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Abstract

This present study was undertaken to examine the molecular mechanisms

of mutagenesis and apoptosis of Di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), dibutyl

phthalate (DBP) and its metabolites mono (2-ethylhexyl) phthalate (MEHP),

2-ethylhexanoic acid (2-EHA) and monobutyl phthalate (MBP) in human

lymphoblastoid TK6 cells. TK6 cells were exposed to either rat S9 activated

DEHP, DBP for 6 h or MEHP, 2-EHA and MBP for 1 h in serum-free

medium. Cell survival determined by trypan blue exclusion, and 6-thioguanine

and trifluorothymidine-resistant mutants at the hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransferase (HPRT) and thymidine kinase (TK1) genes were

assessed with doses of which relative survival is 30 % or more. DEHP, DBP

and its metabolites tested showed dose-dependent increases in cell killing and

mutant fraction with increasing nitric oxide (NO•) production but exhibited

considerable variation in potency. MEHP, 2-EHA and MBP were considerably

more cytotoxic and mutagenic than the corresponding parent compound DEHP

and DBP. These findings indicate the mutagenicity of DEHP, DBP and its

metabolite at the HPRT and TK1 loci and contribute to the elucidation of

mechanisms through which DEHP, DBP and its metabolite may exert its

effects in vivo.

MEHP, one of the metabolites of DEHP. However, the detailed mechanisms

of toxicity remain unclear. The present study investigated the role of NO•

and reactive oxygen species (ROS), and inhibitors of apoptosis (IAPs) during

apoptosis induced by MEHP in TK6 cells. Here we show MEHP induced

strong apoptotic response in TK6 cells. MEHP up-regulated the expression of

nitric oxide synthase (NOS), elevated NO• and ROS production and

weakening the anti-apoptotic signals IAPs thus facilitating the process of
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apoptosis. Collectively, our results indicate that MEHP-induced apoptosis was

related with modulation of endogenous NO• and ROS, and IAP family gene

expression.
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Ⅰ. 서 론

내분비계 교란물질 (Endocrine disruptors)은 환경호르몬이라고도 하며, 환경에

배출된 합성 화학물질들이 생물체 내에 들어가 호르몬과 유사한 작용을 하여 정

상적인 내분비계 기능을 방해하는 물질을 뜻한다[1]. 내분비계 교란물질은 대부

분 생물에 의해 잘 분해되지 않기 때문에 장기간에 걸쳐 환경 속에 잔류하고 있

으며, 체내에 축적됨으로써 호르몬 분비와 활동에 이상을 일으켜 비정상적인 대

사기능을 일으키고 생식기능을 파괴하는 등의 심각한 증상을 야기할 수 있다. 내

분비계 장애를 유발 할 수 있는 물질 가운데 현재까지 집중적으로 연구되고 있

는 물질들은 음료수 코팅물질 등에 사용되는 bisphenol A, 가정용세제 성분의 분

해물인 alkylphenol류, 소각장의 dioxin류, 농약이나 변압기절연유로 사용되었으나

사용이 금지된 DDTs와 PCBs 그리고 플라스틱 가소제인 phthalate류 등을 들

수 있다[2]. 내분비계 교란물질에 대한 독성 연구는 주로 생리 및 형태적인 변화

에 대한 것이 대부분이었으나, 근래에는 세포 손상의 기전에 대한 연구가 점점

증가하고 있다. 세포 증식의 변화 및 세포사멸 (apoptosis) 유발은 세포 손상과

관련된 중요한 변화로 보고되며, 최근에는 세포의 apoptosis에 관련된 다양한 분

자들의 변화가 내분비계 교란물질에 의한 손상 시에도 관련될 것으로 보고되고

있다[3].

내분비계 교란물질 중 한 종류인 프탈레이트 (phthalate)는 플라스틱을 부드럽

게 만드는 가소제역할을 하며, 점성 조절제, 안정제, 윤활제 등의 물성을 가지고

있어 전자제품, 페인트안료, 식품용기, 어린이용 완구용품, 화장품 및 의약품 등

일상생활에 필수적으로 쓰이고 있다[4]. 많은 phthalate 종류 중에서 대표적으로

Diethyl phthalate (DEP), Di-(2-ethyl-hexyl) phthalate (DEHP), Di-propyl

phthalate (DprP), Di-n-butyl phthalate (DBP), Di-n-pentyl phthalate (DPP),

Di-n-hexyl phthalate (DHP), Di-cyclohexyl phthalate (DCHP), Butyl benzyl

phthalate (BBP)와 Di-2-ethylhexyl adipate phthalate (adipate) 8종이 가장 일반

적으로 사용되고 있으며, 환경에서 잔류하는 독성이 매우 높은 내분비계 교란물
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질 및 생식독성의 일종으로 분류되어 진다[5, 6]. 여러 종류의 phthalate는 성호르

몬, 갑상선호르몬의 작용의 교란을 일으켜 생식능력 저하, 태아사망, 기형, 고환

과 간 상해 및 유방암, 간암 등을 유발하는 것으로 알려져 있다. 또한, 내분비 교

란물질로서 체내에 흡수되어 내분비계 교란을 통한 직접적, 간접적으로 여러 조

직과 세포에 영향을 주게 되고, 영향을 받은 세포 손상은 apoptosis 유발에 관련

하여 중요한 변화로 보고된다[3, 7, 8]. 현재 국내외적으로 사용이 규제되어온 유

해물질로 DEHP, DBP 등의 phthalate는 고위험성 물질에서 15종 물질에 포함되

며, 일부는 monoesters 형태의 대사산물이 되어 생식독성과 발달독성을 야기할

수 있는 것으로 알려져 있다. DEHP는 체내에 들어가면 빠르게 분해되는 특징이

있으며, 대부분 mono (2-ethylhexyl) phthalate (MEHP)와 2-ethylhexanoic acid

(2-EHA)로 빠르게 가수 분해된다. DBP는 매우 다양하게 사용되어 공기, 물, 음

식을 통해 계속해서 노출되어 체내로 흡수되면 mono-n-butyl phthalate (MnBP)

로 분해되고, 그 후 glucuronide가 결합된 형태로 배설되고, 일부는 unconjugated

monobenzyl phthalate (MBzP)와 free phthalic aicd 형태로 뇨를 통해 배출된다

[9, 10, 11, 12, 13].
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Fig 1. Structure of phthalate.
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Fig 2. Metabolic pathways of phthalate esters in humans [14]
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Fig 3. Metabolic pathways of DEHP [15]
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Fig 4. Metabolic pathways of DBP [16]

생물체는 유전정보를 세포 내 유전자에 보관하고 이러한 정보는 복제되어 다

음 세대로 전달되어지며, 정확한 유전자 복제와 염색체 분열을 통해 진행된다.

생물체는 분열과 복제를 진행하면서 발생하는 돌연변이를 막으려고 하지만 생물

체 유전자 복구 시스템의 한계를 넘으면 돌연변이로 이어지게 된다. 이러한 유전

자 돌연변이는 여러 질환을 발생시키는데 특히 암 유발 및 노화 촉진 등을 일으

킨다. Hypoxanthin-guanine phosphribosyltransferase (HPRT)는 퓨린의 대사과

정 중 salvage pathway에 관여하는 효소로 hypoxanthin과 guanin을 각각

inosine과 guanine monophosphate로 전환시켜 과다한 요산생성을 방지하는 역할

을 한다. HPRT는 정상적인 기질 외에도 6-thiogianine과 같은 정상 세포에 독

성이 있는 purine 유도체를 기질로 이용함으로서 purine 유도체가 포함된 배지를

사용하여 HPRT 결핍 세포를 선택적으로 배양할 수 있다[17, 18, 19].

L5178Y/TK+/- 세포의 thymidine kinase 결핍 (TK-/-) 돌연변이체는 pyrimidine
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의 유사체인 trifluorothymidine으로 선택된다. X-연결된 기능성 반접합성 HPRT

유전자와 달리, TK 유전자 자리는 마우스 염색체 11상에 위치하고 2개의 카피로

존재하며, 그 중 하나는 이종 접합체에서 기능적이다. 상염색체 위치로 인해, TK

유전자는 HPRT 유전자에서 검출되지 않은 유형의 돌연변이를 회수 할 수 있다.

즉, TK+ 대립 유전자는 유사 분열 재조합으로 인해 상실 될 수 있거나, HPRT

유전자에서 발생할 수 없는 돌연변이 세포는 HPRT 돌연변이에 치명적인 큰

DNA 결손에서도 생존 할 수 있다. TK 유전자 돌연변이 검정은 유전자 돌연변

이, 대규모 염색체 변화, 재조합 및 이수성을 포함하여 광범위한 유전적 손상을

검출 할 수 있다. 대부분의 변화는 인간의 종양에서 발생하며 발암과 관련이 있

는 것으로 보인다[20, 21].

산화질소 (nitric oxide, NO•)는 혈관의 이완, 신경 전달, 혈액 응고, 염증 반응

및 면역계의 방어기능 등의 생리적 기능을 나타내며, 과량의 NO•가 발생하게

되면 apoptosis, 패혈성 쇼크, 당뇨병과 같은 여러 질환의 원인이 된다[22]. 산화

질소는 L-arginine을 원료물질로 하여 산화질소합성효소 (nitric oxide synthase,

NOS)에 의해 합성되며, iNOS (inducible NOS), eNOS (endothelial NOS) 및

nNOS (neuronal NOS) 세 가지가 존재한다. 유도성의 iNOS는 지질다당체로 자

극한 각종 세포에서 발현되고, 침습성 세균에 감염된 상피세포 또는 IL-1과 같은

cytokine의 자극에 의해서도 발현이 증가한다. 또한 고농도의 NO•를 생산하여

nitrosation, nitration 및 oxidation 반응을 일으켜 선천적 면역에 깊게 관여하고

있다. 신경의 eNOS와 내피세포의 nNOS는 일반 세포에서 구상적으로 발현되고

짧은 시간동안 저농도의 NO•를 생산하여 세포 내 신호전달이나 단백질의 활성

또는 억제에 관여한다[23, 24]. NO•의 과발현으로 발생하는 문제는 핵 속에서 유

전자 변이를 일으키고, DNA 재생효소를 억제하고, DNA strand break를 매개한

다. 또한 NO•는 단백질과 핵산 반응을 포함한 몇 가지 세포독성을 가지며,

DNA 손상을 유도하고 p53 유도와 poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)의 활

성화를 통하여 세포사멸을 유발한다[23, 25].

활성산소 (reactive oxygen species, ROS)는 정상적인 세포 내 활성작용 과정

에서 생산되며 세포분화, 유전자 발현, cytokine에 대한 반응 등의 생물학적 과정

에 연관되어 있다. 그러므로 세포의 성장과 생존에는 ROS의 항상성을 유지하는
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것이 중요하다. ROS에는 superoxide, hydrogen peroxide 및 hydroxyl radical이

있으며, 넓게는 지질과산화물이나 할로겐화산소, 내피유래 이완인자로서 동정된

NO•도 포함된다[26, 27, 28]. ROS는 단백질, DNA, 지질 등을 산화시켜 cell

necrosis를 일으키는 역할을 하는 물질이며, 세포 내의 필수적인 second

messenger로서 특정 cytokine이나 성장 인자의 신호 전달에 중요한 역할을 한

다. 이는 ROS가 세포사멸에 중간 신호를 전달하는 매개체 역할 하여 apoptosis

유발의 원인을 제공하는 것을 알 수 있다. 이는 ROS는 TNF-α의 자극으로 인해

생성되어 다양한 신호 단백질을 산화시킴으로써 caspase를 통한 apoptosis 신호

경로와 nuclear factor kappalight-chain-enhancer of activator B cells (NF-κB)

를 통해 생존경로가 조절되는 것으로 보고된다[26].

세포의 죽음은 세포의 형태적 및 생화학적 특성에 의하여 necrosis와

apoptosis로 구분된다. Necrosis는 생리화학적인 외상에 의해 일어나는 세포의 죽

음이고, apoptosis는 여러 가지 외부 스트레스나 신호전달에 의해 세포 자신이

더 이상 손상을 치유하거나 세포증식이 불가능하다고 판단되면 일련의 신호들을

단계적으로 활성화시켜 유도한 죽음이다. Necrosis와 구별되는 점은 개체의 발생

단계나 DNA 손상, 바이러스 감염 등에 의한 유전적 조절 하에서 일어나는 정교

한 인체 방어 기전이라는 점이다. Apoptosis에는 세포질 및 염색질 응축, 세포막

수포화 현상, DNA 단편화 등이 수반되는데 이러한 현상은 세포 내부의 정교한

신호전달에 의해 조절된다. 또한 apoptosis는 개체 보존 수준에서 손상된 세포들

의 제거를 위한 중요한 수단이며, 정상적인 세포주기의 이탈이나 특정 세포주기

조절인자 활성의 변화가 apoptosis의 주원인이 될 수 있다[26, 29].

Inhibitor of apoptosis proteins (IAP)는 apoptosis 억제기능을 가지고 있는 단

백질이며, 인간에게서 보고된 IAP의 종류에는 cIAP-1, cIAP-2, XIAP, survivin

이 있다. Apoptosis는 활성화된 caspase-9에 의해 caspase-3과 다른 caspase를

활성화시킴으로써 신호를 단계적으로 증폭시켜 세포사멸을 일으킨다. 그러나

chrocaspase-3와 chrocaspase-9의 활성은 XIAP을 포함한 IAP family에 의해 억

제될 수 있다. Caspase에 결합한 IAP는 ubiquitin ligase로 작용하여 caspase를

분해시키고, IAP가 caspase와 세포사멸을 조절하는 것 이외에도 염증 신호와 면

역, 성장, 세포 전이도 조절할 수 있다고 한다[30, 31, 32]. 이러한 사실을 통해
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apoptosis에 기인하는 IAP family에 관한 연구를 진행하여 프탈레이트에 의한

apoptosis 유발이 TK6 세포에 어떠한 영향을 미치는지 알 수 있을 것으로 사료

된다.

본 연구에서는 human lymphoblastoid 세포주인 TK6 세포에서 DEHP, DBP와

이에 대한 대사산물인 MEHP, 2-EHA 그리고 MBP에 의한 작용기전을 분석하

여 독성 수준을 평가하고, 위 물질에 대한 기초자료를 제공하고자 실험을 진행하

였다.



- 10 -

Ⅱ. 재료 및 방법

Human lymphoblastoid 세포주인 TK6 세포는 Massachusetts Institute of

Technology (Cambridge, MA, USA)로부터 분양 받았으며, 10 % Horse serum

(Gibco)과 1 % Peniciline-Streptomycine (100 units/ml, Gibco), 1 %

L-glutamin (200 mM, 100X, Gibco)이 포함된 RPMI 1640 (welgene,

Gyeongsangbuk-do, korea) 배지를 사용하여 37 ℃, 5 % CO2 조건하에서 배양

하였다. 세포가 배양접시의 80 % 정도가 자라면 계대 배양하여 세포수를 일정하

게 유지하였다.

본 실험에서의 사용된 DEHP, DBP (Daejung, Gyeonggi-do, korea)는 멸균된

dimethyl sulfoxide (DMSO, bio basic, NY, USA)를 이용하여 25, 50, 100 mM

stock으로 만들어 4 ℃에 보관하여 사용하였다. MEHP (Sigma aldrich, St.

Louis, USA), 2-EHA (Daejung, Gyeonggi-do, korea) 및 MBP (Wako, Osaka,

Japan)는 멸균된 DMSO를 사용하여 100, 200, 400, 800 mM stock을 만들어 4

℃에 보관하여 사용하였다.

S9 mix는 Lyophilized SD rat liver S9. Aroclor 1254 (Moltox, Boon, NC),

180 mg/mL glucose-6-phosphate (Sigma aldrich, St. Louis, USA), 25 mg/mL

β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (Tokyo Chemical Industry,

Chuo-ku, Tokyo), 150 mM Potassium chloride (Junsei Chemical, Chuo-ku,
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Tokyo)을 각 2:1:1:1 비율로 섞어 제조하였으며, 시험물질을 배양하는 horse

serum을 첨가하지 않은 배지 양의 2 %를 첨가하여 실험을 진행하였다.

DEHP와 DBP는 S9을 처리하지 않은 직접법과 S9을 처리한 대사활성법 두 가

지 방법으로 실험을 진행하였으며, 직접법은 horse serum을 첨가한 배지를 사용

하였고 대사활성법은 horse serum을 제외한 배지에 S9 mix를 첨가하여 사용하

였다. 농도는 0, 25, 50, 100 µM로 측정하였으며, 6시간 동안 처리하여 실험을 진

행하였다. MEHP, 2-EHA와 MBP는 horse serum을 첨가하지 않은 배지를 사용

하였고, 0, 100, 200, 400 µM의 농도를 1시간 동안 처리하고 측정하여 실험을 진

행하였다.

또한 MEHP 시험물질의 시간의 흐름에 따른 영향을 살펴보기 위해 horse

serum 첨가 배지를 사용하여 24, 48, 72시간 동안 처리 하고 새로운 배지로 교체

한 뒤 overnight하여 안정화시킨 다음 측정하였다. 여러 농도를 24시간 처리하였

을 때 세포 생존율이 30 %가 되는 농도를 정하여 실험을 진행하였다.

세포 생존율은 Kim 등[33]의 방법을 변형하여 측정하였다. TK6 세포를 6 well

plate에 1 × 106 cells/well이 되도록 분주하고, DEHP, DBP, MEHP, 2-EHA 그

리고 MBP를 농도별로 처리하여 37 ℃, 5 % CO2 조건 하에서 배양하였다. 처리

시간이 지난 후 세포를 모아 부유시킨 후 세포 배양액과 trypan blue 용액을 1:1

로 섞어 hematocytometer에 고정하여 광학현미경으로 관찰하여 살아있는 세포를

계수하였다.
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특정 물질의 시간 변화에 따른 생존율 측정은 TK6 세포를 6 well plate에 1 ×

106 cells/well이 되도록 분주하고 처리시간에 따라 위와 같은 조건으로 배양 한

다. 그 후 세포를 모아 배지를 제거하고 Dulbecco’s Phosphate buffered saline

(D-PBS, welgene, Gyeongsangbuk-do, korea)를 이용하여 세포를 세척하고 새

로운 배지를 첨가하여 6 well plate에 재부유시켜 overnight 한 후 같은 방법으로

세포를 계수하였다.

돌연변이 빈도는 Li 등[34]의 방법을 변형하여 측정하였다. TK6 세포를 1 ×

106 cells/well의 비율로 분주하여 시험물질을 처리하고, 처리시간이 지난 세포를

D-PBS로 두 번 세척하여 100 mm culture plate에 배양하였으며, 계대배양하며

7-10일 동안 성장 시켰다. 각각의 처리그룹으로부터 well 당 40,000 cells/ 100

µL 세포의 밀도로 총 12개의 96 well plate로 분주하여 HPRT 돌연변이체 발현

에는 6-thioguanin (Alfa aesar, Massachusetts, USA)을 첨가하였고 TK1 돌연

변이체 발현은 trifluorothymidine (Tokyo Chemical Industry, Chuo-ku, Tokyo)

을 첨가하였다. 평판배양효율은 well 당 1 cell/ 100 µL의 세포 밀도로 6개의 96

well plate에 분주하였으며, 약 2주 동안 배양한 뒤 콜로니를 세어 돌연변이 빈도

를 계산하였다.

NO•

NO• 측정은 Byun 등[35]의 방법을 변형하여 실험을 진행하였다. 시험물질을

적정농도로 처리하고 처리시간이 지난 후 배지를 모아 원심분리 하여 상층액을

걷어낸 뒤 96 well plate에 100 µl씩 넣고 griess reagent A 와 griess reagent B
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를 1:1로 섞어서 제조한 혼합물을 100 µl씩 처리하여 실온에서 차광하여 10분간

반응시켰다. 10분 후 Spectra MR DYNEC technologies (Dynex Technologies

Inc., Chantilly, VA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였으며,

sodium nitrite (Sigma aldrich, St. Louis, USA) 표준곡선을 그려 계산하였다.

시험물질에 대한 ROS 생성은 6 well plate에 TK6 세포를 처리시간 만큼 배양

후 10 mM 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (H2DCFDA, Sigma aldrich, St.

Louis, USA) stock을 37 ℃에서 30분 동안 처리하였다. 처리한 세포를 모아 원

심 분리하여 상층액을 제거하고 D-PBS를 사용하여 세포를 2번 세척하였다. 형

광정도를 측정하기 위해서 D-PBS를 500 µL를 넣어 재부유 한 뒤 차광하여 보

호하고 flow cytometry (BD Accuri C6 Plus, BD Biosciences)를 이용하여 측정

하고 CellQuest program으로 분석 하였다.

TK6 세포에 시험물질을 처리하고 처리시간 동안 배양한 후, D-PBS로 2번 세

척하였다. 얼음 안에서 1X Annexin V Binding buffer을 200 µL 넣고 섞은 다음

propidium iodide (PI)와 Annexin을 각 5 µL씩 넣어준 뒤 15분 동안 실온에서 차

광하여 반응시킨다. 반응 시간 후 1X Annexin V Binding buffer을 290 µL 넣고

잘 섞어준 뒤 세포를 flow cytometry (BD Accuri C6 Plus, BD Biosciences)로

측정하였다. 측정 후 CellQuest program을 사용하여 본 결과를 분석하였다.
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RT-PCR은 Im 등[36]의 방법을 참고하여 측정하였다. 처리시간 동안 배양한

세포를 2번 세척하여 TRI reagent (Sigma aldrich, St. Louis, USA)를 첨가하여

잘 섞어주고, 12,000 xg로 4 ℃에서 10분 동안 원심 분리하여 상층액을 새로운

tube에 모아 실온에서 5분간 반응시킨다. 세포를 분리하기 위해서 chloroform

200 µL를 넣고 10분 동안 실온에서 반응시키고 12,000 xg로 4 ℃에서 15분간 원

심 분리하여 나타난 상층액을 새로운 microtube로 옮겼다. Isopropanol 500 µL를

넣고 실온에서 10분간 반응시킨 뒤, 12,000 xg로 4 ℃에서 10분간 원심 분리하여

RNA를 침전시켰다. 원심분리 후, RNA pellet을 75 % ethanol로 세척하고 12,000

xg로 4 ℃에서 5분간 원심분리 하였다. 75% ethanol이 날아가도록 말린 후, 추출

한 RNA를 멸균된 DEPC-water에 녹인 후 RNA를 정량하였다. 정제한 RNA 1

µg을 주형으로 계산하여 각각의 primer와 DEPC-water 그리고 TOP script™

one-step RT-PCR kit (Enzynomics, Daejeon, Korea)를 넣고 gene pro yhermal

cycler TC-E (Bioer technology, Hangzhou, China)를 이용하여 증폭시킨 후,

PCR 산물을 ethidium bromide (EtBr)가 포함된 1.5 % agarose gel에서 15분간

100 V에서 전기영동 하여 chemidoc universal hood Ⅱ (Bio-rad, Hercules, CA,

USA)으로 발현을 확인하였다. 대조군으로 β-actin을 사용하였다.

본 실험의 결과는 평균 ± 표준편차로 나타냈으며, 모든 실험 결과는 PASW

statistics 19 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS) 통계 프로그램

을 이용하여 Student t-test에 의해 통계적 유의성을 나타내었다.
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Ⅲ. 결 과

내분비계 교란물질인 DEHP, DBP와 이에 대한 대사산물인 MEHP, 2-EHA 그

리고 MBP를 TK6 세포에 처리하였을 때 나타나는 세포 생존율, 돌연변이 빈도

측정, NO• 및 ROS 생성량의 변화 측정 등의 다양한 방법을 사용하여 평가하고

자 하였다.

1) DEHP, DBP와 대사물질 처리가 세포 생존율에 미치는 영향

인간 림프아성 TK6 세포에 parents compound인 DEHP와 DBP, 이에 대한 대

사물질인 MEHP, 2-EHA 및 MBP를 처리한 후 세포생존율의 변화를 알아보기

위해 trypan blue exclusion을 시행하였다. DEHP와 DBP는 S9을 처리하지 않고

시험물질만 처리한 직접법과 S9을 처리한 대사활성법으로 실험을 진행하였고, 이

때 S9을 처리한 경우는 horse serum을 첨가하지 않은 배지를 사용하였다. 농도

는 0, 25, 50, 100 µM로 6시간 동안 처리하였으며, 농도 의존적으로 감소함을 보

였으나 최소 80 % 이상의 세포생존율로 큰 변화를 나타내지 않았다. 그러나 S9

을 처리한 경우 최대 50 %의 세포 사멸률을 나타내며 직접법으로 처리했을 경우

에 비해 크게 감소했음을 알 수 있었다. DEHP의 대사산물인 MEHP, 2-EHA 그

리고 DBP의 대사산물인 MBP는 horse serum이 없는 배지를 사용하였으며, 0,

100, 200, 400 µM 농도로 1시간 동안 처리하여 배양하였다. MEHP, 2-EHA 및

MBP는 농도 의존적으로 유의하게 생존율의 감소를 나타내었고 최고농도인 400

µM에서 70-80 %의 세포 사멸률을 나타내었으며, 이는 대사산물이 parents

compounds 보다 강한 세포독성을 가졌다는 것을 알 수 있었다.
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Fig. 5. Effect of phthalate exposure on TK6 cell proliferation and

viability.

Survival of TK6 cells after (A) DEHP (-/+S9), MEHP, 2-EHA, (B) DBP

(-/+S9) and MBP treatment, as determind by trypan blue exclusion. Cells

treated with DMSO acted as controls. Results are presented as a percentage

of control cells. The data are expressed as the mean ± SD of three

experiments. *p < 0.05 compared to the control by Student’s t-test.
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2) HPRT와 TK1 유전자의 돌연변이 빈도 분석

화학물질의 유전자 변이원성 평가를 위해 HPRT, TK1 유전자를 이용하여

TK6 세포에 유전자 변이시험을 수행하였다. 본 실험에 사용된 시험물질의 농도

는 대사산물에서의 세포 생존율에서 30 %의 생존율을 나타내는 농도를 기준으

로 대조군, 30 % 이상의 생존율을 나타내는 농도를 한 개 이상 선택하여 분석하

였다. DEHP (-/+S9)와 DBP (-/+S9)는 0, 200, 400, 800 µM의 농도로 처리하였

고, MEHP, 2-EHA와 MBP는 0, 200, 400 µM의 농도로 처리하였다. Table 1.에

나타난 결과를 보면 전체적으로 농도 의존적으로 증가함을 보였다. DEHP와

DBP에서 400 µM을 기준으로 S9을 첨가하지 않았을 때와 첨가 하였을 때를 비

교하였을 경우 각 11.2, 15.6 (HPRT), 7.3, 8.7 (TK1)배가량 높게 나타났고, 유의

성을 살펴보면 DEHP+S9, MEHP와 2-EHA는 DEHP와 통계적으로 비교하였고

DBP+S9과 MBP는 DBP를 기준으로 하여 통계를 나타내었으며, 그 결과 2-EHA

의 무처리군을 제외한 모든 결과에서 DEHP와 DBP를 기준으로 통계적으로 유

의함을 나타내었다.
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Table 1. Mutation fraction in the HPRT and TK1 genes of TK6 cells

exposed to phthalate.

x 10-5 0 200 400 800

HPRT

DEHP 0.18 ± 0.018 0.43 ± 0.024 0.47 ± 0.039 0.6 ± 0.04

DEHP+S9 4.43 ± 0.437* 4.42 ± 0.448* 5.26 ± 0.343* 6.27 ± 0.501*

MEHP 0.35 ± 0.051* 0.89 ± 0.0* 10.47 ± 0.053* -

2-EHA 0.19 ± 0.0 5.73 ± 0.282* 6.05 ± 0.345* -

DBP 0.63 ± 0.06 0.8 ± 0.06 1.08 ± 0.108 1.14 ± 0.036

DBP+S9 4.43 ± 0.437* 7.55 ± 0.667* 7.86 ± 0.213* 7.95 ± 0.39*

MBP 0.35 ± 0.051* 8.61 ± 0.291* 14.27 ± 0.402* -

TK1

DEHP 0.95 ± 0.04 0.84 ± 0.034 0.69 ± 0.046 1.19 ± 0.014

DEHP+S9 4.01 ± 0.044# 10.55 ± 1.0# 10.79 ± 0.63# 11.55 ± 0.349#

MEHP 1.7 ± 0.031# 9.59 ± 0.439# 10.71 ± 0.097# -

2-EHA 1.7 ± 0.031# 9.45 ± 0.436# 9.96 ± 0.318# -

DBP 0.95 ± 0.04 1.06 ± 0.127 1.21 ± 0.326 1.52 ± 0.223

DBP+S9 4.01 ± 0.044# 8.1 ± 0.386# 10.58 ± 0.696# 11.57 ± 0.421#

MBP 1.7 ± 0.031# 8.89 ± 0.081# 9.20 ± 0.055# -

The data are expressed as the mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to DEHP

and #p < 0.05 compared to DBP by Student’s t-test.
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3) DEHP, DBP와 대사물질에 의한 NO• 생성량 측정

DEHP, DBP 및 대사물질 처리에 의한 TK6 세포에서의 NO•의 생성을 확인

하기 위해 griess reation assay를 통해 실험을 진행하였다. Griess reation assay

는 질소환원효소를 이용하여 NO3-를 NO2-로 환원시키고 griess 시약을 이용하여

발색반응을 일으켜 NO2-의 농도를 측정한다[37]. Table 2.에서 보는바와 같이 모

든 시험물질에서 농도 의존적으로 산화질소 생성량이 증가하는 것을 알 수 있었

다. DEHP와 DBP는 1.17-6.88 µmols/109, S9을 넣었을 때는 19.16–142.9

µmols/109으로 보다 높은 수치를 나타났으며, 통계적으로 유의한 증가를 나타내

었다. 대사물질 중에서는 2-EHA와 MBP는 2.5-31.8 µmols/109 사이에 유사한 값

을 나타냈으며, MEHP는 400 µM 농도에서 528.7 µmols/109의 가장 높은 생성량

을 나타내었다.
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Table 2. Production of nitric oxide by TK6 cells treated with phthalate.

NO•

(µmols/109)
0 200 400 800

DEHP 1.2 ± 1.27 3.4 ± 1.38 3.4 ± 0.61 3.5 ± 1.28

DEHP+S9 19.2 ± 1.86* 66.7 ± 9.91* 108.3 ± 12.81* 132.7 ± 27.18*

MEHP 3.9 ± 1.6 92.3 ± 37.86 528.7 ± 99.65* -

2-EHA 4.2 ± 4.58 17.0 ± 4.6* 31.8 ± 0.0* -

DBP 2.2 ± 1.11 3.5 ± 1.2 4.5 ± 0.47 6.9 ± 3.98

DBP+S9 21.5 ± 2.62# 65.9 ± 24.0# 86.1 ± 23.47# 142.9 ± 5.35#

MBP 2.5 ± 0.8 11.5 ± 7.29 30.4 ± 8.26# -

The data are expressed as the mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to DEHP

and #p < 0.05 compared to DBP by Student’s t-test.
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4) DEHP, DBP와 대사물질에 의한 ROS의 생성량 측정

세포 내 ROS 생성량을 측정하기 위해서 세포 내 ROS의 양을 측정할 수 있는

지표로 사용되는 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate라는 형광물질을 사용하였다.

H2DCFDA는 ROS에 의해 산화되어 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF)로 변환되어

형광을 나타내게 된다[38]. 이에 본 실험에서는 H2DCFDA 시약을 사용하여 ROS

의 생성량을 측정하였다. DEHP와 DBP는 0, 400, 800 µM의 농도로 ROS 생성량

을 측정하였으며, S9을 처리하지 않았을 때 control에 비교한 값은 최대 8-13 %,

S9을 처리하였을 때는 최대 31-34 %로 4배가량 높은 ROS 생성을 나타내는 것

을 알 수 있었다. 또한 S9을 첨가하여 처리하였을 때 통계적으로 유의하게 증가

함을 알 수 있었다. 대사물질인 MEHP, 2-EHA와 MBP에서의 ROS 생성량을 살

펴보면 각 control에 비교하여 통계적으로 유의하게 농도 의존적으로 증가하였으

나 control에 비교한 값이 50 %가 넘는 MEHP와 MBP에 비해 2-EHA는 40 %

로 보다 적은 ROS 생성량을 나타내었다.



- 22 -

0

20

40

60

80

100

120

0 200 400 800

R
O

S
 p

ro
d

u
ct

io
n

 (
%

)

µM

DBP

DBP+S9

MBP
* *

**

*

*

*

* *

*

*

A

0

20

40

60

80

100

120

0 200 400 800

R
O

S
 p

ro
d

u
ct

io
n

 (
%

)

µM

DEHP
DEHP+S9
MEHP
2-EHA

B

Fig. 6. Effect of phthalate on ROS levels in TK6 cells.

TK6 cells were exposed to DMSO or phthalate in vitro and subjected to in

vitro ROS assays to measure ROS levels. After being treated for 6 or 1h,

TK6 cells were collected for H2DCFDA staining. (A) shows DEHP (-/+S9),

MEHP, 2-EHA. (B) shows DBP (-/+S9) and MBP. The data are expressed

as the mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to untreated

group by Student’s t-test.



- 23 -

PART1.에서는 DEHP, DBP와 이에 대한 대사산물인 MEHP, 2-EHA 및 MBP

의 독성유발 기전에 대해서 살펴보았다. 그 결과 DEHP, DBP보다 MEHP,

2-EHA 및 MBP에서 TK6 세포에서 유전독성을 유발하는데 높게 관여하는 것을

알 수 있었다. 대사산물인 MEHP, 2-EHA 및 MBP를 MTT assay를 이용하여

세포 생존율을 측정한 예비실험을 통해 세포독성을 확인한 결과 MEHP에서 세

포 사멸률이 가장 높게 나타났고, 2-EHA와 MBP에서는 MEHP보다 현저하게

낮은 세포 사멸률을 나타내었다. 그러므로 대사산물 중에서 MEHP를 처리하였을

때 TK6 세포에서 발생하는 apoptoosis 기전을 분석하였다.

1) MEHP 노출이 세포 생존율에 미치는 영향

DEHP의 1차 대사산물인 MEHP를 노출되는 시간에 따라 세포에 미치는 영향

을 조사하기 위해서 24시간 동안 여러 농도를 노출시켜 30-35 %의 세포 생존율

을 나타내는 농도를 설정하였다. 선택된 농도를 노출시간의 증가에 따른 세포 생

존율을 측정하였다. 세포를 1 × 106 cells/well 의 밀도로 horse serum이 첨가된

배지를 사용하여 6 well plate에 배양하였고 MEHP를 세포에 직접 처리하였다.

처리시간 후 새로운 배지로 교체하고 하루 동안 안정화 시킨 후 trypan blue

exclusion 방법을 사용하여 생존율을 계산하였다. 그 결과로 세포 생존율이 농도

의존적으로 유의하게 증가함을 알 수 있었고, 400 µM의 농도에서 35 %의 세포

생존율을 나타내었다. 이 후 400 µM의 MEHP를 24, 48, 72시간 동안 처리한 결

과 시간이 증가함에 따라 세포 사망률이 통계적으로 유의하게 증가하였다.
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Fig. 7. Effect of MEHP exposure on TK6 cell, as determined by trypan

blue exclusion.

(A) Survival of TK6 cells after treatment with MEHP for 24, 48 and 72h in

TK6 cells. (B) Cell viability in TK6 cells exposed to MEHP for 24h. Results

are presented as a percentage of control cells. The data are expressed as the

mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to the control by

Student’s t-test.
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2) MEHP에 의한 NO• 생성량 측정

TK6 세포에서 MEHP를 시간별로 처리하였을 때 발생하는 NO• 생성량을 측

정하였다. MEHP를 24, 48, 72시간 처리하였을 때 15.2, 27.7, 97.8 µmols/108으로

24, 48시간은 비슷한 수치를 나타내었으며, 72시간을 처리하였을 때 24, 48시간

보다 3.5-6.4 배가량 높은 수치가 나타났다. 또한, 통계적으로 유의성을 검증한

결과 시간 의존적으로 유의하게 증가하는 것을 알 수 있었다(Fig 8.).
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Fig. 8. Effects of MEHP on cellular NO• level in TK6 cells.

Cells were treated with 24, 48, 72h of MEHP at 400 µM. Detection of NO•

using griess reagents. The significant increased in NO• production was

detected in treated cells compared to control untreated cells. The data are

expressed as the mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to the

control by Student’s t-test.
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3) MEHP를 처리한 TK6 세포에서의 NOS mRNA 발현

RT-PCR을 사용하여 MEHP를 처리한 TK6 세포의 nNOS, iNOS 및 eNOS의

발현을 조사하였다. 그 결과 iNOS와 eNOS에서 시간 의존적으로 확실히 발현의

증가를 보였지만, nNOS는 시간변화에 큰 차이를 나타내지 않고 거의 일정한 발

현 상태를 나타내었다(Fig 9.). NOS 발현은 앞서 살펴보았던 NO•의 측정결과와

일치하게 시간 의존적인 증가를 나타내는데 이는 NO• 생성량의 변화가 산화질

소 합성효소인 NOS의 발현량과 관계가 있다는 것으로 판단된다.
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Fig 9. Effects of MEHP on NOS mRNA expression in TK6 cells.

Expression of NOS mRNA in TK6 cells were detected by RT-PCR.

Representative RT-PCR products for nNOS, iNOS, eNOS and β-actin are

shown. RT-PCR products were separated on 1.5 % agarose gel and stained

with EtBr.
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4) MEHP를 처리한 TK6 세포 내에서의 ROS의 생성량 측정

MEHP가 시간별로 TK6 세포에 미치는 ROS 양을 측정하였다. Fig 10.에서 볼

수 있듯이 MEHP 400 µM을 24, 48, 72시간으로 처리하여 ROS 생성량을 측정하

였고, 각 72.7 %, 81.7 %, 91.2 %의 수치로 통계적으로 유의하게 증가하였다. 세

포 내, 외부로 자극하는 데미지로 인해 발생하는 ROS로 인해 DNA 및 미토콘드

리아의 손상을 야기하여 apoptosis 유발에 관여하므로[39] 이러한 결과는 TK6

세포의 apoptosis 유발에 관여함을 알 수 있다.
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Fig. 10. Effects of MEHP exposure on TK6 cells ROS production.

Induction of ROS production after 24, 48 and 72h of exposure to MEHP in

TK6 cells. Detection of ROS using H2DCFDA dye. The data are expressed as

the mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to untreated group

by Student’s t-test.
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5) Annexin V-FITC와 PI 염색에 의한 TK6 세포에서의 apoptosis 분석

Annexin V-FITC와 PI로 이중 형광 염색하여 apoptosis 유발 정도를 측정하였

다. Apoptosis가 발생하게 되면 세포질 쪽에 위치하고 있던 phosphatidyl serine

(PS)이 세포막 바깥쪽으로 노출되게 되는데, 이 때 annexin V는 PS에 선택적으

로 결합하여 형광을 나타내게 된다. 또한, propidium iodide (PI)는 세포 안의 핵

과 결합하여 형광을 나타내므로 PI 형광의 증가량을 통해 세포의 손상을 알 수

있다[28]. 이러한 원리를 토대로 TK6 세포에 노출된 MEHP에 의해 발생하는

apoptosis의 양을 측정하였다. TK6 세포에서 MEHP를 400 µM 농도로 24, 48,

72시간 동안 처리한 후에 새로운 배지로 교체하고 overnight 하여 안정화를 시킨

후 Annexin V-PI staining을 통해 분석하였으며, MEHP에 의해 나타난 세포사

멸이 시간에 따라 증가하는 경향을 나타내는 것을 확인하였다. Fig 11.에서 확인

할 수 있듯이 MEHP를 24, 48, 72시간 동안 처리했을 때 세포가 오른쪽에서 증

가하고, 수치화 하여 나타내었을 때 apoptosis는 36.0 %, 57.8 %, 71.9 %로 시

간 의존적으로 증가하였고 통계적으로 유의함을 알 수 있었다.
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Fig. 11. Apoptosis of MEHP determined by flow cytometry assays.

Annexin V flow cytometry assay was performed to visualize the extent of

programmed cell death in the control group and groups treated with MEHP.

After being treated for 24, 48, 72h, TK6 cells were collected for Annexin

V-FITC and PI staining followed by flow cytometry analysis. (A) shows flow

cytometric plots. (B) shows flow cytometric analysis result. Each values is

the mean ± SD of three experiments. *p < 0.05 compared to control by

Student’s t-test.
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6) MEHP가 IAP family 발현에 미치는 영향

Apoptosis 조절인자 중에서 IAP family에 속하는 인자들이 caspase와 직접적

인 결합을 통하여 그들의 apoptosis 활성을 억제 할 수 있는 것으로 밝혀져 있다

[40]. 따라서 MEHP에 의해 유도된 apoptosis 기전을 분석하기 위하여 IAP

family인 survivin, XIAP, cIAP-1 그리고 cIAP-2의 발현 양상을 mRNA 수준에

서 탐색하였다. 그 결과 Fig 12.에서 나타난 바와 같이 cIAP-1을 제외한

survivin, XIAP 그리고 cIAP-2의 발현량이 저해된 것을 볼 수 있었다. 시간에

따라 나타나는 발현 양상을 비교하였을 때 MEHP를 24, 48시간 처리를 했을 경

우는 control에 비해 차이가 없는 것을 확인하였고, 72시간을 처리했을 때 눈에

띄게 감소하는 경향을 보였다.
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Survivin (447bp)

XIAP (819 bp)

cIAP-1 (551 bp)

cIAP-2 (1068bp)

β-actin (250 bp)

Control        24           48           72       (h)

Fig. 12. Effect of MEHP on IAPs family expression.

Cells were treated with 24, 48, 72h of MEHP at 400 μM and thereafter the

expression of survivin, XIAP cIAP-1 and cIAP-2 mRNA was analyzed by

semiquantitative RT-PCR. As internal controls, β-actin used. The resulting

cDNAs were subjected to PCR with the indicated primers, and the reaction

products were subjected to electrophoresis in 1.5 % agarose gel and

visualized by EtBr staining.
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Ⅳ. 고 찰

환경호르몬이라 불리는 내분비 교란물질에 의해 유발되는 생식기능 저하, 기

형, 성장장애, 면역기능 저하, 암 등 생물체에 미치는 영향들에 대하여 논란이 되

고 있다. 동물실험을 통해서 표적 기관인 생식계에 미치는 영향에 대한 연구는

이루어졌으나 사람의 생체 내에서도 나타나는 가능성에 관해서는 명확하게 밝혀

진 바가 없다. 또한, 현재까지 연구된 내분비교란 작용을 나타낸 물질들은 작용

범위 및 손상 정도가 일정하지 않았기에 다양한 내분비계 교란물질이 인체 내에

서 일어나는 손상과 작용 범위를 확실하게 이해할 수 있는 자료를 위한 연구가

이루어져야 할 필요가 있다[11, 41].

내분비 교란물질 중에서 문제가 되고 있는 phthalate류의 DEHP와 DBP에 대

한 연구를 진행하게 되었으며, 이러한 물질들은 플라스틱 가소제로서 일상생활에

서 많이 쓰여 쉽게 노출될 수 있다. 또한, 동물실험을 통해 암 유발과 간 손상

및 남성 생식기관에 영향을 미치는 것을 확인하였으며, DBP는 일종의 가스로 공

기 중에서 포함되어 계속적으로 노출 될 수 있다[10, 42, 43]. DEHP와 DBP는 생

체 내로 유입되면 다양한 물질로 대사되는데 DEHP는 주로 MEHP로 전환되고

일부 2-EHA로 전환되며, DBP는 MBP로 대사된다[44]. 본 화합물뿐만 아니라

생체 내로 유입되었을 때 변환되는 대사산물을 통해 발생되는 문제점에 대한 연

구를 진행할 생각이다. 현재 인간 체내에서 어떠한 영향을 미치는지에 대한 연구

진행은 미흡한 실정이다. 그래서 본 실험에서는 phthalate가 인간 림프아성 TK6

세포에 노출되었을 때 미치는 영향을 돌연변이성 및 세포사멸 기전을 통해 살펴

보았다.

Phthalate를 TK6 세포에 농도별로 처리하여 세포 생존율을 측정한 결과

DEHP와 DBP는 S9을 함께 처리한 경우 농도 의존적으로 세포 생존율이 감소하

는 것을 확인할 수 있었다. 또한 이에 대한 대사산물인 MEHP, 2-EHA와 MBP

를 농도별로 처리하였을 때 통계적으로 유의하게 감소하였으며, 특히, MEHP에

서 가장 높은 사멸률을 나타낸 것을 확인할 수 있었다. 유해물질인 phthalate의
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노출로 인해 발생되는 문제는 생식계를 비롯한 신경계 및 발암유발 등 건강에

심각한 문제를 끼친다. 이에 대한 문제발생 중에서 DEHP의 노출이 암을 유발하

는데 관여함을 알 수 있는데 이는 간세포, 고환세포, 백혈구 세포, 유방암 세포

및 여러 세포 신호 경로를 포함하여 다양한 세포 유형에서 DEHP가 의존적으로

독성을 유발하는데 기여하기 때문이다. 또한 자궁내막암 세포인 Ishikawa 세포주

의 생존율을 증가시켜 자궁내막증을 유발할 수 있다고 확인하였다[45, 46 47]. 최

근에 역학 연구에서 환경 내에서 내분비 장애의 증가와 고환암으로 인한 남성의

불임 발생률 증가, 정액의 질 저하, 고환 및 고지혈증과의 상관관계를 확립하였

다. Onorato 등[48]의 연구에서는 GC-2 세포(정자형성 세포)에서 MEHP를 처리

하였을 때 농도의존적인 감소를 보였으며, phthalate는 이들 연구에 의해 지적되

는 화학물질 중 하나로 phthalate 에스테르에 노출로 인한 설치류의 정자 수 감

소가 검증되었다[49]. 결과적으로 phthalate와 phthalate 에스테르의 노출은 많은

연구 결과를 통해 암 세포의 성장을 야기하는 것을 알 수 있었고 본 실험을 통

해 인간 림프아성 TK6 세포의 성장 또한 저해함을 확인할 수 있었다.

Phthalate에 노출 된 TK6 세포의 생존율의 감소의 원인을 파악하기 위해서

HPRT 및 TK1 유전자에서 돌연변이 유발성을 조사 하였다. HPRT와 TK1 유

전자에서의 돌연변이 빈도는 농도 의존적인 증가를 보였으며, 이러한 결과는 세

포 생존율과 상이한 결과를 나타내었다. 또한, DEHP와 DBP 보다 S9을 첨가한

경우와 대사물질에 노출되었을 때 통계적으로 유의하게 높은 결과를 나타내었다.

발암물질 중 하나인 1,2,3,4-diepoxybutane (DEB)를 인간 림프아성 TK6 세포에

처리하였을 때 HPRT 유전자에서 DEB에 대한 돌연변이 발생률을 검사 하였다.

24시간 동안 농도별로 DEB를 처리한 결과 4 µM에서 약 10 %의 상대 생존율을

나타내었고, HPRT 유전자의 돌연변이 빈도는 DMSO를 처리한 결과보다 5배가

량 높게 나타났다[50]. 이에 나타난 세포 생존율의 감소와 돌연변이 유발의 증가

는 TK6 세포에 phthalate를 처리한 본 실험의 결과와 유사한 경향을 나타내므로

두 실험결과의 상관관계가 있는 것으로 사료되며, phthalate가 돌연변이에 의해

유전 독성을 유도 할 수 있는 돌연변이 유발 발암물질로 판단된다.

N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)은 다양한 돌연변이 시험 시스템에서 가장 강력한

돌연변이 중 하나로, 유전 독성 연구를 위한 양성 제어 물질 및 다양한 유기체에
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서 새로운 돌연변이를 유발하는 수단으로 사용되어왔다. 이는 마우스 림프종 세

포에서 많은 돌연변이를 유도하는 것으로 나타났으며, TK 돌연변이 유도는 용량

에 따라 돌연변이 빈도의 증가가 관찰되었다. 또한 ENU를 마우스 림프종 세포

에 처리하였을 때 HPRT 유전자보다 TK 유전자에서 2배가량 더 높은 돌연변이

를 초래한다는 것을 발견 하였다[20]. TK6 세포에 NO• 노출로 인한 HPRT와

TK1 유전자 돌연변이의 발생률에서도 대조군에 비해 HPRT와 TK1의 유전자

돌연변이 발생이 높게 나타났고, 서로 비교하였을 때 TK1 유전자에서 돌연변이

발생률이 HPRT 보다 높게 나타나는 것을 확인할 수 있었다[51]. 이는 반접합성

의 HPRT 유전자와 달리, 이형접합성의 기능을 가진 TK 유전자의 특징 때문으

로 보인다. TK+ 대립 유전자는 유사 분열 재조합으로 인해 소실되거나 돌연변이

체 세포가 HPRT 돌연변이에 치명적인 큰 DNA 결실에도 생존 할 수 있는 특

징을 가지고 있다[20, 52]. 본 실험결과에서는 HPRT 유전자에서 보다 TK1 유전

자에서 돌연변이 발생이 400 µM에서 MBP를 제외한 모든 시험물질에서 1.0–1.5

배가량 높은 것을 확인할 수 있었는데, 이는 설명된 유전자의 기능의 차이 때문

으로 판단된다.

산화 스트레스는 ROS와 활성질소종 (reactive nitrogen species, RNS)의 발생

과 항산화 방어계간에 심각한 불균형이 발생하는 경우를 말한다. ROS는 산소기

(oxygen radical) 뿐만 아니라 산소의 비자유기 유도체 (non-radical derivatives

of O2)를 총칭하고 superoxide, hydrogen peroxide 및 lipid peroxyl radical 등을

포함하며 염증반응, 고혈압 및 고지혈증에서 세포 신호전달 과정을 매개하고 직

접적으로 조직 손상을 유발하며 혈관 기능을 저하시킨다. NO•는 nitric oxide

synthase (NOS)에 의해 산소와의 자동산화 반응을 통해 N2O3를 생성하여 RNS

를 유도하며[23], 과량의 NO•가 발생할시 세포사멸, 패혈성 쇼크, 당뇨병 등의

여러 질환을 야기한다. 또한, NO•는 ROS에 포함된 superoxide와의 반응으로 강

력한 산화물질인 peroxynitrite (ONOO-)를 형성하여 산화 염증 손상에 기여한다.

이렇듯 NO•와 ROS의 생화학적 작용은 조직 병리와 연관이 있다[53].

본 실험결과 시험물질들의 NO•와 ROS의 생성량을 살펴보면 세포 사멸률의

증가에 비례하여 농도 의존적으로 증가하였다. NO•의 생성량은 400 µM에서 각

parents compound와 비교하여 통계적으로 유의하게 증가하였고, ROS 생성은 각
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control과 비교하여 통계적으로 유의하게 증가하였다. ROS의 생성량을 살펴보면

NO•의 생성과 유사한 경향으로 MEHP에서 가장 높게 나타났다. 이는 ROS가

지질과산화물, 할로겐화산소, 내피유래 이완자로서 넓게 NO•를 포함하므로 시험

물질의 NO•와 ROS 생성량이 관련이 있는 것으로 보인다[22].

NO와 ROS의 생성량을 동물과 세포를 통한 실험 결과를 통해 살펴보면

DEHP에 노출된 수컷 마우스에서의 고환조직에 대한 NO• 생성량을 검사하였을

때 control에 비해 약 2배가량 증가한 것을 알 수 있었다[54]. DEHP와 DBP로

처리된 잉어 식세포의 NO• 생성량은 각각 1, 10 nM 농도, 100, 1000 nM 농도

에서 NO• 생성량이 유의하게 증가하는 것을 나타내었으며[55], mouse-derived

pluripotent neural progenitor cells (NPCs)에 DBP를 처리하였을 때 농도 의존적

으로 증가하였다. 또한, NPC 세포에 DBP 노출로 인해 ROS 생산 및 미토콘드리

아 기능 장애를 유도함을 시사하였다[56]. 또한, 대식세포주 RAW264.7 세포에서

MEHP를 처리결과 농도의존적인 증가를 보였다[57]. 다양한 동물과 세포에서

phthalate의 노출에 의해서 상당히 많은 NO•와 ROS의 생성을 야기하고, 이로

인해 면역 장애를 일으켜 다양한 염증성 질환이 유발된다. 본 실험에서 또한 낮

지 않은 수치의 NO•와 ROS 생성량을 보이므로 이러한 문제점이 발생할 수 있

을 것으로 사료된다.

결론적으로, 본 연구는 phthalate의 노출이 TK6 세포에서 세포 독성 및 변이

원성을 유도하고 NO•와 ROS의 생성량을 증가시켜 염색체 손상 및 DNA에 손

상을 유발하는 것을 알 수 있었다. 이와 같이 phthalate의 노출에 의해서 생체 내

에서 어떠한 영향을 미치는지 동물과 세포 실험의 자료를 통해 예측 가능하지만

직접적으로 일어나는 반응에 대한 변수가 있어 자료에서와 같은 문제의 발생이

나타나는지 불확실하므로 유전 독성과의 잠재적 관련성을 밝히기 위해 본 실험

을 통한 기초자료를 토대로 심화적인 추가연구가 필요하다고 사료된다.

MEHP는 DEHP가 체내로 들어가서 효소에 의해 활성 대사산물로 가수분해

된 것 이며, DEHP와 마찬가지로 여러 체외 연구에서 생식 조직의 구조와 기능

에 악영향을 미치는 것으로 밝혀졌다[58]. 본 연구에서는 두 가지 phthalate와 그

에 대한 대사산물에 관한 연구결과를 통해 나타난 가장 높은 독성효과를 나타낸

물질인 MEHP를 선택해서 시간에 따른 독성효과를 살펴보기 위해 실험을 진행
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하였다. MEHP의 농도는 24시간 동안 농도를 다르게 처리하여 안정화 시킨 후

세포 생존율을 측정한 결과에서 35 %의 세포 생존율을 나타낸 농도를 지정하였

다. TK6 세포에 지정한 농도를 24, 48, 72시간 동안 직접적으로 처리하고

overnight 하여 안정화시킨 뒤 세포 생존율, NO•와 ROS 생성율 측정, apoptosis

분석, RT-PCR 분석 실험을 통해 세포 독성의 기전을 분석하였다.

MEHP가 35 %의 생존율을 나타내는 농도는 400 µM로 24, 48, 72시간 동안

처리하였을 때 24, 48시간의 생존율은 유사하였고 72시간을 처리하였을 때 현저

하게 줄어드는 것을 확인하였다. 산화질소는 L-arginine이 L-citrulline로 변환되

는 과정에서 NOS에 의해 생성되는데, 이 과정을 매개하는 합성효소는 eNOS,

nNOS, iNOS이며, 발생량에 따라 apoptosis를 증진 또는 억제하는 역할을 하는

것으로 알려져 있다[23, 24, 33]. 이에 griess reaction으로 NO• 생성량을 측정하

고 RT-PCR 방법을 통해 eNOS, nNOS, iNOS의 발현양을 확인한 결과 TK6 세

포에서 NO• 생성량은 세포 생존율과 유사한 경향으로 24, 48시간의 NO• 생성

량은 비슷하였고 72 시간을 처리한 결과는 control에 비해 약 4–5배 정도 높게

나타났다. RT-PCR로 측정한 NOS의 발현량을 나타낸 결과에서 iNOS, eNOS는

NO•의 생성량과 유사하게 72시간에서 상당한 증가를 보였다. 또한, MEHP 노출

에 대한 ROS 측정량 또한 NO•의 증가와 같이 시간 의존적으로 생성량이 증가

하였다. MEHP는 다른 세포에서도 ROS 생성량의 증가를 나타내었는데 CD-1

mice의 난소에서 분리한 antral follicles에서 MEHP를 96시간 동안 노출시켰을

때 ROS 생성량이 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하였다[58]. Zhang 등[59]

의 논문에서는 랫트를 공여자로 사춘기 전의 sertoli 세포를 수득하여 MEHP 노

출에 의해 미치는 영향을 확인한 결과 sertoli 세포에서 MEHP를 여러 농도로

24, 48시간 동안 노출시켰을 때 세포 증식 억제 비율이 증가할 뿐만 아니라 48시

간 동안 처리한 농도별 ROS 생성량 또한 증가시켰다. 즉, 높은 노출량의 MEHP

는 세포 내 ROS 수준을 증가시켜 sertoli 세포 증식을 방해함을 알 수 있었다.

또한, ROS의 생성량 수준은 생물학적 시스템에서 산화 스트레스의 직접적인 지

표로, ROS의 증가는 산화적 스트레스를 초래하여 DNA 및 미토콘드리아의 손상

을 일으켜 apoptosis를 유발할 뿐만 아니라 암, 동맥경화, 고혈압, 당뇨병, 노화,

치매 등의 질병을 야기하는 것으로 보고된다[7, 39, 27]. 이렇듯 MEHP는 농도,
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시간 의존적으로 인간 세포 및 동물 세포에 영향을 미치며 ROS의 발생으로 인

해 세포가 영향을 받아 사멸률이 증가하는 것으로 판단된다.

Annexin V 염색은 세포자멸사의 초기에 세포막 내에 위치하였다가 세포막 바

깥표면으로 전위되는 phosphatidylserine에 높은 친화력을 가지고 결합하는

annexin V-Flous의 성질을 이용한 apoptosis 판정 방법이다. 초기 단계의

apoptosis가 진행 중인 세포는 annexin V-Flous에만 염색되고 PI로는 염색되지

않는 반면, 후기단계의 apoptosis가 진행 중인 세포 또는 necrosis가 진행 중인

세포들은 annexi V-Flous와 PI로 동시에 염색되며, 살아 있는 세포는 어느 것에

도 염색되지 않는 양상을 나타낸다[60, 61]. 설명된 Annexin V-PI staining을 이

용하여 유세포 분석기를 통해 MEHP 처리에 의한 TK6 세포의 apoptosis를 측정

한 결과는 late apoptosis와 early apoptosis를 더해서 나타내었으며, 시간이 지날

수록 통계적으로 유의하게 증가하여 보다 높은 수치를 나타내었다.

Lin 등[62]의 논문에서 MEHP에 의해 노출된 고환 세포의 생존율은 감소하였

고, annexin V 염색 및 caspase-3 분석에 의해 apoptosis의 수치가 증가하는 것

을 알 수 있었다. 또한 MEHP 노출에 의해 세포 증식률의 억제와 ROS 생성율

의 증가를 나타낸 sertoli 세포에서 apoptosis를 증가시키는 경향을 나타내었으며,

이는 MEHP가 sertoli 세포의 세포 골격 및 단단한 접합을 방해하고 세포 기능

손상을 야기하는 것으로 확인되어 생식 세포로부터의 분리와 apoptosis의 증가를

나타낸 것으로 보인다[59]. 그러므로 TK6 세포에서 결과 MEHP는 세포 사이를

방해하여 골격을 무너뜨리고 기능의 손상을 야기하여 apoptosis를 발생시키는 하

나의 원인으로서 작용한다고 생각된다.

Apoptosis 조절에 관여하는 여러 인자들 중 IAP family는 생체 내에서 매우

중요한 anti-apoptotic 활성을 보이는 단백질이다. 세포의 사멸을 조절하는 역할

이외에 nuclear factor-kappaB (NF-κB)활성화 신호경로, 세포주기조절 등 중요

한 역할을 한다고 알려져 있다. 또한 IAP는 caspase와의 직접적인 결합을 통하

여 그들의 apoptotic 활성을 억제할 수 있을 것으로 밝혀져 IAP family들의 잠재

적인 역할에 대한 관심이 높아지고 있다. 따라서 MEHP 처리에 의한 TK6 세포

의 apoptosis 유발에 XIAP, cIAP-1, cIAP-2 그리고 survivin이 관여하는지의 여

부를 조사하였다[30, 31, 40]. TK6 세포에서 MEHP 처리에 의한 apoptosis 유발
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에 IAP family와 연관이 있는지 발현양상을 살펴본 결과 survivin, XIAP,

cIAP-2의 발현량이 시간이 지남에 따라 현저히 감소하였다. Li 등[63]의 논문을

살펴보면 TK6 세포에서 NO•를 처리한 경우 IAP family 단백질 XIAP, cIAP-1

및 survivin이 TK6세포의 기능적 p53에 의해 발현의 하향 조절되는 것을 확인하

여 TK6 세포에서 p53 의존성 apoptosis 반응에서 중요한 중개자임을 설명하였다

[63, 64]. 이는 MEHP 처리에 의한 apoptosis 유발에서 TK6 세포에서 p53에 의

해 IAP family의 부분적 발현저하가 나타나고, caspase의 결합조절을 통하여

apoptosis의 활성을 조절하는 것으로 생각된다.

이상의 결과를 종합해서 보면 TK6 세포를 대상으로 MEHP의 독성작용을 살

펴본 결과, MEHP 처리 시간에 따라 TK6 세포의 사멸률이 증가하였고, 이는

apoptosis 유발과 관련이 있었다. NO•의 생성량 측정과 유세포 분석기를 통한

ROS의 발생량 및 apoptosis 발생의 증가, NOS의 증가와 IAP family 단백질의

분석을 통하여 확인하였다. 이러한 결과들은 일상생활에서 흔히 노출되는

phthalate의 위험성을 부각하고 phthalate가 인체에 미치는 영향에 관한 연구의

기초 자료가 될 수 있을 것이다.
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Ⅵ. 요 약

본 연구는 인간 림프아성 TK6 세포에서 DEHP, DBP 및 이에 대한 대사산물

MEHP, 2-EHA 그리고 DBP의 돌연변이성 및 세포사멸 기전을 조사하기 위해

수행되었다. TK6 세포에 DEHP, DBP는 집접법과 rat S9을 첨가한 대사활성법

으로 노출하여 측정하였으며, 대사활성법은 hoese serum을 제외한 배지를 사용

하여 6시간 동안 노출시켰고, MEHP, 2-EHA 및 MBP 또한 hoese serum을 제

외한 배지에서 1시간 동안 노출시켰다. 세포 생존율이 30 % 이상인 농도로

HPRT와 TK1 유전자에서 6-thioguanine와 trifluorothymidine 내성 돌연변이체

를 평가하였다. DEHP, DBP 및 이에 대한 대사산물은 세포 사망률, 돌연변이 빈

도 그리고 NO• 생성량이 농도 의존적인 증가를 나타내었으나, 상당한 효능의

변화를 나타내었다. MEHP, 2-EHA 및 MBP의 세포 독성 및 돌연변이 빈도는

parents compound인 DEHP와 DBP 보다 높게 나타났다. 이는 HPRT 및 TK1

유전자에서 DEHP, DBP 및 이에 대한 대사산물의 변이원성을 나타내고, 생체

내에서 영향을 끼치는 메카니즘 설명에 기여할 수 있다.

MEHP는 DEHP의 대사물질로 독성에 대한 메카니즘이 불분명하다. 본 연구는

TK6 세포에서 MEHP에 의해 apoptosis가 유도되는 동안에 NO•, ROS 및 IAP

family의 역할을 조사하였다. 이에 대한 결과로 MEHP에 노출된 TK6 세포에서

강한 apoptosis가 유도되었다. MEHP는 NOS의 발현을 상향 조절하고, NO• 및

ROS 생성을 증가시키고, apoptosis 억제 신호 IAP를 약화시켜 apoptosis 과정을

촉진시킨다. 전체적으로, 이에 대한 결과는 MEHP에 의해 유도된 apoptosis가 내

인성 NO•, ROS의 조절 및 IAP family 유전자 발현과 관련이 있음을 나타낸다.
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