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본 발명은 내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 생물학적 분석방법에 관한 것이다.

본 발명의 내분비장애물질인 PCBs의 생물학적 분석은 혈청에서 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질의 발현을 측

정하는 단계; 또는 테스토스테론의 합성에 관여하는 효소 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현을 측정하는

단계;를 포함하는 것으로 구성된다.

또한, 정자형성(spermatogenesis)에 중요한 역할을 하는 HSP70 및 HSP70-2 유전자 발현을 측정하는 단계; 또는

정세관의 조직학적 변화를 측정하는 단계;를 포함하는 것으로 구성된다.

본 발명에 의해 내분비계장애물질인 PCBs의 인체 내 작용기작을 밝혀, 간편하고 경제적인 방법으로 PCBs를 분석

하는 생물학적 분석방법이 제공된다.

대 표 도 - 도17
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특허청구의 범위

청구항 1 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

혈청에서 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질의 발현을 측정하는 단계를 포함하는 것으로 구성되며, 폴리염화

비페닐류에 노출시 혈청 내 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질의 발현이 증가하는 것으로 나타나는 것이 특징

인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 2 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

테스토스테론의 합성에 관여하는 효소 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현을 측정하는 단계를 포함하는

것으로 구성되며,

폴리염화비페닐류에 노출시 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현이 감소하는 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 3 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

간의 조직학적 변화를 측정하는 단계를 포함하는 것으로 구성되며,

폴리염화비페닐류에 노출시 간에서 황달, 점상출혈, 간소엽의 구조 파괴, 지방침착 중 1 종 이상의 변화가 나타

나는 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 4 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

세포사멸 신호기작(Apoptotic signaling)에 관여하는 Bcl-xL 단백질의 발현을 측정하는 단계를 포함하는 것으로

구성되며, 

폴리염화비페닐류에 노출시 Bcl-xL 단백질의 발현이 감소하는 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 5 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

정자형성(spermatogenesis)에 중요한 역할을 하는 HSP70 및 HSP70-2 유전자 발현을 측정하는 단계를 포함하는

것으로 구성되며,

폴리염화비페닐류에 노출시 HSP70 및 HSP70-2 유전자의 발현이 감소하는 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 6 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

정세관의 조직학적 변화를 측정하는 단계를 포함하는 것으로 구성되며,

폴리염화비페닐류에 노출시 정세관의 위축, 비정상적인 정자발생, 정세포 수의 감소, 정세포의 탈착현상 중 1종

이상의 변화가 나타나는 것이 특징인,
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내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 7 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

혈청 내 티록신(Thyroxine)의 농도 변화를 측정하는 단계를 포함하는 것으로 구성되며,

폴리염화비페닐류에 노출시 혈청 내 티록신의 농도가 감소하는 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 8 

내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 분석방법에 있어서,

혈청 내 테스토스테론(Testosterone)의 농도 변화를 측정하는 단계를 포함하는 것으로 구성되며, 

폴리염화비페닐류에 노출시 혈청 내 테스토스테론의 농도가 감소하는 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서,

폴리염화비페닐류(PCBs)는  PCB-114(2,3,4,4',5-Pentachlorobiphenyl),  PCB-126(3,3',4,4',5-

Pentachlorobiphenyl),  PCB-105(2,3,3',4,4'-Pentachloro-biphenyl),  PCB-118(2,3',4,4',5-Pentachloro-

biphenyl) 중 선택된 1종인 것이 특징인,

내분비장애물질인 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 내분비계장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 생물학적 분석방법에 관한 것이다.<1>

    배 경 기 술

유기염소계 화합물은 생물체 내에서 항상성 유지와 생식,  발달,  행동  등을 조절하는 호르몬의 합성,  분비,<2>

대사, 제거를 방해할 수 있어 ‘내분비계 장애물질(eddocrine disruptors)'로 불린다. 

내분비계장애물질에 대한 미국, 일본 등의 공식적인 입장은 대상물질의 종류, 시험방법, 노출형태, 생체 내에서<3>

의 작용기전 등이 과학적으로 아직 명확하게 밝혀져 있지 않다는 견해이며, OECD, 미국 환경청(US EPA), 일본

환경청 등에서 이들의 규명 및 영향 연구를 위해 연구 계획을 수립, 진행하고 있다.

이러한 장애물질은 그 영향이 몇 세대 뒤에 나타난다는 점에서 실증적 연구가 쉽지 않지만 호르몬 교란은 전 종<4>

족의 절멸을 초래할 수 있다는 점에서 이러한 장애물질의 명확한 작용기전의 규명과 예방적 대책이 절실히 필요

하고, 그런 점에서 지금까지의 환경-보건 문제와는 전혀 차원이 다르다. 

특히, 환경이 심각하게 오염되어 있는 한국의 경우 호르몬 교란 상황도 심각할 것으로 여겨진다. <5>

인체에 대한 대부분 내분비계장애물질에 대한 노출영향은 현재로는 정확히 증명되지는 않았으며, 내분비계장애<6>

물질 가운데 가장 많이 알려진 외인성 에스트로젠의 잠재적 인체영향은 여성에게는 유방 및 생식기관의 암, 내

분열증(endometriosis),  자궁섬유종(uterine  fibroid),  유방의  섬유세포  질환,  골반염증성  질환(pelvic

inflammatory disease) 등이 발생할 수 있으며, 남성에게는 정자수 감소, 정액감소, 정자운동성감소, 기형정자

발생증가, 생식기 기형, 정소암, 전립선질환, 기타 생식에 관련된 조직의 이상을 나타낼 수 있으며, 최근 한국

에서는 1회 정액 배출시 정자수가 최소한 １억개는 되어야 하지만, ６천만개 이하이며 정자의 운동성 감퇴가 심

각한 약정자증 환자가 늘고 있다. 
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유기염소계 화합물 등의 환경에스트로젠성 화합물의 고농도 노출은 유아의 성장기 지능발달의 저하를 가져오는<7>

것으로 알려져 있다. 

대만에서는 PCDF를 함유한 PCB에 의해 모체가 임신 중에 노출된 아이나 신생아시기에 노출된 아이에게서 성장장<8>

애가 나타났고, 스웨덴에서는 PCB에 오염된 물고기를 섭취한 엄마로부터 태어난 아이의 체중이 저체중인 경우가

많았다. 

PCB 노출의 생물지표인 CB-153 농도와 저체중의 상관성이 인정되었다. <9>

네덜란드에서는 임신 및 생후 6주간의 수유기에 PCB에 노출된 모체로부터 태어난 아이는 출생시 체중저하와 생<10>

후 3개월까지 성장억제가 관찰되었고, 탯줄 속의 혈액이나 모체혈액의 PCB 수준과 이런 장애의 상관성이 관찰되

었다.

신경학상 발달의 지표들로 313명의 신생아를 평가한 실험에서는 이 유아 중에서, PCBs에 노출된 산모혈에서의<11>

PCB 수준 평균이 노출되지 않은 산모에 비해 월등히 높았으며, 모유의 PCBs 평균 또한 노출된 사람의 모유에서

유의하게 높았다. 

또한, 출생시와 생후 3개월에 NBAS(Neonatal Behavioral Assessment Scale, 신생아 행동평가 척도)를 측정하였<12>

는데, 오염된 생선을 먹은 군에서 유의하게 신경근육성숙도(neuromuslar maturity)가 감소되었다.

동물에 관한 신경행동학적 연구는 PCBs에 노출된 암컷에 의해 태어나는 원숭이에서 수행되었는데 생후 44개월에<13>

서 검사된 같은 원숭이는 대조군과 비교하여 소극적인 행동을 나타내었다.

따라서, 내분비계장애물질인 PCBs에 대한 연구가 더욱 필요한 실정이며, 인체내에서 내분비계장애물질을 제거하<14>

기 위한 전 단계로서 생물학적 분석방법에 대한 연구가 먼저 이뤄져야 하는 실정이다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명은 상기의 문제를 해결하기 위해 내분비계장애물질인 PCBs을 생물학적 방법을 이용하여 간단하고 경제적<15>

으로 분석하는 방법을 제공하는데 그 목적이 있다.

        과제 해결수단

본 발명은 내분비계 장애물질인 폴리염화비페닐류(PCBs)의 생물학적 분석방법에 관한 것이다.<16>

본 발명은 혈청에서 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질의 발현을 측정하는 단계를 포함하는 폴리염화비페닐류<17>

의 생물학적 분석방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 테스토스테론의 합성에 관여하는 효소 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현을 측정하는<18>

단계를 포함하는 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 간의 조직학적 변화를 측정하는 단계를 포함하는 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법을 제<19>

공한다.

또한, 본 발명은 세포사멸 신호기작(Apoptotic signaling)에 관여하는 Bcl-xL 단백질의 발현을 측정하는 단계를<20>

포함하는 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 정자형성(spermatogenesis)에 중요한 역할을 하는 HSP70 및 HSP70-2 유전자 발현을 측정하는<21>

단계를 포함하는 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 정세관의 조직학적 변화를 측정하는 단계를 포함하는 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석방법을<22>

제공한다.

또한, 본 발명은 혈청 내 티록신(Thyroxine)의 농도 변화를 측정하는 단계를 포함하는 폴리염화비페닐류의 생물<23>

학적 분석방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 혈청 내 테스토스테론(Testosterone)의 농도 변화를 측정하는 단계를 포함하는 폴리염화비페닐<24>

류의 생물학적 분석방법을 제공한다.

이때,  본  발명의  상기  폴리염화비페닐류(PCBs)는  PCB-114(2,3,4,4',5-  Pentachlorobiphenyl),  PCB-<25>
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126(3,3',4,4',5-Pentachlorobiphenyl),  PCB-105  (2,3,3',4,4'-Pentachlorobiphenyl),  PCB-118(2,3',4,4',5-

Pentachloro-biphenyl) 중 선택된 1종이다.

이하, 본 발명에 대하여 보다 상세히 설명하면 다음과 같다.<26>

본 발명의 발명자들은 내분비계장애물질로 인한 호르몬 교란은 전 종족의 절멸을 초래할 수도 있는 극도로 위험<27>

한 것이므로, 이러한 장애물질의 명확한 작용기작을 규명하고 예방해야 할 필요성을 느끼고, 이를 위해 먼저 내

분비계장애물질을 간편하면서 경제적으로 분석할 수 있는 방법을 찾기 위해 수년간의 시행착오를 거치며 연구하

던 끝에 본 발명을 완성하였다.

본 발명의 발명자들은 내분비계장애물질 중 PCBs를 투약한 쥐에서 경시별로 프로테오믹스(proteomics)에 의한<28>

단백질발현 패턴을 연구하고, PCB가 성호르몬 (FSH, LH)농도에 미치는 변화 및 생식기관에 미치는 조직학적(광

학현미경적, 전자현미경적) 변화를 연구하며, PCB가 생식기관의 유전자 발현에 미치는 변화에 대해 연구한 다음

검증하는 단계를 거쳐 본 발명의 PCBs의 생물학적 분석방법을 완성하였다.

즉, 본 발명의 내분비장애물질인 PCBs의 생물학적 분석은 혈청에서 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질의 발현<29>

을 측정하는 것으로 구성되며, 이때 PCBs에 노출된 경우에는 혈청 내 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질의 발

현이 증가한다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 테스토스테론의 합성에 관여하는 효소 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현을 측정함으로써, PCBs에<30>

노출된 경우에는 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현이 감소한다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 간의 조직학적 변화를 측정함으로써, PCBs에 노출된 경우에는 간에서 황달, 점상출혈, 간소엽의 구조 파<31>

괴, 지방침착 등의 변화가 나타난다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 세포사멸 신호기작(Apoptotic signaling)에 관여하는 Bcl-xL 단백질의 발현을 측정함으로써, PCBs에 노출<32>

된 경우에는 Bcl-xL 단백질의 발현이 감소한다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 정자형성(spermatogenesis)에 중요한 역할을 하는 HSP70 및 HSP70-2 유전자 발현을 측정함으로써, PCBs<33>

에 노출된 경우에는 HSP70 및 HSP70-2 유전자의 발현이 감소한다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 정세관의 조직학적 변화를 측정함으로써, PCBs에 노출된 경우에는 정세관의 위축, 비정상적인 정자발생,<34>

정세포 수의 감소, 정세포의 탈착현상 등의 변화가 나타난다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 혈청 내 티록신(Thyroxine)의 농도 변화를 측정함으로써, PCBs에 노출된 경우에는 혈청 내 티록신의 농도<35>

가 감소한다는 사실을 알 수 있었다.

또한, 혈청 내 테스토스테론(Testosterone)의 농도 변화를 측정함으로써,  PCBs에 노출된 경우에는 혈청 내 테<36>

스토스테론의 농도가 감소한다는 사실을 알 수 있었다.

        효 과

본 발명에 의해 내분비계장애물질인 PCBs의 인체 내 작용기작을 밝혀, 간편하고 경제적인 방법으로 PCBs를 분석<37>

하는 생물학적 분석방법이 제공된다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 대하여 실시예 및 실험예를 통하여 보다 상세히 설명하나 이들이 본 발명의 범위를 제한하는<38>

것은 아니다.

<실시예 1> 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석 1<39>

SPF(speeific pathen free) 동물을 아래와 같이 2 군으로 나누어 실험하였다.<40>

* 대조군 : Sprague-Dawley , Male, Female 150 마리<41>

* 처리군 : Sprague-Dawley, Male, Female  150 마리<42>

대조군에는 옥수수유 0.1 ml 씩 주 1 회씩 7회 복강내로 투여하였다.<43>

처리군에는 PCB-114를 0.2 mg/kg 의 농도로 주 1회씩 7회 복강내로 투여하였다.<44>

각각의 혈청을 준비하여 2-DE와 웨스턴블랏팅을 통해 트랜스티레틴 단백질의 발현을 측정하였다.<45>
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그 결과, 처리군의 트랜스티레틴(Transthyretin) 단백질 발현량이 증가한 것을 확인하였다.<46>

<실시예 2> 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석 2<47>

수컷의 Sprague-Dawley계 쥐에 PCB-118을 20㎎/㎏ 씩 매주 1회씩 7회 경구 투여하였다.<48>

또한, PCB-126을 20㎎/㎏ 씩 주 1회씩 7회 경구투여하였다. <49>

정상 랫드의 고환과 PCB를 투여한 쥐의 고환에서 시료를 채취하였다.<50>

각 채취한 시료을 사용하여 RT-PCT과 웨스턴블랏팅을 시행하였다.<51>

그 결과 PCB를 처리한 군에서 P450scc와 P45017α의 mRNA와 단백질 발현이 감소하는 것을 확인하였다.<52>

<실시예 3> 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석 3<53>

쥐에 PCB-126(비교실험: 0.2㎎/㎏)과 PCB-105(20㎎/㎏), 그리고 대조군으로 옥수수유를 0.1 ml 씩 주 1회씩 7<54>

회 복강 내로 투여하였다. 

부검은 마지막 투여 1주일 후(2, 5, 8주)에 실시하여 생식기관의 조직학적 변화를 관찰하였다.<55>

그 결과, PCB 투여 8주 후 간 조직에서 황달소견과 점상출혈이 관찰되었고,  간소엽의 구조가 심하게 파괴되었<56>

고, 곳곳에 지방침착이 나타났음을 확인하였다.

정세관의 조직학적 변화는 PCBs를 5주 또는 8주 동안 투여한 처리군에서는 정상대조군에 비해 정세포의 수가 감<57>

소하는 경향이 관찰되었고, 정세포의 탈착현상이 처리군에서 많이 관찰되었다.

PCBs를 투여한 후 티록신(thyroxine)의 농도를 조사한 결과에서 PCBs를 2주 및 5주 동안 투여한 군에서 대조군<58>

에 비해 PCBs 투여군 모두 유의적인 감소를 나타냈으며, 테스토스테론(testosterone)의 농도를 조사한 결과에서

대조군에 비해 PCB-105를 2주 동안 투여한 군에서 유의적인 감소를 나타내었고, PCB-126을 5주 동안 투여한 군

에서도 유의적인 감소를 나타내었다.

또한, 성샘자극호르몬인 LH(luteinizing hormone)와 의 농도를 조사한 결과 PCB-105를 투여한 군이 대조군에 비<59>

해 농도가 증가하였고, FSH(follicle stimulating hormone)의 농도를 조사한 결과 PCB-105을 2주 동안 투여한

군이 대조군에 비해 농도가 감소한다는 것을 확인하였다. 

<실시예 4> 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석 4<60>

수컷의 Sprague-Dawley계 쥐에 PCB-114를 경구 투여하고 PCB-126과 비교 분석하여, 정상 랫드의 고환과 PCB투여<61>

한 쥐에서 웨스턴블랏팅을 시행하였다.

그 결과, 세포사멸에 관여하는 Bcl-xL 단백질의 발현이 감소하는 것을 확인하였다.<62>

<실시예 5> 폴리염화비페닐류의 생물학적 분석 5<63>

수컷의 Sprague-Dawley계 쥐에 PCB-114를 경구 투여하고 PCB-126과 비교 분석하여, 정상 랫드의 고환과 PCB투여<64>

한 쥐에서 웨스턴블랏팅을 시행하였다.

그 결과, 정자형성(spermatogenesis)에 중요한 역할을 하는 HSP70 및 HSP70-2 유전자 발현이 감소하는 것을 확<65>

인하였다.

<실험예 1> PCBs 노출에 따른 생식기관에 미치는 조직학적 변화실험<66>

1. 실험방법<67>

렛드 수컷과 암컷에 각각 PCB-114를 경구 투여하여 생식장기의 발달과정에서 정소 및 난소의 조직학적인 변화를<68>

광학현미경적, 전자현미경적으로 조사하였다. 

PCB 투여는 매주 1회 월요일에 실시하였으며, PCB-126(비교실험: 0.2㎎/㎏)과 PCB-114(20㎎/㎏), 그리고 대조군<69>

으로 옥수수유를 0.1 ml 씩 복강 내로 투여하였다. 부검은 마지막 투여 1주일 후(2, 5, 8주)에 실시하여 샘플링

을 실시하였다.

실험동물을 졸레틸(Zoletil)을 이용하여 복강 내 주사로 마취시킨 후 실험동물은 즉시 복강을 열고 생식관련 장<70>

기(난소, 정소 등)를 채취하였다. 
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채취한 조직은 고정액으로 전고정한 후 4 ℃에서 12 시간 동안 후고정하였다.<71>

내분비장애물질이 생식장기에 미치는 영향을 광학현미경적으로 조사하기 위하여 후고정이 끝난 조직은 일반적인<72>

조직포매과정을 거쳐 4-5 ㎛ 두께의 조직절편을 제작하여 슬라이드에 부착하였다. 

H&E(Hematoxylin and Eosin) 염색을 수행하여 각 생식관련 장기의 조직학적인 변화를 세포의 형태 및 분포상태<73>

를 관찰하였다..

적출한 조직을 우선 2~3 mm 정도의 크기로 잘라 2.5 % Glutaraldehyde(pH 7.4)에 침지하여 4 ℃에 전고정 상태<74>

로 보관한 후, 0.2M phosphate buffer (pH 7.2)로 수세한 다음 1 % 사산화오스뮴(osmium tetroxide)에 1시간

동안 후고정하였다. 

일반적인 알코올 농도의 단계에 따라 탈수하고 epon 812에 포매하여 ultratome (Rechert Jung Co)을 이용하여<75>

70 nm 두께의 초박절편을 만들어 우라닐 아세테이트(uranyl acetate)와 질산 납(lead nitrate)로 이중 염색하여

투과전자현미경(Hitachi H-600)에서 75KV에서 사진을 촬영하여 관찰하였다.

2. 결과<76>

1) 간 부검결과<77>

PCB 투여 8주 후, PCB-126 투여군에서 황달소견과 점상출혈이 관찰되었다(도 1). <78>

2) 간의 조직학적 변화<79>

PCBs를 8주 동안 투여한 군에서 간의 조직학적 변화를 관찰한 결과에서 PCB-126 투여군의 간소엽의 구조가 심하<80>

게 파괴되었고, 곳곳에 지방침착이 나타났다. PCB-114 투여군에서도 간소엽의 구조가 약간 파괴된 것이 관찰되

었다(도 2).

3) 고환조직의 광학현미경적 변화<81>

PCB-126과 PCB-114를 흰쥐에 투여한 후 PCB-126, PCB-114를 각각 2~8 주 동안 투여하여 고환조직의 정세관내<82>

생식세포의 변화양상을 조사하였다. 

PCB-126과 PCB-114를 매주 복강으로 주사한 결과 2주, 5주, 8주에서 정세관이 약간 위축되었고, 비정상적인 정<83>

자발생 및 정자세포의 감소를 나타내었으나 대조군과 처리군 모두에서 정자세포가 존재하는 것으로 보아 심각한

정자형성과정의 변화는 없었다(도 3).

정세관의 조직학적 변화는 PCBs를 5주 또는 8주 동안 투여한 처리군에서는 정상대조군에 비해 정세포의 수가 감<84>

소하는 경향이 관찰되었고, 정세포의 탈착현상이 처리군에서 많이 관찰되었다.

4) PCB 투여후 고환무게의 변화에 미치는 영향<85>

흰쥐에 내분비계장애물질인 PCB-126과 PCB-114를 매주 투여하여 대조군과 처리군의 체중과 고환의 무게를 각각<86>

측정하였다. 

PCB-126과 PCB-114를 각각 2주~5주 동안 투여한 후 체중은 약간 증가하였으나 유의한 차이는 없었다. <87>

도 4는 고환의 무게를 체중에 대한 상대적인 값으로 나타내었는데, PCB-126을 8주 동안 투여한 군에서는 대조군<88>

에  비해  유의적인  증가를  나타내었으나  PCB-114를  2~8  주  동안  투여한  군에서는  유의한  차이를  나타내지

않았다.

5) PCB 투여후, Total T4(Thyroxine)의 혈청 내 농도 변화 <89>

PCBs를 투여한 후 티록신(thyroxine)의 농도를 조사한 결과에서 PCBs를 2주 및 5주 동안 투여한 군에서 대조군<90>

에 비해 PCBs 투여군 모두 유의적인 감소를 나타내었다(도 5). 

6) PCB 투여후 혈청 테스토스테론의 농도변화<91>

PCBs를 투여한 후 테스토스테론(testosterone)의 농도를 조사한 결과에서 대조군에 비해 PCB-114를 2주 동안 투<92>

여한 군에서 유의적인 감소를 나타내었고, PCB-126을 5주 동안 투여한 군에서도 유의적인 감소를 나타내었다(도

6).

7) PCB 투여 후 혈청 LH의 농도변화<93>
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PCBs를 투여한 후 성샘자극호르몬인 LH(luteinizing  hormone)의 농도를 조사한 결과에서 PCB-114를 5주 동안<94>

투여한 군이 대조군에 비해 유의적인 증가를 나타내었으나 PCB-126 투여군에서는 유의한 차이를 나타내지 않았

다(도 7).

8) PCB 투여 후 혈청 FSH의 농도변화<95>

PCBs를 투여한 후 성샘자극호르몬인 FSH(follicle-stimulating hormone)의 농도를 조사한 결과에서 PCB-114를<96>

2주 동안 투여한 군이 대조군에 비해 유의적인 감소를 나타내었으나, PCB-126 투여군에서는 유의적인 차이를 나

타내지 않았다. 

<실험예 2> PCBs 노출에 따른 생식기관의 유전자 발현에 미치는 변화<97>

PCB-114를 투약한 랫드에서 경시별로 프로테오믹스에 의한 발현 패턴이 변화하는 특정단백질을 분리, 동정 하거<98>

나 또는 생식기관에서 성 결정인자 혹은 생식세포 발달에 영향을 미치는 유전자들을 동정하고 PCB의 처리에 의

한 이들 유전자의 세포 및 생체 내에서의 기능 탐구와 성의 결정 과정에서 그 역할을 확립하기 위하여 고환조직

의 RT-PCR과 western blotting를 시행하였다.

1. 유전자 동정 및 발현패턴 확인<99>

2차 젤 전기영동법에 의해 동정된 유전자들의 mRNA 발현을 비교분석하기 위해 RT-PCR과 Northern blot 분석을<100>

실시하고, 표적 유전자들의 정확한 발현 세포를 동정하기 위해 ISH(in situ hybridization)를 실시하였다. 

단백질의 발현은 Western blot 분석과 ELISA로써 PCB 을 처리한 재료와 처리하지 않은 재료에서 발현량 차이를<101>

확인하였다.

또한,  표적유전자 발현세포에서 내분비계장애물질(PCB-114)의  처리에 의한 발현이 증가한 표적유전자에 대한<102>

siRNA(small-interfering RNA)를 사용하여 발현을 재억제시킨 후에 표적 유전자의 기능을 검정하였다.

표 1

<103>
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표 2

<104>

2. 결과<105>

PCBs가 성숙쥐의 테스토스테론(testosterone)을 감소시킨다는 결과는 잘 알려져 있다. <106>

테스토스테론은 정소(testis)의 레이디그셀(leydig cell)에서 콜레스테롤로부터 일련의 효소들, SRB, p450scc,<107>

StAR, 3beta-HSD, P45017α, 17beta-HSD의 연속적인 반응에 의하여 testosterone을 합성된다. 

성숙쥐에서 PCBs의 처리에 의한 테스토스테론의 합성에 관여하는 이들 효소들의 발현을 검토하기 위해서 대조군<108>

군과 PCB-126처리군, PCB-114 처리군에서 mRNA와 단백질의 발현의 차이를 대조군과 PCB-126처리군, PCB-114 처

리군에서 각각 관찰하였다. 

처리 6주령에서 테스토스테론의 합성에 관련하는 효소, P450scc, P45017α가 RT-PCR과 웨스턴블랏팅에서는 대조<109>

군에 비해 PCB 투여군에서 유의적인 감소를 나타내었고, PCB-126 투여군에서는 114 투여군 보다 빠른 일령에서

이들 유전자의 발현이 현저히 감소하는 것으로 나타났다(도 9, 10). 

따라서 PCBs는 레이디그 셀(Leydig cell)에서의 테스토스테론 생합성에 직접적으로 영향을 주어 혈청 테스토스<110>

테론의 농도를 감소시키는 것으로 사료되며, PCB-126는 수컷 쥐의 고환에서 테스토스테론 합성에 보다 심각한

영향을 미칠 것으로 사료되며 나아가 정자형성(spematogenesis)에도 영향을 미치게 될 것으로 생각된다. 

또한, PCB에 처리에 의한 세포독성을 검토하기 위해 세포사멸(apoptosis), HSP(heat-shock protein)들에 대한<111>

웨스턴블랏팅을 실시했다. 

세포사멸 신호기작(Apoptotic signaling)에 관여하는 단백질인 Bcl-xL의 PCB 처리에 의한 유의적인 감소가 나타<112>

났고, HSP70 과 정자형성(spermatogenesis)에서 중요한 역할을 하는 HSP70-2가 유의적인 감소를 나타내었다(도

11). 

이는 PCBs가 고환세포의 사멸(apoptosis)에도 영향을 미치는 것으로 볼 수 있다. <113>

<실험예 3> PCBs 노출에 따른 생식기관의 단백질 발현 변화에 대한 실험<114>

1. 실험동물<115>

SPF(speeific pathen free) 동물을 아래와 같이 2 군으로 나누어 실험하였다. <116>

대조군과 처리군에 Sprague-Dawley 수컷과 암컷 각각 150 마리씩 준비하였다.<117>

2. 프로테옴 분석<118>

(1) 이차원 전기영동(2-DE)의 시료 사용조건<119>

혈청을 12 시간 예비 배양한 후 100 ㎕를 50 ㎖의 LB broth에 접종하고, 37 ℃에서 220 rpm으로 24 시간 동안<120>

진탕 배양하였다. 
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세균의 배양액은 4 ℃에서 6000  rpm  15  분 동안 원심 침전시키고 침전된 균괴는 40 mM  tris-HCl  buffer(pH<121>

7.2)로 50 ㎖ 부여시킨 다음 4 ℃에서 6000 rpm으로 10 분간 3 회 세척한 후 흡광도 1.0(λ=610nm)수준으로 희

석하였다. 

희석된 세균액은 각각 8 ㎖으로 분주하고, 다시 원심침전시켜 이차원 전기영동의 시료로 사용하였다.<122>

(2) 이차원 전기영(2-DE)동을 위한 시료 준비<123>

이차원 전기영동을 위한  단백질 추출은 O'  Farrell의 방법을 준용하였으며, 준비된 시료에 500 ㎕의 lysis<124>

buffer(9M urea, 4%CHAPS, 40 mM Tris-HCl)을 첨가하여 얼음에서 1 시간 반응시킨 다음 13,000×g에서 1 시간

원심시켜 상층액을 회수하고, 회수된 상층액은 Bradford 법을 준용하여 단백질을 정량하였다.

(3) 이차원 전기영동(2-DE)<125>

1) 1차원 등전점 전기영동(IEF)<126>

IPGphor system을 이용하여 IEF를 수행하였다. <127>

Rehydration buffer(9M urea, 4% CHAPS, 40mM Tris-HCL, 65mM DTT, and 0.5% IPG buffer, bromophenol blue)<128>

에 정량한 시료의 단백질을 IPGphore strip holder 에 250 ㎕ 로딩한 후 13 ㎝ immobilized pH Grient (IPG)

strip을 잘 올려놓고, 시료가 건조되지 않도록 cover fluid oil을 가하였다.

IEF 조건은 전류가 IPG strip 당 50 ㎂가 넘지 않도록 하였으며, 20 ℃의 온도조건에서 12 시간 rehydration<129>

후, 30 V에서 2 시간, 200 V에서 1 시간, 500 V에서 1 시간, 1000 V에서 1 시간, 2000 V에서 2 시간, 8000 V에

서 10 시간 통전하여 최종 83760 Vhr까지 실시하였다. 

IEF가 끝난 IPG strip은 2차원 SDS-PAGE를 수행하였다.<130>

2) 2차원 SDS-PAGE<131>

IEF가 끝난 IPG strip은 1 %(w/v) DTT를 첨가한 equilibration buffer(1.5M tris-HCl, pH 8.8, 6M urea, 30 %<132>

glycerol,  2  %  SDS,  bromophenol  blue)에 15  분간 반응시키고 다시 1.25  %(w/v)의 iodoacetamide를 첨가한

equilibration buffer에 15 분간 반응시킨 다음 IPG strip을 12.5 % acrylamide gel의 상단부에 loading 시키

고 빈공간은 phenol red를 첨가한 low melting agarose gel을 분주하였다. 

10mA의 조건으로 agarose gel의 붉은색 dye가 strip을 완전히 빠져나가면 20mA로 변환시켜 bromophenol이 gel<133>

하단부에 도달할 때까지 전개하였다.

3) 도은 염색<134>

이차원 전기영동을 마친 젤에서 단백질 스팟을 검출하기 위해 도은염색을 하였다. <135>

젤을 고정용액(50% MeOH, 12% AcOH, 37% HCOH)으로 1 시간 이상 처리한 후, 50 % EtOH으로 20 분간 3 회 반복<136>

세척한 다음 Na2S2O3·5H2O로 1분간 전 처리하였다.

젤을 3차 증류수로 20 초간 3 회 세척한 다음 AgNO3와 37 % HCOH로 30 분간 처리하여 Na2CO3와 37 % HCOH로 발<137>

색시키고, 스팟을 확인한 후 고정용액(50 % MeOH, 12 % AcOH)으로 발색을 중지하였다.

4) ECL을 이용한 면역블랏팅법(Immunoblotting)<138>

이차원 전기영동을 한 젤에서 항원 스팟을 검출하기 위하여 15 초 동안 MeOH에 전 처리한 PVDF membrane에 60 V<139>

에서 70 분동안 전사시킨 후 5 % skim milk를 가하여 4 ℃에서 하루 동안 blocking 하였다.

5 % skim milk에 1:200으로 희석한 S. enteritidis 특이 다가 혈청을 가하여 2 시간 동안 진탕 배양하면서 반<140>

응시킨 후 폴리옥시에틸렌솔비탄모노올레이트 (Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate, Tween 20)을 0.1 % 첨

가한 tris buffered saline으로 세척한 후 다시 5 % skim milk에 1:2000으로 희석한 anti rabbit horse radish

conjugated IgG를 가하여 1시간동안 진탕하여 반응시킨 후 ECL kit를 이용하여 항원을 검출하였다.

5) 통계처리<141>

도은 염색한 젤과 면역블랏팅 결과는 스캐닝 한 후 전용이미지 분석프로그림인 Phoretix 2D program(Ver. 5.0<142>

1)을 이용하여 재료를 분석하였다.
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6) MALDI-TOFMS 시료준비<143>

7) 스팟 절제(excising)<144>

Proetix 2D program을 통해 분석된  2-D gel을 분석한 후, 관심 있는 단백질의 검증을 위해 관련 스팟을 피펫<145>

팁을 이용하여 1 ㎣ 크기로 잘라내었다.

8) 탈염색과정<146>

잘라낸 스팟은 도은 염색 상태이므로 30 mM 칼륨 시안화제2철(Potassium ferricyanide)과 100 mM 티오황산나트<147>

륨(Sodium thiosulfate)을 1:1로 혼합한 용액에 넣어 5 분 동안 반응시켜 탈색해 준다.

탈색한 젤은 증류수를 이용하여 5 분 동안 3 ~ 4 회 세척해준다.<148>

젤 내부의 수분을 제거시켜주기 위해 아세토니트릴(acetonitrile)을 넣어 15 분 동안 반응시킨 후 젤이 하얀색<149>

으로 탈수상태가 된 것을 확인한 후 아세토니트릴(acetonitrile)을 제거시켜주고 젤은 진공원심분리기를 이용하

여 완전 건조한다.

9) 젤로 환원 및 알킬레이션(Alkylation)<150>

건조된 젤에 10 mM DTT가 함유된 100 mM NH4HCO3를 넣어 30분간 반응시킨 후 다시 55 mM iodoacetamide가 함유<151>

된 100 mM NH4HCO3를 넣어 암실에서 30분간 다시 반응시킨다. 100mM NH4HCO3를 이용하여 한 번 더 세척한 후 아

세토니트릴 (acetonitrile)을 이용하여 젤을 탈수시킨다.

10) 젤로 흡수(Digestion)<152>

건조된 젤에 50 mM NH4HCO3와 5 mM CaCl2의 흡수버퍼를 넣어 녹인 12.5 ng/㎕의 트립신(trypsin)을 15 ㎕를 넣<153>

어 45 분 동안 아이스에서 정치시키고 흡수되지 않고 남은 용액은 모두 제거한 후 20 ㎕의 트립신이 포함되지

않은 흡수버퍼를 넣어 37 ℃에서 16 시간 정도 흡수시킨다.

11) 펩타이드 추출<154>

15 ㎕의 증류수를 넣어 30 분간 회전(vortex) 시킨 후 20 ㎕의 아세토니트릴(acetonitrile)을 넣어 다시 30 분<155>

간 회전(vortex) 시킨 후 상층액만 수거, 진공원심분리기(vacuum centrifuge)를 이용하여 건조시킨다.

12) 타겟 시료 준비(Dried-Droplet Method)<156>

기질용액(Matrix  solution)으로  40  mg의  HCCA(α-cyano-4-hydroxycinnamic  acid)를  50  %  아세토니트릴<157>

(acetonitrile)과 0.3 % TFA 1 ㎖에 녹인 상층액에 적당량의 교정액(브라디키닌, 안지오텐신)을 섞어 건조된 샘

플과 혼합한 후 MALDI target에 2 ㎕ 타겟팅 한 후 건조시켜 MALDI-TOF를 시행한다.

13) 자료 분석<158>

얻어진 펩타이드의 질량은 단백질 탐색기(Prospector)에 있는 MS-Fit 프로그램을 이용하여 NCBInr 데이타베이스<159>

에 접속하여 단백질을 동정하였다. 

이때 mass tolerance 는 50ppm 이내로 하였고 최소 4개 이상의 펩타이드가 일치된 단백질만을 선택하였다.<160>

3. 결과<161>

1) 고환조직의 2-DE의 참조지도(reference map)<162>

각 단백질의 용해도에 따라 총 5장 젤에 나누어 분석하여, 분해능과 단백질 동정율을 높였다. <163>

총 244개의 단백질 스팟(도 12, 표 3)이 MALDI-TOF MS 를 이용하여 성공적으로 동정되었다. <164>
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표 3

<165>
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<172>

* 단백질 서열의 번호는 NCBI(USA)에 등록된 데이터베이스. <173>

** 스팟은 최소한 2 단백질 이상 오버랩된 것임.<174>

§ 이론상 MW/pI 는 측정된 MW/pI과 다소 차이가 날 수 있음. <175>

2) 혈청 단백질의 2-DE 참조지도(reference map)<176>

총 29개의 단백질 스팟(도 13, 표 4)이 MALDI-TOF MS 를 이용하여 성공적으로 동정되었다. <177>
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표 4

<178>

* 단백질 서열의 번호는 NCBI(USA)에 등록된 데이터베이스. <179>

** 스팟은 최소한 2 단백질 이상 오버랩된 것임.<180>

§ 이론상 MW/pI 는 측정된 MW/pI과 다소 차이가 날 수 있음. <181>

3) 혈청 단백질 발현양상 비교<182>

2-DE 참조지도를 기반으로 하여 PCB-126 투여군과 대조군 간의 단백질 발현차를 비교해 보니, PCB-126 투여군에<183>

서 하나의 스팟이 대조군에 비해 발현이 증가되었다. 

이 스팟으로부터 단백질을 추출한뒤 MALDI-TOF MS 로 질량스펙트럼을 분석하였다(도 14).  <184>

분석한 스펙트럼으로 PMF(peptide mass fingerprinting)를 실시하였으며, 그 결과 유의수준 95 %에서 렛 트랜<185>

스티레틴(rat transthyretin) 이라는 단백질로 동정되었다(도 16, 17). 

4) 트랜스티레틴의 웨스턴블랏팅 결과<186>

위에 동정된 트랜스티레틴(transthyretin)의 발현양상을 전이수준 (translation level)에서 조사해 보았다. <187>

대조군에 비해 PCB-126 투여군에서 유의적인 증가를 나타내었으며, PCB-114 투여군에서도 약간의 증가를 보였다<188>

(도 17). 

트랜스티레틴(transthyretin)은 간세포에서 합성되어 혈액내로 분비되는 것으로 알려져 있다. <189>

따라서 간암세포인 HepG2 cell에 PCB를 직접 처리하여 그 media에서 분비되어져 나오는 단백질을 가지고 웨스턴<190>
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블랏팅을 실시하였다. 

그 결과 DMSO를 처리한 대조군에 비해 PCB투여군에서 모두 유의적인 증가를 나타내었다(도 18). <191>

종합해보면, 혈청에서의 2-DE와 웨스턴블랏팅, 그리고 간암세포 media를 이용한 웨스턴블랏팅에서 모두 일관성<192>

있는 결과를 얻을 수 있었다. 

따라서 PCBs는 트랜스티레틴의 발현증가에 직접적으로 영향을 미친다고 할 수 있다.  <193>

트랜스티레틴은 혈액내 갑상선호르몬의 중요한 운반단백질로 알려져 있다.<194>

따라서, 트랜스티레틴(transthyretin)의 증가는 갑상선호르몬의 감소와도 밀접한 연관성이 있을것으로 사료되며<195>

그  매커니즘에 대해서는 좀 더 명확한 연구가 진행되어야 할 것이다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 내분비장애물질인 PCBs 투여 8주 후 간의 부검사진<196>

A : 대조군, B : PCB-114 투여군, C : PCB-126 투여군<197>

도 2는 내분비장애물질인 PCBs 투여 8주 후 간조직의 광학현미경 사진<198>

도 3은 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 고환조직의 광학현미경 사진<199>

A : 대조군(2주), B : PCB-126(2주), C : PCB-114(2주)<200>

D : 대조군(5주), E : PCB-126(5주), F : PCB-114(5주)<201>

G : 대조군(8주), H : PCB-126(8주), I : PCB-114(8주)<202>

도 4는 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐의 고환무게 변화를 나타내는 그래프<203>

도 5는 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐 혈청 내 티록신의 농도변화를 나타내는 그래프<204>

도 6은 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐 혈청 내 테스토스테론의 농도변화를 나타내는 그래프<205>

도 7은 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐 혈청 내 LH의 농도변화를 나타내는 그래프<206>

도 8은 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐 혈청 내 FSH의 농도변화를 나타내는 그래프<207>

도 9는 테스토스테론 합성에 관여하는 효소에 대한 mRNA 웨스턴블랏팅사진<208>

도 10은 테스토스테론 합성에 관여하는 효소에 대한 단백질의 웨스턴블랏팅사진<209>

도 11은 세포사멸 신호기작에 관여하는 단백질의 웨스턴블랏팅 사진<210>

도 12는 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐 고환조직의 2-DE 참조지도<211>

도 13은 내분비장애물질인 PCBs 투여 후 쥐 혈청단백질의 2-DE 참조지도<212>

도 14는 혈청 2-DE 젤에서 유의하게 발현된 스팟 사진<213>

도 15는 유의하게 발현된 스팟의 질량스펙트럼 결과를 나타내는 그래프<214>

도 16은 펩타이드 질량지문검사 결과사진<215>

도 17은 쥐 혈청에서 트랜스티레틴의 웨스턴블랏팅 사진<216>

도 18은 HepG2 세포주에서 쥐 트랜스티레틴의 웨스턴블랏팅 사진<217>
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