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            Abstract
          
        

        
          내분비계 영향 물질이 유발하는 갑상선 축(HPT) 교란은 발달·대사에 중대한 영향을 미친다. 본 연구에서는 국외에서 갑상선 영향 우려가 제기된 농약 3종인 Folpet, Bromoxynil, Fenoxycarb을 대상으로 세포기반 갑상선 호르몬 수용체(TRα/β) 리포터 시험, EPA ToxCast/Tox21 HTS 데이터 해석, in silico QSAR 예측을 통합하여 갑상선 영향 가능성을 평가하였다. 세 농약에 대해서 TRα/β agonist 활성은 0.1% 내외로 유의성이 확인되지 않았다. 갑상선 호르몬 수용체 활성화 실험은 갑상선 영향 작용 기전 중 일부만 반영하므로 보완적으로 HTS 데이터 및 QSAR 결과를 활용하여 다른 기전 영향을 확인하였다. HTS에서는 세 농약이 각 해당하는 기전에서 활성(active)으로 확인되었으나 추가 검증이 필요한 Bromoxynil을 제외하면 대부분 세포독성 발생 농도에서의 비특이적 활성으로 판단되었다. QSAR 모델에서는 세 농약 모두 비활성(negative)으로 예측되었다. 또한 문헌 기반의 동물시험 결과와 비교한 바, 관찰된 결과는 직접적인 갑상선 영향보다는 고농도 시험농약 노출 또는 다른 독성에 따른 2차적인 영향으로 판단되었으며 이는 in vitro와 in silico 결과와 일관된 경향을 보였다. 본 연구에서는 in vitro 및 in silico 시험 결과를 통합적으로 활용함으로써 갑상선 영향 가능성을 다각적으로 평가하였으며 향후 다양한 농약에 대하여 내분비계 교란 물질의 영향과 작용기전을 스크리닝 할 수 있는 데 활용할 수 있다고 판단되었다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Disruption of the hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis by endocrine-active substances can have significant effects on development and metabolism. By integrating cell-based thyroid hormone receptor (TRα/β) reporter assays, EPA ToxCast/Tox21 high-throughput screening (HTS) data, and in silico QSAR predictions, this study assessed three pesticides (Folpet, Bromoxynil, Fenoxycarb) of concern for potential thyroid effects. TRα/β agonist activity was minimal (approximately 0.1%) for all three pesticides. As TR reporter assays represent only a subset of thyroid-related mechanisms, complementary analyses using HTS and QSAR data were conducted to identify other potential molecular initiating events (MIEs). In the HTS dataset, the three pesticides were identified as active in certain assays. However, with the exception of Bromoxynil, most responses occurred at near cytotoxic concentrations, suggesting non-specific rather than thyroid-specific activity. QSAR modeling predicted negative outcomes for all three pesticides. A comparison with published in vivo studies indicated that the observed effects were more consistent with secondary consequences of high-dose exposure or other toxicity rather than direct thyroid-mediated mechanisms. These findings were consistent with the in vitro and in silico results. Overall, this study demonstrates that integrating in vitro and in silico data provides a comprehensive approach to evaluate thyroid-related endocrine activity and can serve as a screening framework for mode-of-action-based assessment.
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      서 론
      내분비계 교란물질(Endocrine Disruptors, EDs)은 사람과 환경에 영향을 미칠 수 있는 화학물질로 내분비계의 정상 기능을 방해하여 부정적 영향을 초래하는 외인성 물질 또는 혼합물로 정의된다(WHO/IPCS, 2002). 1990년대 화학물질이 사람과 야생동물의 생식 및 발달에 손상을 일으킬 수 있다는 사례들이 발표되면서 내분비계 교란물질은 규제 당국의 주요 관심사가 되었으며(Crisp et al., 1998; Marty et al., 2010) 이에 따라 다양한 시험법과 과학적 접근법이 개발되어 왔다. 경제협력개발기구(OECD)는 내분비계 교란물질을 확인·평가하기 위해 EATS(Estrogen, Androgen, Thyroid, Steroidogenesis) 모달리티와 관련된 시험지침(Test Guidelines, TGs) 및 평가체계를 종합적으로 정리한 지침서를 발간하였다(OECD, 2018d). 또한 유럽연합(EU)은 내분비계 교란물질에 대한 과학적 기준을 도입하고, 이를 확인하기 위한 지침을 발간하여 농약 유효성분의 승인·갱신 과정에서 내분비계 교란 여부를 평가하고 있다(ECHA and EFSA, 2018; European Union, 2009; Liszewska et al., 2024). 미국 환경보호청(EPA)은 내분비계 교란물질 선별프로그램(Endocrine Disruptor Screening Program, EDSP)을 운영하며, 농약 유효성분을 우선적으로 포함시켜 2단계 접근법(Tiered approach)을 적용하여 내분비계 교란 가능성을 평가하고 있다(EPA, 2009; EPA, 2025). 또한 EDSP 단기 이행전략을 발표함에 따라 신규 농약에 대해서도 내분비계 영향을 평가하도록 하고 있다(EPA, 2023).

      내분비계 중 갑상선은 대사, 신경 발달, 항상성 등 다양한 생리 과정을 조절하는 필수적인 내분비 체계로, 교란 시 뇌 발달 지연, 대사 이상, 생식 장애 등 심각한 건강 영향을 초래할 수 있어 중요한 평가 영역으로 강조되고 있다(Jugan et al., 2010; OECD, 2006). 그럼에도 불구하고 기존 내분비계 독성 시험법 및 평가법은 주로 에스트로겐과 안드로겐 영향에 집중되어 있다(Egalini et al., 2022; Zgheib et al., 2021). 갑상선에 대한 영향을 평가하기 위해서는 90일 반복경구투여독성시험, 기형독성시험, 번식독성시험, 확장 1세대 번식독성시험에서 갑상선 호르몬 측정이나 양서류 변태 시험을 통한 시상하부-뇌하수체-갑상선축(Hypothalamic–Pituitary–Thyroid axis, HPT축)의 기능을 평가하는 방법으로 제한된다(OECD 2013; OECD 2016a; OECD 2016b; OECD 2018a; OECD 2018b; OECD 2018c). 즉 갑상선 영향을 보기 위한 검증된 시험법은 대부분 척추동물 시험에 한정되어 있어, 동물복지 측면에서 윤리적 문제가 제기된다.

      본 연구에서는 세포기반의 갑상선 호르몬 수용체 알파(Thyroid hormone Receptor α, TRα) 및 베타(Thyroid hormone Receptor β, TRβ) 리포터 반응 시험을 활용하여 갑상선 영향 의심 농약 3종에 대해 평가하였다. 또한 이를 in silico QSAR 모델과 국외 in vitro 및 in vivo 시험결과를 비교·분석함으로써, 갑상선에 대한 영향 및 작용기전을 종합적으로 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        실험물질
        본 연구에서는 갑상선 영향을 평가하고자 동물시험에서 갑상선 영향이 있는 것으로 분류된 농약 3종(Table 1)을 선정하여 실험을 수행하였다(EFSA, 2019; EFSA, 2024). 사용된 농약은 Folpet(Hankook samgong Co. Ltd., Seoul, South Korea), Bromoxynil(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Fenoxycarb(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)이었으며 Dimethyl sulfoxide(DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 녹여 시험 당일에 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Pesticides tested in this study
          
          

        

        
          
            
              	Pesticide (CAS no)
              	SMILESa)
              	Adverse effects (Study)b)
            

          
          
            	Folpet (133-07-3)
            	C1=CC=C2C(=C1)C(=O)N(C2=O)SC(Cl)(Cl)Cl
            	Follicular cell hyperplasia (2-year rat)
          

          
            	Bromoxynil (1689-84-5)
            	C1=C(C=C(C(=C1Br)O)Br)C#N
            	Follicular cell hyperplasia (90-day rat)
          

          
            	Fenoxycarb (72490-01-8)
            	CCOC(=O)NCCOC1=CC=C(C=C1)OC2=CC=CC=C2
            	Follicular cell hyperplasia (90-day rat)
          

        

        
          
            a)SMILES(Simplified Molecular Input Line Entry System) strings were retrieved from PubChem (accessed October 2025)
          

          
            b)EFSA 2019; EFSA 2024
          

        

        

      

      
        세포주 배양
        본 연구에서는 갑상선 세포독성 평가를 위해 인체 갑상선 여포 상피세포주 Nthy-ori 3-1(#90011609, Merck, Rahway, NJ, USA)를 사용하였다. RPMI 1640(Gibco, Thermofisher-Scientific, Waltham, MA, USA) 배지에 2 mM Glutamine와 10% FBS(Gibco, Thermofisher-Scientific, Waltham, MA, USA)를 혼합한 배지를 사용하였다. Nthy-ori 3-1 세포는 T75 플라스크에 3 × 103/well/100 μL/96 well plate로 분주하여 37oC, 5% CO2조건에서 배양하였다. 모든 세포주는 계대수(Passage number) 10 이내로 제한하여 실험을 수행하였다.

        갑상선 호르몬 수용체 리포터 분석을 위해 Human TRα/TRβ Reporter assay kit(Indigo biosciences, Stage college, PA, USA)에 포함된 인체 유래 갑상선 리포터(Reporter) 세포주를 사용하였다. 동결된 세포는 Kit 내 동봉된 Cell Recovery Medium과 혼합하여 37oC 항온수조에서 10분간 해동 및 안정화시킨 후 사용하였다.

      

      
        세포 생존률 분석
        실험농약 원액(stock solution)은 DMSO에 용해하여 1 M 농도로 제조하였으며, 사용 직전에 필요한 농도로 희석하여 사용하였다. Folpet은 실험에 필요한 최고농도를 1250 µM, Bromoxynil 및 Fenoxycarb는 10000 µM로 하였다. 실험농약은 4반복 처리하였으며, 물질처리를 위해 96-well plate의 12열에 최고농도의 실험농약이 포함된 배지를 분주하였다. 이후 11열부터 2배 단계희석(Serial dilution) 방식으로 처리하였고, 1열은 배지대조군으로 설정하였다. 실험물질 처리 후 24시간 동안 37°C, 5% CO2조건에서 배양하였다.

        세포 생존률은 WST-1 assay(#5015944001, Roche, Mannheim, Germany)를 이용하여 측정하였다. 실험농약 노출 종료 2시간 전에 각 well에 WST-1 시약을 10 µL씩 처리한 후, 37°C 배양기에서 2시간 반응시켰다. 반응 후 마이크로플레이트 리더(Microplate reader)(Thermofisher-Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 420~480 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 실험 결과는 배지대조군과 양성대조군(Full kill well, DMSO 50–100%)을 기준으로 정규화하여 분석하였다. 세포 생존률 데이터를 기반으로 GraphPad Software(San Diego, CA, USA)을 사용하여 IC50를 산출하였다.

      

      
        갑상선 호르몬 수용체(TRα, TRβ) 활성화(Agonist) 반응 분석
        세포 현탁액을 96-well plate에 well당 200 μL씩 분주하였다. 세포는 37°C, 5% CO2조건의 배양기에서 4~6시간 동안 전배양한 후, 시험농약을 처리하였다. 실험농약(Bromoxynil, 100 μM; Fenoxycarb, 900 μM; Folpet, 30 μM)은 각 최고 농도를 기준으로 DMSO를 사용하여 3배 희석(Serial dilution)하여 처리하였다.

        갑상선 호르몬 수용체 활성화 반응 분석실험에서 희석배지는 Human TRα/TRβ Reporter assay kit에 동봉된 Compound Screening Medium(CSM)을 사용하였다. 음성 대조군으로는 희석배지인 CSM을 사용하였고, 양성대조군은 150 nM T3(3,3′,5-Triiodo-L-thyronine)를 사용하였다. 처리 후 세포는 37°C, 5% CO2조건의 배양기에서 24시간 배양하였다.

        실험농약 처리 후 각 well에 제조사에서 제공하는 Luciferase Detection Reagent 100 μL를 첨가하고, 실온에서 5분간 반응시킨 후 마이크로플레이트 리더기(Thermofisher-Scientific, Waltham, MA, USA)의 luminescence 기능을 사용하여 발광값(Relative Light Units, RLU)을 측정하였다.

        실험농약의 갑상선 수용체 활성화 반응은 참조 양성대조물인 T3에 대한 상대활성(Percent Relative Activity, %RA)으로 산출하였다. 실험농약의 상대활성 값이 10% 이상이면 활성있음(Active)로 판정하였다(Caviola E and Sherf B, 2023).
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        고속대량시험(High-Throughput Screening, HTS) 데이터 비교·분석
        미국 EPA ToxCast/Tox21 프로그램에서 제공하는 갑상선 관련 HTS 자료를 수집·검토하였다. ToxCast에서 갑상선 교란과 관련된 시험법은 크게 수용체 반응(Thyroid hormone Receptor, TR; Thyroid-Stimulating Hormone Receptor, TSHR 등), 호르몬 합성(Thyroid peroxidase, TPO; Iodothyronine deiodinases, DIO; iodotyrosine deiodinase, IYD 등), 요오드 흡수·수송(Sodium-iodide symporter, NIS) 범주로 구분되며, 관련된 HTS 결과는 Hit call, Scaled_top, Emax, Cutoff, AC50, Cytotox burst(세포독성 급증농도) 수치 이용하여 분석하였다(Tables 2, 3). Scaled_top은 최대반응영향(Emax)을 Cutoff로 정규화한 값이며, 이 값이 1 이상일 경우 Hit call에서 활성(Active)으로 판정하였다. AC50은 최대반응의 50%를 보이는 농도이며, Cytotox burst는 세포독성과 관련된 활성 폭증 농도로 데이터 해석에 활용하였다(Judson Richard et al., 2016; Natalia Ryan, 2017).

        
          Table 2. 
				
          

          
            ToxCast/Tox21 high-throughput screening (HTS) Assays
          
          

        

        
          
            
              	MIEa)
              	Assay name
              	Organism
              	Cell type
              	Target
              	Endpoint
            

          
          
            	Receptor
Activity
            	TOX21_TSHR_HTRF_Agonist_ratio
            	Human
            	HEK293T
            	Thyroid stimulating
hormone receptor
            	Activity %
(signal gain)
          

          
            	TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist
            	Rat
            	GH3
            	Thyroid hormone
receptor (TRα,
TRβ)
            	Activity %
(signal loss)
          

          
            	Horomne
synthesis
            	CCTE_Simmons_AUR_TPO
            	Rat
            	Cell-free;
thyroid gland
tissue-based
            	Thyroid peroxidase
(TPO)
            	Activity %
(signal loss)
          

          
            	Iodine uptake
and transport
            	CPHEA_Stoker_NIS_Inhibition_RAIU
            	Human
            	HEK293T
            	Sodium/iodine
symporter (NIS)
            	Activity %
          

          
            	Thyroid hormone
responsive gene
expression
            	LTEA_HepaRG_THRSP
            	Human
            	HepaRG
            	mRNA
            	mRNA
expression
(fold change)
          

          
            	Cytotoxicity
(control)
            	TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist viabliltiy
            	Rat
            	GH3
            	Cytotoxicity
            	Viablility%
          

          
            	CCTE_Simmons_CellTiterGLO_HEK293T
            	Human
            	HEK293T
            	Cytotoxicity
            	Activity %
(signal loss)
          

          
            	CPHEA_Stoker_NIS_Cytotoxicity
            	Human
            	HEK293T
            	Cytotoxicity
            	Activity %
          

        

        
          
            a)MIE: Molecular Initiating Event; initial key event in thyroid-related pathways as identified in ToxCast/Tox21 assays.
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Summary of ToxCast/Tox21 high-throughput screening (HTS) results for pesticides
          
          

        

        
          
            
              	Pesticides
              	MIE
              	Assay name
              	Hit call
              	SCALED
_TOPa)
              	Emax
(%)b)
              	Cutoff
(%)
              	AC50
(μM)c)
              	Cytotox
Burst
(μM)d)
            

          
          
            	Folpet
            	Receptor Activity
            	TOX21_TSHR_HTRF_Agonist_ratio
            	Active
            	2.97
            	82.72
            	27.85
            	12.68
            	14.08
          

          
            	TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist
            	Active
            	5.54
            	124.34
            	22.44
            	1.88
            	14.08
          

          
            	Horomne synthesis
            	CCTE_Simmons_AUR_TPO
            	Active
            	2.13
            	42.70
            	20
            	25.65
            	14.08
          

          
            	Iodine uptake and transport
            	CPHEA_Stoker_NIS_Inhibition_RAIU
            	Active
            	1.77
            	98.35
            	55.54
            	11.62
            	14.08
          

          
            	Cytotoxicity
(control assays)
            	TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist
viabliltiy
            	Active
            	2.49
            	99.95
            	40.08
            	2.3
            	14.08
          

          
            	CCTE_Simmons_CellTiterGLO_HEK293T
            	Active
            	4.90
            	98.06
            	20
            	9.76
            	14.08
          

          
            	Bromoxynil
            	Receptor Activity
            	TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist
            	Active
            	2.68
            	60.14
            	22.44
            	51.61
            	55.77
          

          
            	Thyroid hormone
responsive gene expression
            	LTEA_HepaRG_THRSP
            	Active
            	7.61
            	7.40
            	0.97
            	26.48
            	55.77
          

          
            	Cytotoxicity
(control assays)
            	TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist viabliltiy
            	Active
            	2.49
            	99.95
            	40.08
            	2.3
            	14.08
          

          
            	Fenoxycarb
            	Iodine uptake and transport
            	CPHEA_Stoker_NIS_Inhibition_RAIU
            	Active
            	1.61
            	89.18
            	55.54
            	40.21
            	40
          

          
            	Cytotoxicity (control assays)
            	CPHEA_Stoker_NIS_Cytotoxicity
            	Active
            	1.29
            	63.21
            	48.91
            	34.0
            	40
          

        

        
          
            a)Scaled_TOP is the model-derived maximum response (Emax) normalized to the assay-specific activity threshold (Cutoff). A Scaled_TOP value ≥ 1.0 indicates that the modeled maximum response meets or exceeds the predefined cutoff and is therefore considered an active(hit) response in the assay.
          

          
            b)Emax, Maximum effect, maximal response, maximal activity
          

          
            c)AC50, Half-maximal activation concentration
          

          
            d)Cytotox_Burst refers to a nonspecific cellular response in which multiple cellular pathways are simultaneously activated as cells become damaged and lose homeostatic control and it can produce false positive signals. AC50, < Cytotox_Burst, indicating that the observed activity occurred below the concentration associated with general cytotoxicity; therefore, the response is considered specific and unlikely to reflect a cytotoxicity-related false positive.
          

        

        

      

      
        QSAR 모델을 이용한 예측
        갑상선 호르몬 수용체 작용 이외에 교란을 유발하는 다른 기작을 예측하기 위해 공개 QSAR 플랫폼인 VEGA(Mario Negri Institute, Milan, Italy)와 Danish QSAR(National Food Institute and Technical University of Denmark)를 활용하였다.

        VEGA 플랫폼에서는 Thyroid receptor α effect(NRMEA v1.0.1), Thyroid receptor β effect(NRMEA v1.0.1), Thyroperoxidase(TPO) inhibitory activity(OBERON v1.0.1) 모델을 대상으로 각 농약의 활성(Active/Inactive)을 예측하였다. 이때 적용범위(Applicability Domain, AD) 및 신뢰도(Reliability)를 고려하였으며, 적용범위 지수(Applicability Domain Index, ADI)가 0.85 이상인 경우 신뢰 가능한 예측 결과로 판단하여 활용하였다(VEGA HUB).

        Danish (Q)SAR database에서는 Iodothyronine deiodinase (DIO1, DIO2, DIO3) 억제, Thyroperoxidase(TPO) 억제, Thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) 억제, sodium/iodide symporter(NIS)와 관련된 모델을 활용하였다. Danish (Q)SAR Database에서는 QMRF(QSAR Model Reporting Format) 문서(DTU Food, 2018)에 따라 모델의 적용범위(AD)를 구조적 유사도(Structural domain)와 예측확률(Predicted Value)을 기준으로 정의하였다. 구조적 적용범위는 예측 농약과 학습세트 간의 Tanimoto 유사도를 이용하여 평가하였으며, 예측확률이 0.7 이상인 경우 활성(Positive), 0.3 이하인 경우 비활성(Negative)으로 분류하였다. 0.3~0.7 구간의 농약은 경계값(out of AD)으로 간주하여 예측의 신뢰도를 평가하였다.

        두 가지 QSAR 플랫폼에서의 예측 결과는 본 연구에서 수행한 세포 기반 갑상선 수용체 리포터 시험 결과와 국외 in vitro 및 in vivo 시험 결과와 비교 분석에 활용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        갑상선 세포독성 및 갑상선 호르몬 수용체(TR) 활성화(Agonist) 반응 분석
        EFSA에서 갑상선에 영향이 있을 것으로 우려하는 농약 3종(EFSA, 2019; EFSA, 2024)을 선정하고 갑상선 세포독성 실험을 수행하였다. 실험결과 Folpet의 반최대억제농도(IC50, half maximal inhibitory concentration)는 25.31 μM, Bromoxynil은 2268 μM, Fenoxycarb는 1990 μM이었다.

        갑상선 영향 작용 기작 중 갑상선 호르몬 수용체(TR) 활성화 반응에 대한 영향을 in vitro luciferase 시험을 통해 평가하고자 하였다. TRα 및 TRβ 대한 활성화 시험을 수행하였으며, 양성대조군으로는 T3를 사용하였다. 실험 농도는 갑상선 세포독성 평가의 결과(Fig. 1)에 따라 세포독성이 없는 농도에서 수행하였다. 시험 결과, 양성대조군에서의 갑성선 수용체 활성(relative activation, %) 반응은 확인된 반면, 실험농약은 0.1% 내외의 활성을 보여 모두 갑상선 호르몬 수용체에 유의한 활성화 영향은 없는 것으로 확인되었다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Cell viability of human thyroid cells after 24-h exposure to test pesticide. Data represent mean ± SD (n = 4). IC50 value, defined as the concentration of a test substance that reduces cell viability by 50%, was calculated using nonlinear regression (normalize response curve fitting) in GraphPad Prism 10.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            Agonist activity of test pesticides in TRα and TRβ reporter gene assays. Relative activation (%RA) was calculated based on the response induced by positive control, T3. Data represent mean ± SD(n = 3)
          
          

          

        

      

      
        고속대량시험(HTS) 데이터 분석
        In vitro 갑상선 호르몬 수용체 시험은 현재 활성화(agonist) 시험 결과의 활용에만 권고하고 있기 때문에 길항(antagonist) 영향 평가에 제약이 있다(OECD, 2024). 또한 갑상선 영향은 단일 경로가 아닌 여러 분자개시사건(Molecular Initiating Event, MIE)과 하위 생물학적 단계의 상호작용에 의해 나타나므로(EFSA, 2019) 다중 기전을 검토하기 위해 미국 EPA의 CompTox Chemical Dashboard(v2.6.0) 에 수록된 ToxCast/Tox21 in vitro HTS 데이터를 수집·분석하였다(Table 2).

        Folpet은 갑상선과 관련된 여러 어세이(TSHR, TR, TPO, NIS)에서 최대반응영향(Emax)을 Cutoff로 정규화한 Scaled_top값이 1 이상이므로 Hit call에서 활성(Active)으로 수집되었다(Table 3). 그러나 각 실험 별 AC50와 세포독성(cytotox burst 또는 viability assay 결과)을 비교한 결과, 세포독성에 의한 비특이적인 반응 가능성이 높은 것으로 판단되었다. CCTE_Simmons_AUR_TPO 실험의 경우, AC50 (25.65 µM)가 세포독성 급증농도 (Cytotox Burst, 14.08 µM)보다 높은 농도에서 관찰되어 세포독성에 의해 유도된 반응일 가능성이 높았다. TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist 실험의 경우, AC50(1.88 µM)가 세포독성 급증농도(14.08 µM)보다 낮았으나, 동일 세포주를 이용한 세포생존율 실험 (TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist viabliltiy)의 AC50(2.3 µM)와 유사하였다. 즉 세포독성(viability) AC50/Antagonist AC50의 비율 (1.22)이 5를 초과하지 않아 세포독성에 의한 영향을 배제하기 어렵다고 판단하였다(Debabrata Mahapatra et al., 2018). TOX21_TSHR_HTRF_Agonist_ratio 실험 및 CPHEA_Stoker_NIS_Inhibition_RAIU 실험은 대조군 세포생존율 실험(CCTE_Simmons_CellTiterGLO_HEK293T)과 비교 시, 세포독성이 나타난 농도(AC50 9.76 µM)보다 높은 농도에서 활성이 관찰되어, 세포독성에 의한 비특이적인 반응으로 간주되었다.

        Bromoxynil은 갑상선 관련 두 개의 어세이에서 모두 활성(Active)으로 수집되었다(Table 3). 갑상선 호르몬 수용체 길항 반응 시험(TOX21_TR_LUC_GH3_Antagonist)에서의 AC50 (51.61 µM)은 세포독성 급증농도(55.77 µM)와 유사하였고, 같은 세포계를 이용한 세포생존율 실험에서는 2.3 µM 농도에서 독성이 관찰되었다. 따라서 51.61 µM에서의 길항 활성은 비특이적 세포 독성 영향에 의한 것으로 판단하였다. 한편 갑상선호르몬 반응성 유전자(THRSP) 발현 어세이 (LTEA_HepaRG_THRSP)에서는 AC50 26.5 µM로 세포독성 급증 농도(55.77 µM) 이하에서 활성이 나타났다. 그러나 THRSP 유전자는 간세포의 지질·대사 조절에도 관여하는 것으로 알려져 있으므로(Yao et al., 2016) 갑상선호르몬계 반응으로 판단하기 위해서는 추가적인 자료 분석이 필요하다고 사료되었다.

        Fenoxycarb는 요오드 흡수·수송 경로에 대한 어세이 결과를 확인할 수 있었다. NIS 억제 어세이(CPHEA_Stoker_NIS_Inhibition_RAIU)는 활성으로 분류되었으나(AC50: 40.21 μM), 세포독성 급증농도(40 μM)와 유사하였다. 또한 세포독성 대조 어세이(CPHEA_Stoker_NIS_Cytotoxicity)에서 세포독성이 더 낮은 농도(AC50: 34 μM)에서 관찰되어 비특이적 세포독성에 기인했을 가능성이 높다고 판단하였다.

      

      
        QSAR 모델을 이용한 갑상선 영향 평가
        국외 고속대량시험(HTS) 데이터에서도 분자개시사건에 대한 자료 공백이 확인되었기 때문에 이를 보완하고자 in silico QSAR 모델을 적용하여 잠재적 갑상선 영향을 추가로 확인하고자 하였다.

        Folpet, Bromoxynil, Fenoxycarb 모두 VEGA 플랫폼의 갑상선 관련 3가지 모델에서 일관되게 비활성(negative)으로 예측되었다(Table 4). Thyroid receptor α 및 β effect (NRMEA v1.0.1), Thyroperoxidase (TPO) inhibitory activity (OBERON v1.0.1) 모델에서 세 농약의 적용범위(Applicability Domain, AD) 지수는 0.92~1.0으로 평가되어 모두 적용범위 내(in AD)에 포함되었다. 또한 일부 모델에서는 실험값이 함께 포함되어 예측의 신뢰도가 높은 것으로 평가되었다. 이를 종합할 때, 세 가지 실험농약은 갑상선 호르몬 수용체(TRα, TRβ) 및 TPO 억제 활성 기작을 통해 갑상선 기능에 영향을 미칠 가능성이 낮을 것으로 판단하였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Vega QSAR model predictions for thyroid hormone system-related endpoints
          
          

        

        
          
            
              	Models
              	Folpet
              	Bromoxynil
              	Fenoxycarb
            

            
              	Experimental
              	Prediction
              	AD status
(index
value)
              	Reliability
              	Experimental
              	Prediction
              	AD status
(index
value)
              	Reliability
              	Experimental
              	Prediction
              	AD status
(index
value)
              	Reliability
            

          
          
            	Thyroid receptor Alpha
effect(NRMEA)-v.1.0.1
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
            	N/A
            	NEG
            	IN
(0.92)
            	Good
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
          

          
            	Thyroid receptor Beta
effect(NRMEA)-v.1.0.1
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
            	N/A
            	NEG
            	IN
(0.92)
            	Good
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
          

          
            	Thyroperoxidase inhibitory
activity (OBERON)-v.1.0.1
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
            	NEG
            	NEG
            	IN
(1.0)
            	Good
          

        

        
          
            In the VEGA QSAR platform, the AD index (index value) represents the degree of reliability of a prediction, ranging from 0 (low reliability, outside the applicability domain) to 1 (high reliability, inside the domain).
          

          
            NEG: Negative; POS: Positive; INC: Inconclusive; N/A: Not Applicable
          

        

        

        Danish (Q)SAR에서는 Folpet의 경우, 8개의 모델에서 모두 비활성(negative)으로 예측되었다(Table 5). Thyroid peroxidase (TPO) inhibition QSAR1 모델과 Thyroid-stimulating hormone receptor(TSHR) inhibition에서는 예측확률이 각각 0.326 및 0.338로 나타나 경계값(0.3–0.7 범위)에 해당되어, 적용범위 밖(out of AD)으로 판정되었다. 다만 TSHR inhibition 모델에서는 비활성의 실험값이 존재하여 최종 비활성으로 판단하였다. 나머지 6개의 모델(TPO inhibition, NIS sensitivity, NIS specificity, DIO1 inhibition, DIO2 inhibition, DIO3 inhibition)은 적용 범위 내에서 비활성으로 예측되어 이와 관련된 기작으로 갑상선 기능에 영향을 미칠 가능성은 낮은 것으로 판단하였다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Danish QSAR model predictions for thyroid hormone system-related endpoints
          
          

        

        
          
            
              	Models
              	Folpet
              	Bromoxynil
              	Fenoxycarb
            

            
              	Experi-
mental
              	Probabil-
itya)
              	Predic-
tion
              	AD
status
              	Experi-
mental
              	Probabil-
ity
              	Predic-
tion
              	AD
status
              	Experi-
mental
              	Probabil-
ity
              	Predic-
tion
              	AD
status
            

          
          
            	Thyroperoxidase (TPO) inhibition QSAR1
(in vitro)
            	N/A
            	0.33
            	NEG
            	OUT
            	NEG
            	0.53
            	INC
            	OUT
            	NEG
            	0.53
            	INC
            	OUT
          

          
            	Thyroperoxidase (TPO) inhibition QSAR2
(in vitro)
            	N/A
            	0.19
            	NEG
            	IN
            	NEG
            	0.49
            	INC
            	OUT
            	NEG
            	0.44
            	INC
            	OUT
          

          
            	Sodium/iodide symporter (NIS), higher
sensitivity
            	N/A
            	0.11
            	NEG
            	IN
            	N/A
            	0.53
            	INC
            	OUT
            	N/A
            	0.52
            	INC
            	OUT
          

          
            	Sodium/iodide symporter (NIS), higher
specificity
            	N/A
            	0.10
            	NEG
            	IN
            	N/A
            	0.45
            	INC
            	OUT
            	N/A
            	0.43
            	INC
            	OUT
          

          
            	Iodothyronine deiodinase type 1 (DIO1)
inhibition (in vitro)
            	N/A
            	0.09
            	NEG
            	IN
            	N/A
            	0.52
            	INC
            	OUT
            	NEG
            	0.04
            	NEG
            	IN
          

          
            	Iodothyronine deiodinase type 2 (DIO2)
inhibition (in vitro)
            	N/A
            	0.09
            	NEG
            	IN
            	N/A
            	0.62
            	POS
            	OUT
            	N/A
            	0.14
            	NEG
            	IN
          

          
            	Iodothyronine deiodinase type 3 (DIO3)
inhibition (in vitro)
            	N/A
            	0.10
            	NEG
            	IN
            	N/A
            	0.46
            	INC
            	OUT
            	N/A
            	0.27
            	NEG
            	IN
          

          
            	Thyroid-stimulating hormone receptor
(TSHR) inhibition (in vitro)
            	NEG
            	0.34
            	NEG
            	OUT
            	N/A
            	0.19
            	NEG
            	IN
            	NEG
            	0.21
            	NEG
            	IN
          

        

        
          
            a)Probability, the model-estimated probability. According to the Danish QSAR Group criteria, positive predictions with probability ≥ 0.7 and negative predictions with probability ≤ 0.3 are considered within the applicability domain (AD). Predictions with probabilities between 0.5– 0.7(positive) or 0.3–0.5(negative) are defined as out of the applicability domain.
          

          
            NEG: Negative; POS: Positive; INC: Inconclusive; N/A: Not Applicable
          

        

        

        Bromoxynil의 경우, Danish (Q)SAR Database의 8개 갑상선 관련 모델 중 6개 모델에서 예측확률이 0.3~0.7 범위에 해당하여 불확정(inconclusive)으로 판정되었으며, 동시에 모델의 적용범위 밖(out of AD)으로 분류되었다. 그러나 이중 TPO inhibition 2개의 모델에서 비활성의 실험값이 존재하여 최종 비활성인 것으로 판단하였다. DIO2 inhibition 모델에서는 활성(positive)으로 예측되었으나, 결과가 적용범위 밖(out of AD)으로 분류되어, 해당 예측의 신뢰도는 제한적인 것으로 사료되었다. TSHR inhibition 모델에서는 비활성(negative, in AD)으로 예측되어, Bromoxynil은 TSHR inhibition, TPO inhibition 기작을 통해 갑상선 기능에 영향을 미칠 가능성은 낮은 것으로 판단되었다.

        Fenoxycarb의 경우, Danish (Q)SAR Database의 8개 갑상선 관련 모델 중 TPO inhibition QSAR1 및 QSAR2, NIS (higher sensitivity/specificity) 모델에서 예측확률이 각각 0.43~0.53 범위로 나타나 불확정(inconclusive)으로 판정되었으며, 동시에 적용범위 밖(out of AD)으로 분류되었다. 다만, TPO inhibition 모델 2가지의 경우, 비활성의 실험값이 존재하여 비활성으로 판단하였고 NIS 모델 2가지만 예측 신뢰도가 제한적인 것으로 판단하였다. 반면 DIO1, DIO2, DIO3, TSHR inhibition 모델에서는 적용범위 내(in AD)에서 비활성(negative)으로 예측되었으며, 특히 DIO1 inhibition 모델 및 TSHR inhibition 모델은 실험값이 비활성으로 확인되었다. 이를 바탕으로 Fenoxycarb는 TPO, DIO, TSHR 등 갑상선 관련 주요 기작을 통해 갑상선 기능에 영향을 미칠 가능성이 낮은 것으로 사료되었다.

      

      
        In vivo, in vitro, in silico 갑상선 영향 결과 비교
        농약에 의한 갑상선 교란은 시상하부-뇌하수체-갑상선축(HTP axis)의 조절 경로를 방해함으로써 갑상선 호르몬의 합성, 대사, 운반, 수용체 결합 등 여러 단계에서 일어날 수 있다고 알려져 있다(Antonio et al., 2020; Leemans et al., 2019; EFSA 2024). 대표적으로 일부 농약은 시상하부나 뇌하수체 수준에서 TRH(Thyrotropin-releasing hormone) 또는 TSH(Thyroid-stimulating hormone) 분비를 변화시켜 갑상선 자극 신호에 영향을 유발할 수 있다. 또한 갑상선호르몬(T3, T4)은 NIS(Sodium/iodide symporter)를 통한 요오드 흡수, TPO(Thyroperoxidase)에 의한 산화, Tg(Thyroglobulin)에 결합 등 복잡한 생합성 과정을 거치는데, 이러한 단계에 작용하여 갑상선호르몬 합성 또는 분비에 영향을 유발할 수 있다. 이외에도 혈중 운반단백질(Transthyretin, TTR; Thyroxin-binding globulin, TBG; 알부민)과 결합 방해, 세포막 수송체(Monocarboxylate Transporter 8, MCT8) 및 핵 내 갑상선 호르몬 수용체(TRα, TRβ) 교란 등이 갑상선 기능 이상을 초래할 수 있다고 보고되어 있다.

        본 연구에서는 국외에서 갑상선 영향 우려가 제기된 농약 3종을 대상으로 in vitro 및 in silico 실험을 통해 잠재적 갑상선 영향 기전을 예측하고, 그 결과를 in vivo 독성시험 결과와 비교하고자 하였다.

        Folpet의 경우, 2년 랫드 발암성시험에서 갑상선여포세포 과형성이 관찰되어 갑상선 영향 가능 물질로 분류되었다(EFSA 2019; EFSA 2024). 그러나 다른 문헌에서는 T4 호르몬의 감소가 최대내약용량(Maximally Tolerated Dose, MTD)을 초과하고 전신독성이 나타나는 용량에서만 보고되었다(EFSA, 2023; EPA, 2015). 본 연구의 in vitro 및 in silico 분석 결과에서도 Folpet은 TPO, TR, NIS 등 주요 갑상선 영향 경로에서 비활성으로 예측되어 in vivo에서 관찰된 T4 저하, 갑상선여포세포 과형성은 갑상선의 직접적 영향보다는 고용량 노출에 따른 2차적인 효과로 해석하는 것이 타당하다고 사료되었다.

        Bromoxynil의 경우, 90일 랫드 반복투여경구독성시험에서 갑상선여포세포 과형성이 관찰되어 갑상선 영향 가능 물질로 분류되었다(EFSA 2019; EFSA 2024). 또한 설치류 및 비설치류 반복투여독성시험에서 갑상선비대 및 소포세포 비대/증식이 보고되었으며, 일부시험에서 T4의 농도 감소가 나타났다(EFSA, 2017). 그러나간에서의 microsome 효소 유도가 확인되어 bromoxynil의 갑상선 영향은 간 대사 효소에 의한 2차적 영향으로 보고하였다(EFSA, 2017). 본 연구의 in vitro 분석의 갑상선호르몬 반응성 유전자(THRSP) 발현 어세이(LTEA_HepaRG_THRSP)에서 활성이 관찰되었다. 다만 THRSP 유전자는 간세포의 지질·대사 조절에도 관여하는 것으로 알려져 있으므로(Yao et al., 2016), 해당 활성은 갑상선 호르몬계에 특이적인 반응이라기보다는 간 대사 등에 따른 2차적 변화일  가능성을 배제하기 어려웠다. 따라서, 갑상선 관련 활성의 생물학적 의미를 명확히 하기 위해 추가 기전 검증이 필요하다고 사료되었다.

        Fenoxycarb는 90일 랫드 반복투여경구독성시험에서 갑상선여포세포 과형성이 관찰되어 갑상선 영향 가능 물질로 분류되었다(EFSA 2019; EFSA 2024). 그러나 다른 연구에서 갑상선과 관련된 호르몬의 변화, 조직병리학적 변화, 장기무게 변화가 보고되지 않았으며, 대신 간 대사 효소 유도, 간무게 증가 등이 관찰되어 갑상선 영향의 직접적인 기전과 연계성이 낮은 것으로 해당 연구에서는 평가되었다(EFSA, 2010). 본 연구에서는 HTS 어세이 중 NIS inhibition 어세이의 고농도에서만 활성이 관찰되었으나 이는 세포독성에 의한 것으로 판단하였고 in silico 모두 비활성으로 예측되어 갑상선 영향 가능성은 낮은 것으로 판단하였다.

        농약은 병해충·잡초로부터 작물을 보호하고 농산물의 생산성과 품질향상에 기여해 왔다. 그러나 일부 농약 성분은 내분비계(endocrine system)에 영향을 줄 수 있다는 가능성이 보고되고 있다(Mnif et al., 2011). 내분비계 영향 물질로 평가할 시에는 단순한 표면적인 관찰보다는 기전에 기반한 시험방법을 적용하여 내분비계 영향 가능성이 있는 물질과 2차적인 영향에 의한 물질인지 구분할 필요가 있다. 이러한 측면에서 in vitro 및 in silico 기반의 시험법은 동물시험의 대체뿐 아니라 내분비계 영향 가능성을 조기에 탐지할 수 있는 과학적 스크리닝 도구로서 유용하다고 판단된다.
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