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            Abstract
          
        

        
          안점막자극성을 분류하기 위한 동물대체시험법들은 화장품, 화학물질 등 각 관련 규제기관에서 안전성을 확보하기 위해 사용되고 있다. 하지만 농약 제품을 이용한 동물대체법 연구는 거의 없으며, 국내에서 농약의 안점막자극성은 GHS 분류체계가 아닌 농약관리법에 따라 분류하고 있다. 따라서 본 연구에서는 인체각막상피유사모델(EpiOcularTM, HCETM) 시험법이 농약관리법 분류 체계 또는 GHS 분류체계에 따라 농약의 안자극성을 예측할 수 있는지 조사하였다. 두 각막상피유사모델 EpiOcularTM, HCETM에 28종의 농약을 각각 처리한 뒤 자극성평가지표로 세포생존율을 측정하였다. 농약관리법 및 GHS 자극성 분류체계에 따라 체내(in vivo) 시험에서의 시험물질 자극성을 분류하였고 모델을 이용한 체외(in vitro) 시험의 자극성 결과와 비교하였다. 농약관리법, GHS에 따라 자극성을 분류한 결과와 비교하였을 때, 국제 공인 모델인 EpiOcularTM모델은 각각 특이도 50%, 25%를 보였으나 민감도가 100%이었다. EpiOcularTM모델은 비자극성물질 예측력을 높여 특이도를 개선할 필요가 있었다. 국내 개발 모델인 HCETM모델의 특이도는 EpiOcularTM모델의 특이도보다 높았지만 민감도가 상대적으로 감소하였다. 하지만 전반적으로 특이도와 민감도가 높기 때문에 자극성물질 예측력만 개선된다면 대체법 모델로 활용 될 수 있을 거라 판단되었다. 두 인체각막상피모델을 이용하여 농약의 자극성을 평가한 결과, GHS 분류시스템보다 농약관리법의 분류 기준에 더 적합하였다. 각막상피유사모델을 이용한 안점막자극성 시험은 자극성 물질 판별에 유용하였고, 다른 체내 혹은 체외 시험과 함께 일련의 시험 전략의 한 방법으로 사용 될 수 있을 거라 사료되었다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          In vitro tests have currently accepted by the regulatory authorities for the identification of ocular irritant. However, there have been few studies conducted with agrochemical formulations. Also, ocular irritation potentials of plant protection products registered in Korea have been evaluated by the Korean Pesticide Control Act, not GHS classification system. The purpose of this study was to investigate whether the reconstructed cornea-like epithelium (RhCE) models, EpiOcularTM and HCETM, could be used to predict eye irritation potentials according to Korean and GHS classification scheme. Based on the OECD test guideline 492, EpiOcularTM and HCETM models were incubated respectively with 28 agrochemicals and the cell viability was measured as a parameter for irritation. The specificities of EpiOcularTM model were 50% and 25% for the Korean and GHS classification systems, meaning that it was necessary to enhance the predictive for ocular non-irritants. However, the sensitivities of EpiOcularTM model were 100% for the both systems. The specificities of HCETM model were higher than those of another model, but the sensitivities were relatively decreased for both scheme. However, because the overall specificity and sensitivity are high, HCETM would be useful tools for in vitro eye irritation testing when sensitivity is improved. RhCE models are suitable to evaluate ocular irritant pesticide for Korean classification system than GHS system. Taken together, nonanimal testing using RhCE model was suitable to identify irritant materials and could be used as one of the testing strategies with other in vitro or in vivo tests.
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      서 론
      사람의 피부와 점막은 우발적 또는 의도적으로 농약에 노출될 수 있다. 국내에 농약을 등록·판매하기 위해 농약관리법에 따른 농약 및 원제의 등록기준「농촌진흥청고시 제2017-26호」에서는 국소독성시험성적을 필수적으로 제출하도록 하고 있다. 국소독성시험 중 하나로 안구나 점막에 물질이 노출되었을 때 나타나는 독성을 평가하는 안점막자극성시험이 있다(RDA, 2017a). 시험결과에 따라 자극성을 분류하고, 농약, 원제 및 농약활용기자재의 표시기준「농촌진흥청고시 제2017-27호」에서는 취급 시 주의사항 및 경고문구를 표기하도록 하고 있다(RDA, 2017b). 

      안점막 자극성을 평가하기 위해 드레이즈(Draize) 시험법(OECD TG 405)이 국제적으로 사용되어 왔다. 이 시험법은 토끼의 눈에 시험물질을 투여한 후 안구손상 반응 정도를 점수화하여 자극성을 판별하는 방법이다(OECD, 2017a). 드레이즈 시험법은 동물에게 많은 고통을 야기한다고 알려져 마취제와 진통제를 사용하고 한 마리에서 두 마리로 실험하는 순차적 시험전략을 포함하는 내용으로 개정되었고, 실험 동물 대신 도축 후의 닭 또는 소 안구, 토끼 각막세포를 이용하는 방법이 개발되었다(OECD, 2017a, 2017b, 2018a, 2018b). 또한 토끼의 눈은 사람보다 각막이 얇고, 눈물이 적으며 큰 결막낭과 순막을 가지는 등 생리학적, 해부학적으로 사람과 차이가 있고, 자극성 점수화 시 주관적 평가라는 드레이즈 시험법에 대한 한계점들이 제기되어 대체시험법이 개발되고 있다(Curren et al., 2002; OECD, 2018c; Schrage et al., 2011; Scott et al., 2010; Settivari, 2016; Wilson et al., 2015). 

      안점막자극은 시험물질이 각막 또는 결막에 침투하여 세포를 손상시킴으로써 발생된다. 특히 각막 상피조직은 가장 바깥쪽에 위치하기 때문에 자극성 물질로부터 직접적인 영향을 받게 된다. 따라서 각막 상피조직의 구조적 견고성이나 세포 생존율은 중요한 안자극성 지표로 사용되며, 이를 이용한 안점막자극성 동물대체시험법이 개발되었다(Jang et al., 2015; OECD, 2017b, 2018a, 2018b, 2018c; Settivari et al., 2016; Wilson et al., 2015). 대체법 중 하나로 3차원 인체각막상피모델은 인체표피각질형성세포나 각막상피점막세포, 각막윤부상피세포 등을 배양하여 제작된다. 3차원 인체각막상피모델은 인체각막상피의 구조와 유사하게 층상구조와 고도로 분화된 편평상피를 갖고 사이토카인 등 생체지표물질(biomarker)을 분비할 수 있다(Jung et al., 2011; Kandarova et al., 2018; Lotz et al., 2016; Van Goethem et al., 2006; Wilson et al., 2015). 이러한 인체각막상피유사모델을 이용한 방법은 시험물질을 모델에 국소적으로 처리한 후 세포생존율을 측정하여 자극성을 분류하는 방법이다(OECD, 2018c). 국제적으로 EpiOcularTM (MatTek, USA), SkinEthic HCE (SkinEthic, France), LabCyte CORNEA-MODEL 24 SIT (J-TEC, Japan)가 공인되었으며(OECD, 2018c), 현재 국내에서도 인체각막상피모델이 개발되어 시판되고 있다(Jang et al., 2015, Jung et al., 2011).

      동물대체시험법은 주로 화장품 또는 화학물질 안전성 평가 분야에서 이용되어 왔으나 농약 독성 평가 분야에서도 급성독성 및 국소독성을 중심으로 적용을 확대하려고 하고 있다. 대표적으로 유럽, 호주, 뉴질랜드, 영국 등은 농약 등록을 위한 시험으로 대체시험법을 고시하거나 우선적으로 수행할 것을 권장하고 있다(APVMA, 2015; EU, 2009; NZ EPA, 2016; HSE, 2017a). 특히 영국의 농약담당관리기구인 보건안전청(HSE)은 안점막자극성시험에서의 토끼를 이용한 동물시험은 동물대체법으로 자극성 여부를 판정하기 어려울 때 당국과 협의하여 수행하도록 한다(HSE, 2017b). 또한 미국 EPA는 급성독성, 국소독성 분야에서 동물대체시험법을 확대할 계획이며, 항균제품(antimicrobial cleaning product)의 안점막자극성 평가에 적용하고 있는 동물대체시험법을 일반 농약으로도 확대하고자 동물대체시험법 결과와 동물실험 결과를 비교하는 파일럿 프로그램을 진행하고 있다(EPA, 2017). 

      국내에서는 각막혼탁 정도(degree), 각막혼탁 범위, 홍채 반응, 결막 부종, 발적, 분비물을 점수화하여 산출한 급성안점막자극지수(A.O.I.)를 기준으로 안점막자극성을 평가하고 있다(RDA, 2017a). US EPA 분류체계와 EU, 호주 등이 사용하는 UN GHS 분류체계에서는 관찰 시간이나 산출에 이용되는 동물 수에서 차이가 있지만 급성안점막자극지수 대신 시간에 따른 안자극의 손상 경과, 가역성을 가지고 자극성을 분류하고 있다(Table 1)(EPA, 2004; Kolle et al., 2015).

      
        Table 1. 
				
        

        
          RDA, US EPA, and UN GHS classification criteria for ocular irritation
        
        

      

      
        
          
            	RDA
            	US EPA
            	UN GHS
          

        
        
          	Non irritation
A.O.I. ≤ 10
          	Category IV
Minimal effects clearing in less than 24 hours
          	No category
Minimal effects
        

        
          	Mild irritation
10.1 ≤ A.O.I. ≤ 30.0
          	Category III (Caution)
Corneal opacity ≥ 1 and/or iritis ≥ 1 and/or
conjunctival redness ≥ 2 and/or chemosis ≥ 2a)
clearing in 7days or less
          	Category 2B (Warning)
Corneal opacity ≥ 1 and/or iritis ≥ 1 and/or
conjunctival redness ≥ 2 and/or chemosis ≥ 2b)
reversible 7 days
        

        
          	Moderate irritation
30.1 ≤ A.O.I. ≤ 60.0
          	Category II (Warning)
Corneal opacity ≥ 1 and/or iritis ≥ 1 and/or
conjunctival redness ≥ 2 and/or chemosis ≥ 2a)
clearing in 8-21 days
          	Category 2A (Warning)
Corneal opacity ≥ 1 and/or iritis ≥ 1 and/or
conjunctival redness ≥ 2 and/or chemosis ≥ 2b)
reversible 21 days
        

        
          	Severe irritation
A.O.I. ≥ 60.1
          	Category I (Danger)
Corrosive (irreversible destruction of ocular tissue)
or corneal involvement or irritation persisting for
more than 21 days
          	Category 1 (Danger)
Corrosive (irreversible destruction of ocular tissue)
or corneal involvement or irritation persisting
(corneal opacity ≥ 3.0 and/or iritis ≥ 1.5)b)
for more than 21 days
        

      

      
        
          a) Maximum score in any animal. 
        

        
          b) Mean score at 24, 48, 72 hours after instillation of the test material in at least two animals. 
        

      

      

      농약 제품을 이용한 대체법 적용 연구는 많지 않으며, 안점막자극성을 구분하는 기준 및 이에 따른 독성구분이 국가별로 상이하므로 본 연구에서는 국내 등록 농약 28종과 인체각막상피유사모델 EpiOcularTM과 MCTT HCETM (MCTT, Korea)을 이용하여 안점막자극성 동물대체시험법이 국내 농약의 자극성 평가에 적용 가능한지 알아보고자 하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험물질
        본 연구에서 사용된 농약은 등록된 농약 제품으로 기존 토끼를 이용한 안점막자극성 시험에서 급성안점막자극지수(A.O.I.)에 따라 자극성 정도를 고려하여 임의로 선발하였다. 유사한 원리를 이용한 인체피부모델 피부자극성 시험결과에서 중도이상의 농약 in vivo 시험과 in vitro 시험 결과간의 유사성이 관찰되었으므로(Jeong et al., 2012) 안점막 비자극성, 경도 품목 위주로 각각 10, 13 품목을 선정하였고 중도 4품목, 강도 1품목을 사용하였다(Table 2). 또한 농약관리법 또는 GHS 분류체계에 따라 안점막자극성을 분류하여 대체법 결과와 비교하였다. 

        
          Table 2. 
				
          

          
            Pesticides used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Agrochemical formulationsa)
            

          
          
            	　　Cyazofamid·Valifenalate SC
            	　　Fentrazamide·Metazosulfuron GR
          

          
            	　　Fluazinam·Acetamiprid GR
            	　　Azoxystrobin·Dimethomorph WG
          

          
            	　　Oxaziclomefone·Tefuryltrione SC
            	　　Dithianon·Fluxapyroxad SC
          

          
            	　　Benzobicyclon·Imazosulfuron·Ipfencarbazone SC
            	　　Glufosinate-P SL
          

          
            	　　Pyribencarb SC
            	　　Lambda-cyhalothrin·Sulfoxaflor SL
          

          
            	　　Metazosulfuron WP
            	　　Prochloraz·Trifluzamide EC
          

          
            	　　Dimethoate GR
            	　　Bentazone·Propanil ME
          

          
            	　　Benzobicyclon·Mefenacet·Propyrisulfuron SC
            	　　Imicyafos SL
          

          
            	　　Ferimzone·Validamycin A SC
            	　　Emamectinbenzoate EC
          

          
            	　　Oxaziclomefone·Tefuryltrione GR
            	　　Dimethyl disulfide EC
          

          
            	　　Bromobutide·Imazosulfuron·Pyraclonil GR
            	　　Tetraconazole·Thifluzamide EC
          

          
            	　　Pyrifluquinazon SC
            	　　Glufosinate-ammonium SL
          

          
            	　　Chlorfluazuron·Indoxacarb SC
            	　　Flutolanil·Hymexazol WP
          

          
            	　　Dinotefuran·Spinetoram WG
            	　　Amisulbrom·Chlorothalonil SC
          

        

        
          
            a) EC, Emulsifiable concentrate; GR, Granule; ME, Micro-emulsion; SC, Suspension concentrate; SL, Soluble concentrate; WG, Water dispersible granule; WP, Wettable powder
          

        

        

      

      
        인체각막유사상피모델(RhCE, Reconstructed Human Cornea-like Epithelium model)을 이용한 안점막 자극성 시험
        EpiOcularTM모델(MatTek, USA)을 이용하여 Kaluzhny 등(Kaluzhny et al., 2011)이 보고한 방법 및 OECD 시험 지침서 492에 따라 안점막자극성 시험을 수행하였다. 시험물질 당 최소 2개의 인체각막상피모델을 사용하였고 음성대조물질로는 멸균수, 양성대조물질로는 메칠아세테이트 원액(neat methyl acetate; CAS No. 79-20-9; Sigma-Aldrich)을 사용하였다. 인체각막유사상피모델의 안정화를 위해 well 당 1 mL의 assay media가 들어 있는 6-well plate에 옮겨 22 ± 2시간 동안 37oC, 5% CO2 배양기에서 전(前)배양 하였다. 물질을 처리하기 전에는 사람의 촉촉한 눈 상태와 유사하게 만들고자 모델 표면 위에 DPBS(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; Sigma, USA) 20 μL로 37oC, 5% CO2 배양기에서 30분 동안 전처리하였다. 각막상피모델 위에 액상시험물질 50  μL를 고르게 처리한 뒤, 30분 동안 37oC, 5% CO2 배양기에서 반응시켰다. 반응 후 각각 인체각막유사상피모델을 300 mL DPBS를 시험물질을 세척하고 세척한 모델은 상온에서 12 ± 2분 동안 새 배지에 침지하여 시험물질을 충분히 제거하였다. 이후 well 당 1 mL의 assay media가 들어있는 6-well plate에 옮겨 37oC, 5% CO2 배양기에서 2시간동안 후(後)배양 하였다. 

        고상의 시험물질의 경우, PBS 20 μL로 표면을 적신 후 고상 시험물질 50 mg을 처리하였다. 6시간 동안 표준 세포배양조건에서 배양한 후, 각각 인체각막상피모델은 DPBS 300 mL을 이용해 시험물질을 세척하였다. 세척 마지막 단계에서 멸균된 swab을 이용하여 DPBS를 제거하였다. 세척한 모델은 상온에서 25 ± 2분 동안 새 배지에 침지하여 시험물질을 충분히 제거하고 well 당 1 mL의 assay media가 들어 있는 6-well plate에 옮겨 37oC, 5% CO2 배양기에서 18시간 동안 후(後)배양 하였다. 

        국내 개발모델인 HCETM (MCTT, Korea)는 Jang 등(Jang et al., 2015)이 보고한 방법에 따라 수행하였다. 음성대조물질로 DPBS, 양성대조물질로 2% SDS (Sodium dodecyl sulfate; CAS No. 151-21-3, Bio-Rad, USA)를 사용하였다.  EpiOcularTM와 달리 액상시험물질은 40 μL를 10분 동안, 고상시험물질은 PBS 40 μL로 표면을 적신 후 시험물질 40 mg을 3시간 동안 세포배양 조건에서 처리하였다. 물질처리 후 액체처리군은 28 mL DPBS, 고체 처리군은 70 mL DPBS를 이용하여 시험물질을 제거하였다. 이후 16시간 동안 세포배양을 수행하였다. 

      

      
        세포생존율 측정 시험
        후(後)배양이 끝난 후 인체각막유사상피모델의 생존율을 측정하기 위해 MTT (3-4, 5- dimethyl thiazole 2 - yl) 2,5 - diphenyltetrazolium bromide; CAS No. 298-93-1, Sigma) assay를 실시하였다. 인체각막유사상피모델에 묻어 있는 배지 등의 잔류액을 DPBS와 멸균된 swab으로 제거하였다. 모델을 24-well plate에 옮긴 후 0.3 mg/mL MTT를 300 μL씩 처리하여 3시간 동안 세포 배양 조건에서 배양하였다. 배양 후 MTT를 DPBS와 swab으로 제거하고 모델을 새로운 24-well plate에 옮겨 isopropyl alcohol (CAS No. 67-63-0, Sigma)을 2 mL씩 처리하였다. 처리 후 2시간 동안 상온에서 교반하면서 formazan을 추출하였다. 추출한 시료는 200 μL씩 96-well plate에 옮겨 multiskan spectrum (Thermo, USA)을 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

        국내 모델의 경우 WST-1 (Roche, Germany) assay를 이용하여 세포생존율을 측정하였다. 희석된 WST-1 용액을 모델에 분주하고 세포배양조건에서 3시간 배양하여 formazan을 추출한 후 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

        각 모델별로 시험의 적정성(Table 3)을 판정하였고, 분류기준에 따라 자극성 물질을 판정하였다(Table 4).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Acceptance criteria of in vitro eye irritation tests 
          
          

        

        
          
            
              	Model
              	Criteria
              	Value
            

          
          
            	EpiOcularTM
            	　　　Negative control OD values
            	0.8 < OD570 < 2.5
          

          
            	　　　Viability of Positive control
            	Viability < 50%
          

          
            	　　　Standard deviation
            	< 20%
          

          
            	HCETM
            	　　　Negative control OD values
            	1.6 ≤ OD450 ≤ 3.0
          

          
            	　　　Viability of Positive control
            	Viability ≤ 35%
          

          
            	　　　Standard deviation
            	< 20%
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Evaluation criteria of two alternatives to animal testing
          
          

        

        
          
            
              	
              	Evaluation
            

            
              	Irritation
              	Non-irritation
            

          
          
            	EpiOcularTM
            	Viability ≤ 60%
            	Viability > 60%
          

          
            	HCETM
            	Viability ≤ 45%
            	Viability > 45%
          

        

        

      

      
        대체시험법 자극성 예측력 평가
        민감도(Sensitivity), 특이도(Specificity), 정확도(Accuracy)를 산출하여 동물을 이용한 기존 체내(in vivo) 시험과 인체각막유사상피모델을 이용한 체외(in vitro) 시험의 자극성 분류의 유사정도를 평가하였다. 민감도는 체내(in vivo) 시험에서 자극성으로 분류된 물질을 체외(in vitro) 시험에서도 자극성으로 정확하게 분류하는 비율(%), 특이도는 비자극성물질을 체외(in vitro) 시험에서 비자극성으로 분류하는 비율(%), 정확도는 체내 시험 물질 분류와 체외 시험 물질 분류가 동일하게 판정되는 비율(%)을 의미한다. 

        
- Sensitivity (%) = [True Positive / (True Positive + False Negative)] * 100
- Specificity (%) = [True Negative / (True Negative + False Positive)] * 100
- Accuracy (%) = [(True Positive + True Negative) / Tested Materials] * 100

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        시험물질
        농촌진흥청에 제출된 안점막자극성 시험성적서를 바탕으로 등록 농약 28종에 대해 안점막자극성을 분류하였다(Table 5). 토끼를 이용한 시험에서의 급성안점막자극지수(A.O.I.)를 이용하여 농약관리법 기준에 따라 자극성을 분류하였고, 눈 손상 회복가능 여부, 각막, 홍채 또는 결막의 영향을 이용하여 GHS 분류 기준에 따라 GHS 물질 구분을 하였다. You 등(You et al., 2016)이 발표한 연구결과와 유사하게 농촌진흥청 기준으로 경도를 나타내는 13품목 중 10품목(76.9%)이 분류되지 않음(unclassified)로 분류되었다. 또한 중도를 나타내는 3품목에서 비가역적인 반응이 나타나 심한 눈 손상 물질(GHS Cat 1)로 분류되었다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Pesticides used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Agrochemical formulationsa)
              	A.O.I.b)
              	Classification
            

            
              	Korean systemc)
              	GHS system
            

          
          
            	Cyazofamid·Valifenalate SC
            	0
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Fluazinam·Acetamiprid GR
            	0
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Oxaziclomefone·Tefuryltrione SC
            	0
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Benzobicyclon·Imazosulfuron·Ipfencarbazone SC
            	2
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Pyribencarb SC
            	3.3
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Metazosulfuron WP
            	6
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Dimethoate GR
            	8
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Benzobicyclon·Mefenacet·Propyrisulfuron SC
            	8.7
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Ferimzone·Validamycin A SC
            	8.7
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Oxaziclomefone·Tefuryltrione GR
            	9.3
            	NI
            	Unclassfied
          

          
            	Bromobutide·Imazosulfuron·Pyraclonil GR
            	11.3
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Pyrifluquinazon SC
            	11.3
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Chlorfluazuron·Indoxacarb SC
            	12
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Dinotefuran·Spinetoram WG
            	12
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Fentrazamide·Metazosulfuron GR
            	12
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Azoxystrobin·Dimethomorph WG
            	13.3
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Dithianon·Fluxapyroxad SC
            	13.3
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Glufosinate-P SL
            	14
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Lambda-cyhalothrin·Sulfoxaflor SL
            	14
            	MI
            	GHS Cat 2B
          

          
            	Prochloraz·Trifluzamide EC
            	14
            	MI
            	GHS Cat 2A
          

          
            	Bentazone·Propanil ME
            	14.7
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Imicyafos SL
            	14.7
            	MI
            	Unclassfied
          

          
            	Emamectinbenzoate EC
            	19.7
            	MI
            	GHS Cat 2A
          

          
            	Dimethyl disulfide EC
            	37
            	MO
            	GHS Cat 2A
          

          
            	Tetraconazole·Thifluzamide EC
            	39.3
            	MO
            	GHS Cat 1
          

          
            	Glufosinate-ammonium SL
            	46
            	MO
            	GHS Cat 1
          

          
            	Flutolanil·Hymexazol WP
            	47
            	MO
            	GHS Cat 1
          

          
            	Amisulbrom·Chlorothalonil SC
            	110
            	SI
            	GHS Cat 1
          

        

        
          
            a) EC, Emulsifiable concentrate; GR, Granule; ME, Micro-emulsion; SC, Suspension concentrate; SL, Soluble concentrate; WG, Water dispersible granule; WP, Wettable powder
          

          
            b) Acute ocular irritation index
          

          
            c) NI, Non irritation; MI, Mild irritation; MO, Moderate irritation; Si, Severe irritation
          

        

        

      

      
        농약관리법 자극성 분류체계에 따른 체내(in vivo) 시험과 체외(in vitro) 시험의 자극성 구분 비교
        EpiOcularTM 모델을 이용한 시험에서는 농약관리법에 따라 비자극성 농약으로 분류된 10품목 중에서 5품목이 비자극성으로 분류되었다. 경도 이상의 자극성 농약에서는 18품목 모두 자극성 물질로 예측되었다. 

        국내 HCETM 모델을 이용하여 안점막자극성을 평가한 결과, 비자극성 농약 10품목 중 7품목이 비자극성으로 분류되었다. 하지만 공인 모델인 EpiOcularTM와 달리 경도 2품목, 중도 1품목에서 비자극성물질로 분류되어 위음성 결과를 보였다(Table 6). 공인 모델은 인체표피각질형성세포 이용하여 제작되었고 국내 모델은 인체각막윤부상피세포를 배양하여 제작되었는데, 서로 다른 기원의 세포를 이용하여 모델을 제작하는 것은 세포 행동(behavior)이나 생체 지표(Bio-marker) 발현 등의 차이를 줄 수 있다고 알려졌다(Lotz et al., 2015). 따라서 공인모델과 국내모델의 자극성 예측의 차이는 자극성 판정기준 및 시험물질 처리 양, 처리 시간 등 시험방법이 상이할 뿐만 아니라 두 모델간의 구조적 또는 생리 기능적 차이에 기인한 것이라 사료되었다. 

        
          Table 6. 
				
          

          
            Cell viability of reconstituted human corneal epithelium (RhCE) models and in vitro classification
          
          

        

        
          
            
              	Agrochemical formulations
              	in vivo
              	in vitro RhCE models
            

            
              	Koreana)
              	UN GHS
              	EpiOcularTM
              	HCETM
            

            
              	viability (%),
evaluationb)
              	viability (%),
evaluationb)
            

          
          
            	Cyazofamid·Valifenalate SC
            	NI
            	Unclassfied
            	91.3 ± 2.91
            	NI
            	79.4 ± 0.19
            	NI
          

          
            	Fluazinam·Acetamiprid GR
            	NI
            	Unclassfied
            	88.8 ± 2.36
            	NI
            	89.3 ± 1.68
            	NI
          

          
            	Oxaziclomefone·Tefuryltrione SC
            	NI
            	Unclassfied
            	61.9 ± 4.62
            	NI
            	64.6 ± 1.51
            	NI
          

          
            	Benzobicyclon·Imazosulfuron·Ipfencarbazone SC
            	NI
            	Unclassfied
            	101.0 ± 2.76
            	NI
            	94.2 ± 4.08
            	NI
          

          
            	Pyribencarb SC
            	NI
            	Unclassfied
            	89.3 ± 2.64
            	NI
            	78.6 ± 1.98
            	NI
          

          
            	Metazosulfuron WP
            	NI
            	Unclassfied
            	3.0 ± 0.28
            	I
            	14.5 ± 1.25
            	I
          

          
            	Dimethoate GR
            	NI
            	Unclassfied
            	4.0 ± 1.93
            	I
            	6.4 ± 0.75
            	I
          

          
            	Benzobicyclon·Mefenacet·Propyrisulfuron SC
            	NI
            	Unclassfied
            	54.9 ± 4.91
            	I
            	64.7 ± 2.34
            	NI
          

          
            	Ferimzone·Validamycin A SC
            	NI
            	Unclassfied
            	35.0 ± 4.37
            	I
            	52.7 ± 4.54
            	NI
          

          
            	Oxaziclomefone·Tefuryltrione GR
            	NI
            	Unclassfied
            	2.3 ± 0.08
            	I
            	1.5 ± 0.7
            	I
          

          
            	Bromobutide·Imazosulfuron·Pyracloni GR
            	MI
            	Unclassfied
            	12.1 ± 1.67
            	I
            	41.2 ± 7.12
            	I
          

          
            	Pyrifluquinazon SC
            	MI
            	Unclassfied
            	9.5 ± 0.18
            	I
            	8.5 ± 0.67
            	I
          

          
            	Chlorfluazuron·Indoxacarb SC
            	MI
            	Unclassfied
            	16.4 ± 1.75
            	I
            	9.4 ± 0.79
            	I
          

          
            	Dinotefuran·Spinetoram WG
            	MI
            	Unclassfied
            	2.2 ± 0.32
            	I
            	18.9 ± 7.34
            	I
          

          
            	Fentrazamide·Metazosulfuron GR
            	MI
            	Unclassfied
            	2.9 ± 0.13
            	I
            	22.3 ± 7.00
            	I
          

          
            	Azoxystrobin·Dimethomorph WG
            	MI
            	Unclassfied
            	1.7 ± 0.11
            	I
            	17.0 ± 0.55
            	I
          

          
            	Dithianon·Fluxapyroxad SC
            	MI
            	Unclassfied
            	40.0 ± 11.86
            	I
            	78.7 ± 2.44
            	NI
          

          
            	Glufosinate-P SL
            	MI
            	Unclassfied
            	5.4 ± 0.34
            	I
            	86.1 ± 6.52
            	NI
          

          
            	Lambda-cyhalothrin·Sulfoxaflor SL
            	MI
            	GHS Cat 2B
            	11.2 ± 0.82
            	I
            	11.1 ± 0.78
            	I
          

          
            	Prochloraz·Trifluzamide EC
            	MI
            	GHS Cat 2A
            	9.1 ± 3.42
            	I
            	3.2 ± 0.38
            	I
          

          
            	Bentazone·Propanil ME
            	MI
            	Unclassfied
            	8.6 ± 1.3
            	I
            	4.5 ± 0.84
            	I
          

          
            	Imicyafos SL
            	MI
            	Unclassfied
            	5.3 ± 0.30
            	I
            	11.5 ± 3.22
            	I
          

          
            	Emamectinbenzoate EC
            	MI
            	GHS Cat 2A
            	5.7 ± 0.13
            	I
            	1.2 ± 0.36
            	I
          

          
            	Dimethyl disulfide EC
            	MO
            	GHS Cat 2A
            	10.1 ± 2.93
            	I
            	2.7 ± 0.46
            	I
          

          
            	Tetraconazole·Thifluzamide EC
            	MO
            	GHS Cat 1
            	11.7 ± 0.29
            	I
            	39.3 ± 0.24
            	I
          

          
            	Glufosinate-ammonium SL
            	MO
            	GHS Cat 1
            	7.7 ± 1.38
            	I
            	91.5 ± 1.73
            	NI
          

          
            	Flutolanil·Hymexazol WP
            	MO
            	GHS Cat 1
            	2.0 ± 0.17
            	I
            	1.1 ± 0.34
            	I
          

          
            	Amisulbrom·Chlorothalonil SC
            	SI
            	GHS Cat 1
            	10.1 ± 0.15
            	I
            	7.1 ± 0.31
            	I
          

        

        
          
            a) NI, Non irritation; MI, Mild irritation; MO, Moderate irritation; Si, Severe irritation 
          

          
            b) NI, Non irritation; I, irritation
          

        

        

      

      
        GHS 자극성 분류체계에 따른 체내(in vivo) 시험과 체외(in vitro) 시험의 자극성 구분 비교
        공인 모델을 이용한 시험에서는 GHS 분류되지않음(Unclassified) 20품목 중 5품목만 비자극성으로 분류되고 모두 자극성으로 분류되었다. GHS Cat 2 (자극성) 또는  GHS Cat 1 (심한 눈 손상성)으로 분류된 물질은 모두 자극성으로 분류되었다. 국내 모델 HCETM를 이용한 실험에서는 GHS 분류되지않음(Unclassified) 품목에서 9품목이 비자극성으로 분류되었고 심한 눈 손상성을 나타내는 1품목에서 비자극성으로 분류되었다(Table 6).

      

      
        대체시험법 자극성 예측력 평가 
        동물을 이용한 자극성 시험결과와 인체각막유사상피모델을 이용한 시험결과를 비교하여 대체법의 안점막자극성 예측 정도를 평가하였다(Table 7). 농약관리법에 따른 체내(in vivo) 분류 결과와 비교 시, EpiOcularTM 모델의 민감도(Sensitivity)는 100%, 특이도(Specificity)는 50%, 정확도(Accuracy)는 82.1%로 산출되었다. HCETM 모델의 민감도는 83.3%, 특이도는 70%로 EpiOcularTM 모델과 비교 시, HCETM 모델은 비자극성물질을 효과적으로 분류하나 자극성 물질 예측력을 개선할 필요가 있었다. HCETM 모델을 이용한 안점막자극성 시험에서 자극성 또는 비자극성을 구분하는 기준(cutoff)에 대한 연구가 수행되었다(Jang et al., 2015; Yang et al., 2017). cutoff를 50%로 하였을 때, 정확도 차이는 나지 않았으나 cutoff를 35%로 하고 농약관리법을 기준으로 분류하였을 때, 민감도는 72%, 정확도는 71%로 오히려 감소하였다. cutoff 이외에도 노출 시간, 물질 처리 양 등 다양한 조건을 검토하여 자극성 예측력을 높일 필요가 있었다. 

        
          Table 7. 
				
          

          
            Performance of RhCE test method for predicting eye irritation potential of pesticides
          
          

        

        
          
            
              	
              	in vitro RhCE test
            

            
              	 EpiOcularTM
              	 HCETM
            

          
          
            	Korean classification system
            	Sensitivity %
            	100.0 (18/18)
            	83.3 (15/18)
          

          
            	Specificity %
            	50.0 (5/10)
            	70.0 (7/10)
          

          
            	Accuracy %
            	82.1 (23/28)
            	78.6 (22/28)
          

          
            	GHS classification system
            	Sensitivity %
            	100 (8/8)
            	87.5 (7/8)
          

          
            	Specificity %
            	25 (5/20)
            	45 (9/20)
          

          
            	Accuracy %
            	46.4 (13/28)
            	57.1 (16/28)
          

        

        
          
            Sensitivity, % of irritants correctly predicted in vitro test 
          

          
            Specificity, % of non-irritants correctly predicted in vitro test 
          

          
            Accuracy, % of pesticides correctly classified
          

        

        

        GHS 분류에 따라 농약의 자극성을 구분하였을 때, 특이도가 25-45%로 두 모델 모두 분류되지않음(unclassified) 물질을 구분하기 어려워 정확도가 감소한 것을 확인할 수 있었다. 본 연구의 결과로 GHS 분류체계와 농약관리법 분류체계 비교 시, 특이도를 향상시킬 수 있도록 시험법을 개선할 필요가 있으나 각막상피유사모델을 이용한 농약의 안점막자극성 평가에서는 농약관리법에 따른 자극성 분류가 더 적합하다고 판단되었다(Table 7). 

        궁극적으로 대체법 시험에서의 민감도와 특이도를 높이는 것이 중요하지만, 특히 중요한 것은 위음성율을 줄여 안전성을 확보하는 것이다(Settivari et al., 2016). 또한 3차원 인체모델은 위음성율이 적어 자극성 예측이 용이하나 특이도가 떨어진다고 알려져 있다(Lotz et al., 2015). 본 연구에서도 이와 유사하게 두 인체각막상피유사모델을 이용한 자극성 시험에서, 83.3% 이상의 민감도를 보이며, 특히 자극성 농약 평가에 있어서 체내(in vivo) 시험과 체외(in vitro)시험과의 유사성이 높은 것으로 나타나 모델을 이용하였을 때 자극성물질 평가가 가능한 것으로 판단하였다. 

        국제적으로 공인된 시험법 대부분은 단일물질을 이용하여 시험법을 검증하고 있다. 하지만 농약은 하나 이상의 유효성분(active substance)과 제형(formulation)을 위해 투입되는 부자재로 이루어진 복합물이며 사용 전 희석과정을 요구하는 고농도 제형으로 만들어지기도 한다. 이러한 농약의 특징들은 삼투압농도, 표면장력에 영향을 줄 수 있으며, 다양한 부자재들이 투입되면서 단일 물질과 다르게 동물 대체법을 적용하는데 있어 어려움이 있을 수 있다(Settivari et al., 2016). 농약 제품과 같은 복합물질은 단일물질과 특성이 다르므로 토끼를 이용한 안점막자극성 시험을 대체하기 위해 복합물질에 대한 시험법이 개선, 개발이 필요하다. 또한 하나의 대체시험법으로 안점막자극성을 평가하기에 충분하지 않다고 알려져 있다(Fowle et al., 2012; Scott et al., 2010). 농약 제품에 대해서도 안점막자극성 대체법을 적용하고 있는 영국의 경우는 대체시험법 한 가지 방법으로만 자극성을 평가하지 않고 있다. 다양한 대체법을 복합적으로 이용하고 필요 시 당국과 상의 하에 동물실험까지도 수행하여 안점막자극성을 평가하도록 하고 있다(HSE, 2017b). 국내에서는 자극성/부식성 정도에 따라 주의사항 문구를 달리하고 강도의 자극성 농약에 대해서는 등록이 보류되므로 소각막을 이용한 방법 등 안점막부식성을 확인 할 수 있는 통합적인 시험 전략 (integrated approach) 마련이 필요하다. 
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