay using HeLa9903 cell line
          
          

        

        
          
            
              	

Substances
              	Agonist activity
              	
              	Antagonist activity
            

            
              	Log PC10 (M)
              	Log PC50 (M)
              	Substances
              	Log IC50 (M)
            

            
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
              	Criterion
              	Result
            

          
          
            	17β-Estraiol
            	< -11
            	< -14
            	-11.4/-10.1
            	-10.71
            	Tamoxifen
            	-5.942/-7.596
            	-6.29
          

          
            	17α-Estraiol
            	-10.7/-9.3
            	< -12
            	-9.6/-8.1
            	-8.11
            	Flutamide
            	-
            	-
          

          
            	Corticosterone
            	-
            	-
            	-
            	-
            	
            	
            	
          

          
            	17α-Methyltestosterone
            	-8.0/-6.2
            	< -11
            	-6.0/-5.1
            	-5.41
            	
            	
            	
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Results of reference standards from ARTA method using 22Rv1/MMTV_GR-KO cell line
          
          

        

        
          
            
              	
Substrate
              	Agonist activity
              	
              	Antagonist activity
            

            
              	log PC10 (M)
              	log PC50 (M)
              	Substances
              	log IC30 (M)
              	log IC50 (M)
            

            
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
            

          
          
            	5α-Dihydrotestosterone
            	-12.2/-9.7
            	-9.87
            	-10.6/-9.0
            	-9.02
            	Bicalutamide
            	-7.5/-6.2
            	-6.94
            	-7.0/-5.8
            	-6.62
          

          
            	Mestanolone
            	-12.3/-9.8
            	-9.91
            	-10.2/-8.6
            	-9.21
            	Bisphenol A
            	-6.6/-5.4
            	-5.69
            	-6.2/-5.0
            	-5.36
          

          
            	Diethylhexyl phthalate
            	-
            	-
            	-
            	-
            	Diethylhexyl phthalate
            	-
            	-
            	-
            	-
          

        

        

      

      
        에스트로겐 매개 반응 확인 시험
        에스트로겐 수용체 전사활성 작용물질시험(agonist assay) 및 길항물질시험(antagonist assay)를 수행하기 위하여 시험당 숙련도물질 10종을 시험하였다(Table 1). 각 시험은 양성대조군(1 nM 및 25 pM 17β-estradiol)의 luciferase 활성 평균값이 용매대조군의 luciferase 활성 평균값 보다 4배 이상 발현되어 시험의 유효성 기준을 충족하였다. 작용물질시험에서는 Atrazine 및 Reserpine을 처리한 군에서는 17β-estradiol 대비 루시퍼라제 전사활성값이 10% 미만으로 음성물질로 판단하였으며, 나머지 8종의 물질에서 RTA 값이 10% 이상이므로 양성물질로 판단했다. 길항물질시험에서는 4-Hydroxytamoxifen, Raloxifene HCl 및 Tamoxifen을 처리한 군에서 양성대조군 대비 루시퍼라제 활성을 30% 이상 억제하면서 세포생존율이 80% 이상으로 측정되어 양성물질로 판단하였다. 그러나 나머지 7종의 물질에서는 양성판단기준에 도달하지 못하여 음성물질로 판단했다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Results of the proficiency using STTA assay to determine acceptable range values: (a) to (j) agonist activity of STTA assay; (k) to (t) antagonist activity of STTA assay.
          
          

          

        

        종합한 결과, 시험 물질 20종에 대하여 에스트로겐 수용체 전사활성시험 결과, OECD 테스트가이드라인(TG455)에서 제시하는 PC10, PC50 및 IC50값이 기준 범위 내로 측정되었고, 결과 판정도 동일하게 분석되었다(Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Results of proficiency substances from STTA assay using HeLa9903 cell line
          
          

        

        
          
            
              	
Substances
              	Agonist activity
              	
              	Antagonist activity
            

            
              	PC10 (M)
              	PC50 (M)
              	Substances
              	IC50 (M)
            

            
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
              	Criterion
              	Result
            

          
          
            	17α-Estraiol
            	4.27 × 10-11
            	<1.00 × 10-11
            	6.44 × 10-10
            	4.33 × 10-10
            	4-Hydroxytamoxifen
            	3.97 × 10-9
            	1.27 × 10-10
          

          
            	meso-Hexestrol
            	<1.00 × 10-11
            	<1.00 × 10-11
            	2.75 × 10-11
            	4.73 × 10-11
            	Raloxifen HCl
            	7.86 × 10-10
            	2.90 × 10-10
          

          
            	4-tert-Octylphenol
            	1.85 × 10-9
            	<1.00 × 10-11
            	7.37 × 10-8
            	1.90 × 10-6
            	Tamoxifen
            	4.91 × 10-7
            	2.58 × 10-6
          

          
            	Genistein
            	2.24 × 10-9
            	<1.00 × 10-11
            	2.45 × 10-8
            	4.85 × 10-8
            	17β-Estradiol
            	-
            	-
          

          
            	Bisphenol A
            	2.02 × 10-8
            	1.47 × 10-11
            	2.94 × 10-7
            	6.24 × 10-6
            	Apigenin
            	-
            	-
          

          
            	Butyl benzyl phthalate
            	1.14 × 10-6
            	<1.00 × 10-11
            	4.11 × 10-6
            	>1.00 × 10-5
            	Butyl phthalate
            	-
            	-
          

          
            	Methoxychlor
            	1.23 × 10-6
            	<1.00 × 10-11
            	-
            	>1.00 × 10-5
            	Flavone
            	-
            	-
          

          
            	Ethyl paraben
            	5.00 × 10-6
            	<1.00 × 10-11
            	-
            	2.91 × 10-6
            	Genistein
            	-
            	-
          

          
            	Atrazine
            	-
            	-
            	-
            	-
            	Nonylphenol
            	-
            	-
          

          
            	Reserpine
            	-
            	-
            	-
            	-
            	Resveratrol
            	-
            	-
          

        

        

      

      
        안드로겐 매개 반응 확인 시험
        안드로겐 수용체 전사활성 작용물질시험(agonist assay) 및 길항물질시험(antagonist assay)를 수행하기 위하여 시험당 숙련도물질 8종 및 9종을 시험하였다(Table 1). 각 시험은 양성대조군(10 nM 및 800 pM DHT)의 luciferase 활성 평균값이 용매대조군의 luciferase 활성 평균값 보다 작용물질시험(agonist assay)에서는 13배 이상 발현되었으며, 길항물질시험(antagonist assay)에서는 10배 이상 발현되어 시험의 유효성 기준을 충족하였다. 작용물질시험에서는 Butyl benzyl phthalate, Di(2-ethylhexyl)phthalate 및 Bisphenol A를 처리한 군에서 DHT 대비 루시퍼라제 전사활성값이 10% 미만으로 음성물질로 판단하였으며, 나머지 5종의 물질에서 RTA 값이 10% 이상이므로 양성으로 판단했다. 길항물질시험에서는 5종의 물질(Hydroxyflutamide, Bisphenol A, Flutamide, Prochloraz 및 Vinclozolin)에서 양성대조군 대비 루시퍼라제 활성을 30% 이상 억제하면서 세포생존율이 80% 이상으로 측정되어 양성물질로 판단하였다. 그러나 나머지 4종의 물질에서는 양성판단기준에 도달하지 못하여 음성물질로 판단했다(Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Results of the proficiency using ARTA method to determine acceptable range values: (a) to (h) agonist activity of ARTA method; (i) to (q) antagonist activity of ARTA method.
          
          

          

        

        종합한 결과, 시험물질 17종에 대하여 안드로겐 수용체 전사활성시험 결과, OECD 테스트가이드라인(TG458)에 기술된 logPC10, logPC50 및 logIC50값이 기준 범위 내로 측정되었고, 결과 판정도 동일하게 분석되었다(Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Results of proficiency substances from ARTA method using 22Rv1/MMTV_GR-KO cell line
          
          

        

        
          
            
              	
Substrate
              	Agonist activity
              	Antagonist activity
            

            
              	log PC10 (M)
              	log PC50 (M)
              	Substances
              	log IC30 (M)
              	log IC50 (M)
            

            
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
              	Criteria
              	Result
            

          
          
            	5α-Dihydrotestosterone
            	-10.60/-9.83
            	-9.99
            	-9.73/-8.95
            	-9.61
            	Hydroxyflutamide
            	-8.17/-7.45
            	-7.56
            	-7.79/-7.11
            	-7.13
          

          
            	Mestanolone
            	-10.36/-9.66
            	-9.93
            	-9.65/-8.39
            	-9.35
            	Bisphenol A
            	-5.92/-5.56
            	-5.76
            	-5.68/-5.29
            	-5.44
          

          
            	Testosterone
            	-10.28/-9.91
            	-10.05
            	-9.67/-8.66
            	-9.64
            	Flutamide
            	-7.11/-6.62
            	-6.94
            	-6.70/-6.26
            	-6.56
          

          
            	17β-Estradiol
            	-8.76/-8.49
            	-8.68
            	-7.19/-6.03
            	-6.57
            	Prochloraz
            	-6.02/-5.30
            	-5.37
            	-5.47/-4.95
            	-5.13
          

          
            	Metoxhyprogesterone 17-acetate
            	-8.77/-8.20
            	-8.75
            	-7.64/-6.01
            	-7.57
            	Vinclozolin
            	-7.22/-6.74
            	-7.21
            	-6.94/-6.44
            	-6.82
          

          
            	Butylbenzyl thalate ph
            	-
            	-
            	-
            	-
            	Mestanolone
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Diethylhexyl phthalate
            	-
            	-
            	-
            	-
            	Diethylhexyl halate pht
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Bisphenol A
            	-
            	-
            	-
            	-
            	Atrazine
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	
            	
            	
            	
            	
            	6-Propyl-2-thiouracil
            	-
            	-
            	-
            	-
          

        

        

        에스트로겐, 안드로겐과 같은 스테로이드호르몬에 영향을 주는 내분비장애물질은 아만성(subchronic) 이상의 반복독성시험이나 번식독성시험에서 심각한 독성증상을 일으킬 수 있다(Hall et al., 2021). 이러한 증상의 예로, 생식 주기(Estrous cycle)의 변화, 생식기 조직병리학적 변화(위축, 과형성), 새끼의 생식기 이상(Genital abnormalities), 성성숙(질개구시간 및 포피분리) 지연, 정자 파라미터(정자 수, 운동성 등) 및 생식능의 변화 등과 같다(Amir S et al., 2021; Astapova et al., 2019; Sultan et al., 2002; Wang et al., 2009). 이러한 점들을 고려하였을 때, 등록 농약을 평가할 때 내분비계장애물질인지 여부를 판별하는 것은 매우 중요하다.

        OECD 내분비시험법 자문그룹인 EDTA (Endocrine disrupters testing assessment)에서는 4가지 분류 1) 에스트로겐 매개반응 2) 안드로겐 매개반응 3) 갑상선호르몬 매개반응 4) 스테로이드합성과정에 영향을 주지 않을 경우 내분비계 장애물질이 아닌 것으로 판단한다. 본 연구에서 다루지 않은 H295R 스테로이드 합성시험법, 랫드의 자궁비대반응시험, 갑상선 수용체 결합시험 등 다양한 내분비영향을 추가적으로 확인한다면 보다 정확한 내분비독성 평가가 가능할 것으로 판단된다.

        본 연구에서는 OECD TG 455 및 458에 제시하는 에스트로겐 및 안드로겐 매개반응을 확인하는 시험법을 성공적으로 구축하였다. 향후 본 연구에서 확립한 시험법을 활용하여 에스트로겐 및 안드로겐성을 갖는 농약의 독성 영향을 확인하는데 많은 도움이 될 것으로 판단되며, 보다 안전한 농약을 관리하는데 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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