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화학물질 시험에 관한 가이드라인OECD

설치류의 자궁비대반응시험:
에스트로겐 활성에 대한 단기 검색시험

서 론1.

1. 경제협력개발기구 는 년 최우선적으로 잠재적인 내분(OECD) 1998
비계장애물질의 검색 및 시험에 관한 기존 가이드라인을 개정하고 새로
운 가이드라인을 제정하기 위한 활동을 시작하였다 설치류의 자궁(1).
비대반응시험 가이드라인은 이러한 활동의 하나로 마련되었다OECD .
본 가이드라인은 그 초안이 마련된 후 이에 대한 상세한 배경자료를,
수집하고 강력한 에스트로겐 표준물질 약한 에스트로겐 수용체(2)(3), ,
작용제 강한 에스트로겐 수용제 길항제와 음성 대조물질을 사용하여,
시험의 타당성과 재현성을 확인하기 위한 광범위의 실험실내 및 실험실
간의 연구 등 다양한 검증 프로그램을 실시하였다(4)(5)(6)(7)(8)(9) .
본 시험 가이드라인 은 검증 시험 프로그램 중에 얻은 경험과 그것440
에 따라 에스트로겐 작용제를 사용해 얻은 시험결과의 산물이다.
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2. 자궁비대반응시험은 년대에 시작된 단기 검색시험법1930 (27)
으로 년에 처음으로 전문가 위원회에 의해 검색시험법으로(28) 1962

표준화되었다 이 시험은 자궁 무게의 증가 또는 자궁비대 반(32)(35).
응에 근거한다 검토는 참조 이 시험에서는 화학물질이 천연 에스( 29 ). ,
트로겐 예를 들면 의 작용제 또는 길항제 과 같은 생물( 17 -estradiol )β
학적 활성을 나타낼 수 있는지를 평가한다 그러나 이 시험법은 길항.
제보다는 작용제 검색에 일바적으로 더 많이 사용된다 자궁은 가지. 2
방법으로 에스트로겐에 반응한다 초기 반응은 물이 흡수되면서 무게.
가 증가하는 것이며 이런 반응 후에는 조직 성장에 따른 무게 증가가,
이어진다 랫드와 마우스의 자궁 반응은 질적으로 유사하다(30). .

3. 자궁비대반응시험은 생체내 검색시험의 일종으로 내분(in vivo) "
비계장애물질의 시험 및 평가에 관한 개념적 분류체계 부록“OECD "(
에 나타나 있다 이 개념적 분류체계에서 자궁비대반응시험은 단일2) .

내분비 기전 즉 에스트로겐성 에 대한 자료를 제공하, (estrogenicity)
는 생체내 시험으로서 단계에 해당된다(in vivo) 3 .

4. 자궁비대반응시험은 내분비계와 상호작용할 가능성이 있는 물질을
규명하기 위한 일련의 시험관내 및 생체내 시(in vitro) (in vivo)
험법에 포함되는 것을 목적으로 하며 궁극적으로는 인간의 건강 또,
는 환경의 위해성 평가를 가능하게 한다 검증 프로그램에서는 에. OECD
스트로겐성 작용이 있는 화합물을 확인하기 위한 이 시험의 능력을 평
가하기 위해 강한 에스트로겐성 물질과 약한 에스트로겐성 물질 모두
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를 사용하였으며 그 결과 실험실 내 및 실험실간의(4)(5)(6)(7)(8),
재현성뿐만 아니라 에스트로겐성 물질에 대한 시험 절차의 민감성도 좋
게 나타났다.

5. 음성 화합물과 관련하여 수용체 결합 및 수용체 시험, in vitro
뿐만 아니라 자궁비대반응시험을 통해 이미 음성으로 보고된 단 하나
의 음성 대조 화학물질이 검증 프로그램에 포함되었지만 검" " , OECD
증 프로그램이 아닌 추가 시험자료들에 의해서도 에스트로겐성 물질
의 검색을 위한 자궁비대반응시험의 특이성이 뒷받침되고 있다(16).

초기 고려사항 및 제한사항2.

6. 에스트로겐성 및 항에스트로겐성 물질은 에스트로겐 수용체 α
및 에 대해 리간드로 작용하여 이들 수용체의 전사 작용을 활성화β
시키거나 저해시킬 수 있다 화학물질의 이러한 작용은 생식 및 발달.
에 미치는 영향을 포함하여 인간의 건강에 유해한 영향을 초래할 수
있으므로 화학물질의 에스트로겐 작용 또는 길항 가능성을 신속하게
측정하고 평가할 필요성이 있다.

에서의 에스트로겐 수용체에 대한 리간드의 친화력 또는 리포In vitro
터 유전자의 전사 활성화는 유익한 정보를 제공하지만 가능한 유해,
성을 결정하는 몇 가지 요인 중 하나에 불과하다 다른 결정 요인으.
로는 적어도 부분적으로 투여경로 및 시험 중인 화학물질에 따라 달
라지는 체내 유입에 따른 대사 활성화 및 불활성화 표적 조직에 대,
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한 분포 및 체외로의 배출이 포함될 수 있으며 이러한 점에서 화학,
물질의 흡수 분포 대사 배설 특징에 대한 정보가 미리 제- - - (ADME)
공되지 않는 한 적절한 조건 하에서 화학물질의 가능한 활성, in vivo
을 검색해야 할 필요성이 발생된다 자궁조직은 에스트로겐 자극에.
반응하여 빠르고 왕성하게 성장하는데 이러한 현상은 발정주기가 약,
일인 설치류에서 뚜렷하다 설치류 특히 랫드는 유해성 평가를 위4 . ,
한 독성연구에도 널리 이용되고 있어 설치류의 자궁은 에스트로겐성
및 항에스트로겐성 물질의 생체내 검색에 적합한 표적 기관이다.

7. 이 가이드라인은 실험실내 및 실험실간 연구에서 신뢰성 및 재,
현성이 있는 것으로 나타난 검증 연구에 사용된 프로토콜에, OECD
근거한다 현재 가지 방법 즉 난소절제 성체 암컷 방법(5)(7). 2 , (OVX
방법 과 미성숙 난소 비절제 방법 미성숙 방법 을 이용할 수 있으며) ( ) ,

검증 시험 프로그램에서 이 두 가지 방법 모두 유사한 민감성OECD
과 재현성을 나타냈다 그러나 미성숙한 동물은 완전한 시상하부 뇌. -
하수체 생식선 축을 가진다는 점에서 다소 덜 특이적이지만- (HPG)
단순히 에스트로겐 수용체보다는 축과 상호작용하는 물질에 반HPG
응할 수 있다는 점에서는 난소절제 동물에 비해 더 넓은 범위의 조사
가 가능하다 랫드의 경우 축은 출생 후 약 일에 기능을 시. , HPG 15
작하기 때문에 그 전에는 와 같은 처리로 성성숙을 가속화 시GnRH
킬 수 없다 암컷은 성성숙에 이르는 과정에서 질 개구 또는 배란을. ,
일으키지 않는 몇 번의 침묵 주기 를 갖게 되는데 이때(silent cycle) ,
에도 어느 정도의 호르몬 변동은 나타난다 화학물질이 직간접적으로.
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축을 자극하는 경우에는 성조숙 조기 배란 및 질개구 시기의HPG ,
가속화가 초래된다 축에 작용하는 화학물질만 이런 작용을 하. HPG
는 것이 아니라 대사에 의해 고수준의 에너지를 발생시킬 수 있는 사
료섭취 또한 에스트로겐성 작용없이 성장을 촉진하고 질개구 시기를
가속화 시킬 것이다 이러한 물질은 축이 작동하지 않기 때문에. HPG

동물에서 자궁비대 반응을 유도하지 않을 것이다OVX .

8. 동물 보호 차원에서 미성숙 랫드를 이용하는 것이 좋으며 동물,
을 외과적으로 전처리 하거나 발정기에 들어가는 징후를 보이는 동물
의 사용은 피하는 것이 좋다 절 참조. (30 )

9. 자궁비대 반응이 전적으로 에스트로겐 활성에 기인하는 것은 아
니며 즉 에스트로겐 또는 항에스트로겐 외의 화합물 또한 반응을 일,
으킬 수 있다 예를 들어 비교적 고용량의 프로게스테론 테스토스테. ,
론 또는 다양한 합성 프로게스틴 모두가 자극 반응을 일으킬 수 있으
며 모든 반응은 질의 케라틴화 및 각질화에 대해 조직학적으로(30),
분석될 수 있다 반응의 가능한 원인과 관계없이 자궁비대반응(30). ,
시험에서 양성 결과가 나오면 보통 추가 설명을 위한 실험을 시작해
야 한다 에스트로겐성의 추가적 증거는 에스트로겐 수용체 결합시험.
및 전사 활성화 시험과 같은 시험이나 암컷 성성숙 시험과in vitro
같은 시험에서 얻을 수 있을 것이다in vivo .

10. 자궁비대반응시험이 검색시험이라는 점을 감안하여 이in vivo ,
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시험법의 검증은 동물 보호와 단계적 시험 전략(tiered testing
모두를 고려하여 수행되었다 이런 목적을 위해 이 시험법strategy) .

에서는 많은 화학물질에 대하여 주요 관심사인 에스트로겐성에 대한
재현성 및 민감성을 정확하게 검증하는데 노력이 집중된 반면 시험,
의 항에스트로겐성 요소에는 상대적으로 적은 노력을 기울였다 항에.
스트로겐 활성이 분명한 일부 에스트로겐 활성에 의해 은폐되지 않(
는 물질의 수가 매우 제한적이기 때문에 활성이 강한 항에스트로겐)
은 단 개만 시험되었다 따라서 이 가이드라인에서는 에스트로겐성1 .
시험에 대한 프로토콜만을 다루고 있으며 항에스트르겐 활성을 검색, ,
시험하는 방법에 대한 프로토콜은 지침서에 포함되어 있다 순수하게.
항에스트로겐 활성을 가진 물질에 대한 시험의 재현성 및 민감성은
그 시험방법이 일정기간 동안 일반화되어 사용되고 이런 작용 방식을
갖는 더 많은 물질이 확인된 후에 더욱 분명하게 정의될 것이다.

11. 동물에 관련된 모든 절차는 동물 보호에 관한 지역 기준을 따르
는 것으로 인정되고 있으며 아래에 규정된 관리 및 취급에 대한 설,
명은 최소한의 이행 표준으로 지역규정이 있는 경우 지역 규정이 우, ,
선된다 이 외에도 는 인도적인 동물 취급에 대한 지침서를 제. OECD
공하고 있다(25).

12. 살아 있는 동물을 이용하는 모든 시험과 마찬가지로 자궁비대,
반응 시험을 시작하기 전에는 이 시험자료가 정말로 필요한 지를 확
인해야 한다 예를 들어 다음의 두 조건이 이 시험의 자료가 필요한.
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경우이다:
• 노출 가능성이 높거나 분류체계 부록 의 단계 에스트로겐 효( , 2 1 )
과가 에서도 일어날 수 있는 지 조사할 필요성을 제시하in vivo
는 에스트로겐 활성을 보일 때 단계(2 )
• 그러한 효과가 시험으로는 설명할 수 없는 에스트로겐성in vitro
메커니즘과 관련되어 있음을 실증하는 in vivo 시험인 단계 또는4
단계에서 에스트로겐 활성을 시사하는 영향을 나타낼 때5

13. 이 시험 가이드라인에서 사용된 용어에 대한 정의는 부록 에1
나타나 있다.

시험의 원리3.

14. 자궁비대반응시험의 민감도는 시상하부 뇌하수체 생식선 축이- -
작동하지 않아 순환하는 내인성 에스트로겐 농도가 낮은 동물 시험
시스템에 좌우된다 이렇게 되면 자궁 무게가 기본적으로 낮게 유지.
되어 투여된 에스트로겐에 최대한으로 반응하게 될 것이다 설치류.
암컷에서 다음과 같은 가지 에스트로겐 민감성 상태가 이런 요건을2
충족시킨다:
i) 젖을 뗀 성성숙 이전의 미성숙한 암컷
ii) 난소 절제 후 적절한 시간이 지나 자궁 조직이 퇴화한 어린 성체 암컷
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15. 시험 물질은 경구 투여 또는 피하 주사를 통해 매일 투여한다.
시험물질은 최소 개의 용량군에 자세한 내용은 절 참조 미성숙2 ( 33 )
방법의 경우 연속 일간 방법의 경우에는 최소 일간 연속적으3 , OVX 3
로 투여하며 마지막 투여 약 시간 후에 동물을 부검한다 에스트, 24 .
로겐성 물질의 경우 시험물질 투여군 동물의 평균 자궁무게가 대조군
동물의 자궁무게와 비교하여 통계적으로 유의한 증가가 있었는지를
평가한다 시험물질 투여군의 평균 자궁 무게에 통계적으로 유의한.
증가가 있는 경우 이 시험에서 양성 반응을 나타낸 것으로 판단한다.

방법에 대한 설명4.

동물 종의 선택

16. 일반적으로 사용되는 실험용 설치류를 이용할 수 있으며 한 예,
로 검증과정에서는 랫드 중 와 랫드가 사용Sprague-Dawley Wistar
되었다 자궁의 반응성이 낮은 것으로 알려져 있거나 의심되는 계통.
은 사용하지 않아야 한다 실험실에서는 절과 절에 기술된 바와. 26 27
같이 사용된 동물 계통의 민감성를 증명해야 한다.

17. 랫드 및 마우스가 년대 이후 자궁비대반응시험에 일상적으1930
로 사용되고 있다 검증연구에서는 두 종 모두가 동등할 것으. OECD
로 예상되므로 자원과 동물을 절약하기 위해서는 한 종만으로도 전세
계적인 검증에 충분하다는 이해에 근거하여 랫드만을 사용하였다.
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랫드는 대부분의 생식 및 발생 독성 연구에서 선택되고 있는 종이다.
마우스에 대한 기존의 광범위한 역사적 데이터베이스가 존재한다는
사실을 고려하여 설치류에서 자궁비대반응시험 가이드라인의 범위를
마우스 사용으로 까지 확대시키기 위해 마우스를 사용한 제한된 후,
속 검증연구가 실시되었다 자원과 동물을 절약하기 위한 최초의(16).
의도에 따라 시험 화학물질의 수가 제한되었으며 한정된 실험실이 참
여하여 암호화된 시료 시험이 없는 가교 접근법(bridging approach)
이 선택되어 왔다 이런 가교 검증 연구에서 난소가 절제된 어린 성.
체 마우스를 이용한 자궁비대반응시험의 경우에는 랫드와 마우스에서
얻은 자료가 정량적 정성적으로 서로 잘 맞음을 보여준다 자궁비대, .
반응시험 결과가 장기 연구에 대한 예비 연구가 될 수 있다면 두 연,
구 모두에서 동일한 종과 기원의 동물을 사용할 수 있다 가교 접근.
법은 마우스로 제한되어 실시되었으며 이에 따라 보고서는 마OVX ,
우스 미성숙 모델에 대한 확실한 검증자료를 제공하지 않으므로 미성
숙 마우스 모델은 현재의 시험 가이드라인 에 포함되(Test Guideline)
어 있지 않다.

18. 따라서 일부 경우에 랫드 대신 마우스를 사용할 수 있으며 이 경,
우에는 사용하는 마우스에 대한 독성학적 약물동태학적 및 또는 기타, /
기준에 근거한 이론적 근거를 제시하여야 하며 마우스에 맞도록 프로,
토콜을 변경해야 할 수도 있다 예를 들어 마우스는 체중 대비 사료.
섭취량이 랫드보다 높기 때문에 마우스의 경우 랫드에 비해 사료 내
식물성 에스트로겐 함량이 낮아야 한다(phytoestrogen) (9)(29)(22).
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사육 및 사료의 조건

19. 모든 절차는 실험용 동물 관리에 관한 지역 기준에 따라야 한다.
관리 및 취급에 대한 이런 설명은 최소한의 이행 기준으로 지역 규,
정이 있는 경우 지역 규정이 우선된다 실험용 동물실의 온도는, .

로 유지해야 하며 상대 습도는 최소 가 되어야 하고 청22±3 , 30%℃
소할 때 이외에는 최고 를 넘지 않아야 한다 상대 습도의 목표70% .
를 에 두고 조명은 인공 조명을 이용해야 한다 일일 명암50-60% .
주기는 밤을 시간 낮을 시간으로 해야 한다12 , 12 .

20. 실험용 사료와 물은 자유로이 섭취할 수 있도록 공급되어야 하며,
어린 성체 동물의 경우 한 케이지에 한 마리씩 또는 마리까지 넣을3
수 있다 미성숙 동물은 어리기 때문에 동물별 분리가 아닌 집단 수.
용을 권장한다.

21. 실험용 사료에서 식물성 에스트로겐의 함량이 높으면 설치류의,
자궁 무게가 자궁비대반응시험을 방해하는 정도까지 증가되는 것으로
알려져 있다 미성숙 동물을 사용하는 경우 실험용 사(13)(14)(15). ,
료에 식물성 에스트로겐의 함량과 대사에너지가 높아도 조기 성성숙
을 초래할 수 있다 식물성 에스트로겐은 주로 실험용 사료에 콩과.
알팔파가 포함되어 있는 제품에서 발견되고 그 농도는 표준 실험실
사료의 제조번호마다 다른 것으로 보인다 체중은 사료섭취량과(23).
과 관계가 있으므로 중요한 변수가 된다 따라서 동일한 사료 내에서.
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도 실제로 섭취되는 식물성 에스트로겐의 양은 동물종 및 연령에 따
라 달라질 수 있다 미성숙 암컷 랫드의 경우 난소가 절제된 어린(9).
성체 암컷에 비해 체중 대비 사료 섭취량이 약 배가 될 수 있다 어2 .
린 성체 마우스의 경우에는 난소가 절제된 어린 성체 암컷 랫드에 비
해 체중 대비 사료 섭취량이 약 배가 될 수 있다4 .

22. 그러나 자궁비대반응시험 결과 에서 사료 중(9)(17)(18)(19) ,
제한된 양의 식물성 에스트로겐은 허용될 만하며 시험의 민감성을 떨
어 뜨리지 않는 것으로 나타났다 한 가지 지침으로 미성숙 암컷.

와 랫드의 경우 사료 중 식물성 에스트로겐Sprague Dawley Wistar ,
의 양을 실험용 사료 그램당 제니스테인으로 을 초과하지1 350 gμ
않도록 하고 있다 체중 대비 사료 섭취량이 미성숙 동물에 비(6)(9).
해 어린 성체에서 더 적다는 점에서 난소절제 어린 성체 랫드를 사
용한 시험을 실시할 때에도 사료가 적절해야 한다 난소가 절제된 성.
체 마우스 또는 식물성 에스트로겐에 민감성이 큰 랫드을 사용해야
하는 경우에는 사료 내 식물성 에스트로겐 농도의 비례적 감소를 고
려해야 한다 이 외에 사료별 대사 에너지의 효율 차이는 성성숙(20).
시기를 변화시킬 수 있다(21)(22).

23. 연구 시작에 앞서 식물성 에스트로겐 지침 참조 또는 대( (6)(9) )
사 에너지가 높지 않은 사료를 신중히 선택해야 하며 사료내 식물성,
에스트로겐의 농도 또는 대사 에너지가 높으면 결과를 혼동시킬 수 있
다 절과 절에서 구체화 했듯이 실험실(15),(17),(19),(22),(36). 26 27 ,
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에서 사용되는 시험 시스템에 대해 적절한 작동을 확보하는 것은 이 두
가지 요인 모두에 대한 중요한 점검사항이다 에 따른 안전장치로. GLP
서 연구기간동안 투여된 사료에 대해 각 배치 별 표본시료를 대(batch)
상으로 식물성 에스트로겐의 함량 예를 들어 대조군의 자궁무게가 기존(
연구에서의 대조군들에 비해 높거나 에스트로겐 표준물질(reference

에 부적절한 반응을 보이는 경우 을estrogen), 17- ethinyl estradiol )α
분석해야 한다 분석전에. 시료가 분해되는 것을 방지하기 위해서는 연구
의 일부분으로 시료의 일정량을 분석하거나 에서 냉동시키는 등의-20℃
적절한 조치를 취해야 한다.

24. 일부 깔짚 재료에는 자연적으로 발생되는 에스트로겐 또는 항에
스트로겐성 물질이 포함될 수 있다 예를 들어 옥수수자루는 랫드의(
주기성에 영향을 미치는 것으로 알려져 있으며 항에스트로겐성이 있
는 것으로 보임 최소한의 식물성 에스트로겐이 포함되어 있는 깔짚).
재료를 선택해야 한다.

동물의 준비

25. 어떠한 질병이나 신체적 이상 징후가 없는 실험용 동물을 대조군
과 처리군에 무작위로 배당한다 케이지 배치는 배치로 인한 가능한.
영향을 최소화 하는 방법으로 해야 한다 동물은 개별적인 식별이 가.
능해야 하며 미성숙 동물의 경우 적응기간 동안 젖을 뗄 때까지는 한,
케이지에 모체 또는 양육모와 함께 수용하는 것이 좋다 어린 성체 동.
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물과 모체 또는 양육모와 함께 수용하는 미성숙 동물 모두 연구를 시
작하기 전 약 일 동안의 적응기간을 가져야 한다 모체 없이 강제로5 .
젖을 뗀 미성숙 동물의 경우에는 젖을 뗀 직후에 시험물질의 투여를
시작해야 하므로 적응기간의 단축이 필요할 수 있다 절 참조. (29 ).

시험방법5.

실험실 숙련도 검증

26. 실험실의 숙련도 검증에는 다음 두가지 방법 중 하나가 사용될
수 있다.
- 에스트로겐 표준물질 연구(Baseline Positive Control Study 절, 27
참조 에 근거한 주기적인 검증방법으로 적어도 개월마다 그리고) 6
시험의 성능에 영향을 미치는 변경 사항 예를 들면 사료의 성분 부( ,
검자 동물의 계통 또는 공급원 등의 변동 이 있을 때마다 적절한 양, ) ,
절에 기술된 에 근거 의 에스트(27 baseline positive control study )

로겐 표준물질, 17- ethinyl estradiol(EE, CAS No.: 57-63-6)α
을 사용하여 시험 시스템 동물 모델 의 반응성을 검증해야 한다( ) .

- 매 시험마다 적절한 양의 에스트로겐 표준물질 투여군을 포함시켜
동시에 여러개의 대조군을 사용하는 검증하는 방법( )

시스템이 예상되는 대로 반응하지 않으면 실험조건을 조사해서 적절
하게 변경해야 한다 이때 사용되는 표준 에스트로겐의 양은 약.

을 권장한다ED70-80 .
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27. 에스트로겐 표준물질 연구(Baseline Positive Control Study) 실
험실의 숙련도는 시험 가이드라인에 따라 연구를 처음 시작하기 전에,
동물 모델의 반응성을 시험함으로써 최소 가지 용량을 사용하여 에스, 4
트로겐 표준물질인 의17- ethinyl estradiol(EE, CAS No.: 57-63-6)α
용량 반응을 확립함으로써 증명되어야 한다 자궁무게 반응을 확립된.
기존 과거의 연구자료와 비교하며 참고문헌 참조 이 연구에서 예( (5) ),
상되는 결과가 나오지 않을 경우 실험 조건을 다시 검토하고 변경해야
한다.

동물의 수와 조건

28. 미성숙 방법과 방법 프로토콜 모두 각 투여군 및 대조군에OVX
는 최소 마리의 동물이 포함되어야 한다6 .

미성숙 동물의 연령

29. 미성숙 동물을 이용한 자궁비대반응시험의 경우 출생일을 명기
해야 하며 시험 물질 투여가 끝났을 때 성성숙과 관련된 내인성 에,
스트로겐의 생리적 상승이 일어나지 않을 만큼 충분히 이른 시기에
투여를 시작해야 한다 한편 너무 어린 동물은 덜 민감할 수 있다는. ,
증거가 있다 각 실험실에 맞는 최적의 연령을 정하기 위해서는 성성.
숙에 관한 실험실 자체의 기초 자료를 고찰해야 한다.
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일반적인 지침으로 랫드에서의 투여는 조기 이유 즉 출생 후 일, 18
출생일을 으로 산정 직후에 시작(postnatal day 18, postnatal day 0 )

할 수 있다 랫드에서의 투여는 출생 후 일에 완료하는 것이 좋지. 21
만 어떤 경우든 출생 후 일 이전에는 완료해야 한다 이 연령 후에25 .
는 시상하부 뇌하수체 생식선 축이 작동을 하고 내인성 에스트로겐- -
농도가 상승하기 시작하면서 자궁무게 평균과 군간 표준편차가 증가
될 수 있기 때문이다(2)(3)(10)(11)(12).

난소 절제술의 방법

30. 난소가 절제된 암컷 랫드와 마우스 투여군과 대조군 의 경우( ) ,
난소 절제는 출생 후 주와 주 사이에 실시되어야 한다 랫드의 경6 8 .
우 자궁을 최소의 안정된 수준까지 퇴화되도록 하기 위해서는 난소,
절제일과 첫 번째 투약일 사이에 최소 일이 경과되어야 하며 마우14 ,
스의 경우에는 최소 일이 경과되어야 한다 소량의 난소 조직만으로7 .
도 상당한 수준의 순환 에스트로겐을 생성하기에 충분하므로 사(3),
용전에 적어도 일간 연속적으로 랫드의 경우 난소 절제 후5 ( , 10-14
일 질내 상피세포를 관찰함으로써 동물을 검사해야 한다 발정기에) .
들어 갈 징후가 보이는 동물은 사용하지 않아야 한다 또한 부검 시. ,
난소 조직의 잔존 여부를 조사하여 난소 조직이 남아 있는 동물은 제
외한다(3).

31. 난소 절제는 동물을 적절히 마취시킨 후 엎드려 놓고 늑골 아래의,



16 가이드라인

경계면과 장골 능선 의 중간 지점에서 세로로 약 허리(iliac crest) 1 cm,
근육의 외측 가장자리에서 측면으로 수 밀리미터를 절개하여 등 바깥쪽
복벽을 열어야 한다 난소를 복강에서 떼어내는 작업은 무균대위에서.
실시해야 하며 난관과 자궁 본체의 접합부에서 난소를 분리해 낸다 과다, .
출혈이 없는지 확인한 후 봉합을 통해 복벽을 닫고 피부는 오토클립을
이용하거나 적절한 봉합을 통해 닫아야 한다 봉합 부위는 에. Figure 1
도식적으로 나타나 있다 시술이 끝나면 설치류 치료에 경험이 있는 수. ,
의사가 권장하는 방식으로 적절하게 통증이 없도록 처리해야 한다.

체 중

32. 방법에 있어 자궁 무게는 에스트로겐과 같은 호르몬의 영OVX ,
향은 받지만 신체의 크기를 조절하는 성장인자에는 영향을 받지 않으
므로 체중과는 서로 관련성이 없다 이와는 반대로 미성숙 모델에서.
는 성숙하는 동안 체중과 자궁 무게는 상호 관련성이 있다 따라(34).
서 미성숙 모델을 사용할 때는 연구 시작 시 사용하는 동물 체중의,
편차를 최소한으로 하여 평균 체중의 를 초과하지 않도록 해± 20%
야 한다 따라서 사육자는 어미가 다른 새끼들이 거의 동일하게 사육.
될 수 있도록 한배 새끼의 크기를 조절해야 한다 동물은 군간의 평.
균 체중이 통계학적으로 다르지 않도록 대조군 및 투여군에 무작위로
배분해야 한다 모체가 동일한 새끼를 같은 군에 배분하지 않고도.
실험을 수행할 수 있는지에 대한 고려가 있어야 한다.
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시험물질의 투여용량

33. 시험물질이 에서 에스트로겐 작용이 있는 지의 여부를in vivo
확인하기 위해서는 일반적으로 두 용량의 시험군과 하나의 대조군만
으로 충분하며 이러한 실험설계는 동물 보호 차원에서도 선호된다, .
용량 반응곡선을 얻거나 저용량으로의 외삽이 목적이라면 적어도 세- ,
용량의 시험군이 필요하다 에스트로겐 활성 확인 이상의 정보 에스. (
트로겐 효력 추정 등 가 요구되는 경우에는 투여 용량의 변경을 고려)
해야 한다 대조군 동물도 시험물질 투여를 제외하고는 시험물질 투.
여군 동물들과 동일하게 처리되어야 한다 시험물질 투여 시 용매를.
사용한다면 대조군에도 시험군에 사용하는 것과 동일한 양의 용매,
시험군별로 사용할 용매의 양이 다르다면 사용할 최고량 를 투여해( )
야 한다.

34. 자궁비대반응시험의 목적은 화학물질을 최대 까1000 mg/kg/day
지 일간 연속 투여했을 때 동물에 대한 현저한 독성이나 위해없이3 ,
동물의 생존을 보증하는 양을 정하는 것이다 모든 용량은 시험 물질.
또는 관련 재료에 대해 이용 가능한 기존의 독성 및 독성동태학 자료
를 고려하여 결정하여야 한다 최고 투여용량은 동물의 사망 심각한. ,
고통 또는 위해를 피하기 위해 및 또는 급성독성 정보를 먼저LD50 /
고려해야 한다 최고 투여용량은 최대 내성 용량(24)(25)(26).

을 나타내야 한다 양성 자궁비대반응을 유도하는 용량 수준(MTD) .
에서 실시한 연구도 이 시험의 범위에 포함될 수 있다 하나의 검색.
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시험으로써 용량사이의 간격을 크게 하는 것 예를 들어 에서 로그( 3.2
단위까지의 용량 증가에 상응하는 로그 단위 이 일반적으로 허용1/2 )
된다 사용할 용량 설정과 관련하여 이용할 만한 적절한 자료가 없을.
경우에는 용량결정시험을 실시할 수 있다.

35. 이에 대한 대안으로 에스트로겐성 물질의 에스트로겐성 효능이,
또는 시험 자료를 통해 예측될 수 있다면 이를 용in vitro( in silico) ,

량 결정에 고려할 수 있다 예를 들어 에스트로겐 표준물질. (ethinyl
와 동등한 자궁비대 반응을 나타내는 시험 화학물질의 양은estradiol)
시험에서의 효력에 비교하여 추정될 수 있in vitro ethinyl estradiol

다 최고 시험 용량은 이런 등가량에 적절한 인자 예를 들어 이나. , 10
를 곱하여 구할 수 있다100 .

측정 범위에 대한 고려사항

36. 필요하다면 소수의 동물을 사용하여 측정 범위 설정을 위한 예,
비실험을 실시할 수 있다 이런 점에서 동물에 대한 독성 또는 고통.
을 나타내는 임상적 징후를 규정할 때 사용되는 지침서OECD n˚

를 이용할 수 있다 투여 일 후에 이러한 측정 범위 설정 연19(25) . 3
구 내에서 가능하다면 마지막 투여 약 시간 후에 자궁을 절개하여, 24
무게를 측정할 수 있다 이들 예비실험 자료는 본 실험계획 설계 최. (
고 최저 용량 및 투여 용량군의 수 설정 등 에 참조할 수 있다) .ㆍ



에스트로겐성 19

시험물질의 투여

37. 시험물질은 경구투여하거나 피하 주사한다 투여 경로를 선택할.
때에는 인간에서의 화학물질 노출 경로와의 관련성 예를 들어 섭취인(
경우에는 경구 투여 흡입 또는 피부 흡수인 경우는 피하 주사 과 같, )
은 독성학적 측면 시험물질의 물리 화학적 성질 및 특히 대사 및 동, / ,
태 예를 들어 초회통과 대사를 받지 않아야 할 필요성 특정 경로를( ,
통한 효율 개선 에 관한 기존의 독성학적 정보 및 자료뿐만 아니라)
동물 보호 관련 사항도 고려되어야 한다.

38. 먼저 수용액 현탁액의 사용이 가능하다면 이 두 용액의 사용을/
고려한다 그러나 대부분의 에스트로겐 리간드나 대사 전구물질은 소.
수성인 경향이 있으므로 용액 현탁액을 오일 예를 들어 옥수수 땅콩/ ( , ,
참깨 또는 올리브 오일 에 섞어 사용하는 것이 가장 일반적이다 그) .
러나 이런 오일 용매는 칼로리와 지방 함량이 다르므로 총 대사 에너
지 섭취량에 영향을 미칠 수 있는데 이러한 영향은 자궁무게(ME) ,
특히 미성숙 방법에서 와 같은 측정된 종말점을 변경시킬 수 있다( ) .

따라서 사용하게 될 모든 용매는 연구 전에 용매가 없는 대조(33).
군과도 비교 시험해야 한다 시험물질은 최소량의 에탄올이나. 95%
기타 적절한 용제에 용해시킨 다음 시험물질의 용매를 넣어 실험에
사용할 농도로 희석시킬 수 있다 용매는 그 독성 특징이 알려져 있.
어야 하며 별도의 대조군으로 시험되어야 한다 시험물질이 안정적이, .
라고 생각되는 경우 알맞은 열과 강한 기계적 작용을 이용해 시험물,
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질을 용해시킬 수 있으며 용매 내에서의 시험물질의 안정성이 측정되
어야 한다 연구 기간 동안 시험물질이 안정하다면 하나의 시험물질. ,
용액만으로 연구를 시작할 수 있으며 시험 시작 시에 시험물질에 대,
한 등분 시료 한개를 준비하여 매일 투여 용량별로 희석하여(aliquot)
사용할 수 있다.

39. 투여 시기 기간 등 는 사용하는 모델에 좌우된다 미성숙 모델의( ) (
경우 절 모델의 경우에는 절 참조 미성숙 암컷 랫드에는29 , OVX 30 ).
일간 연속적으로 매일 시험물질을 투여한다 난소가 절제된 암컷 랫3 .
드의 경우에도 일 투여가 권장되지만 더 길게 노출시키는 것도 인정3 ,
되며 이런 경우 활성이 약한 물질의 검출을 향상시킬 수 있다. OVX
마우스는 강력한 에스트로겐성 물질의 경우 일까지 연장하여도 현저, 7
한 이점이 없이 일간의 적용으로 충분해야 한다 그러나 이런 관계가3 .
활성이 약한 에스트로겐의 경우 검증 연구에서 증명되지 않았으므로,

마우스에서는 일간 연속적으로 투여해야 한다 투여는 매(16) OVX 7 .
일 비슷한 시간에 해야 하며 필요한 경우 투여용량은 동물의 체중을,
감안 즉 시험 물질 체중 일 하여 일정한 수준이 유지되도록 조( , mg/ kg/ )
정해야 한다 체중에 근거한 실험동물별 투여량 의 차이. (test volume)
는 투여 경로에 상관없이 체중에 기초하여 모든 용량이 일정한 부피
가 되도록 투여 용액의 농도를 조정함으로써 최소화되어야 한다.

40. 시험물질을 경구로 투여하는 경우 동물에 위관 또는 적합한 캐,
뉼러를 삽입하여 매일 회 투여한다 한 번에 투여할 수 있는 액체의1 .
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최대량은 동물의 크기에 따라 다르다 시험액의 투여량은 동물 보호에.
관한 지역 가이드라인을 따르지만 체중 을 사용할 수 있는, 10 ml/ kg
수용액을 제외하고는 그 양이 체중 을 초과하지 않아야 한다5 ml/ kg .

41. 피하 주사를 통해 시험 물질을 투여하는 경우에는 매일 회 무1
균 바늘 또는 게이지 및 투베르쿨린 주사기를 통해 견갑골(23 25 )
등쪽 또는 허리 부위에 시험물질을 투여해야 한다 주사 부위를 면도.
하는 것은 선택사항이다 투여량의 모든 손실 주사 부위에서의 누출. ,
또는 불완전한 투여가 발생한 경우에는 이 사항을 기록해야 하며 랫,
드 한 마리당 일 총 주사량은 체중 을 사용할 수 있는 수1 10 ml/ kg
용액을 제외하고는 체중 을 초과하지 않아야 하며 주사 부위5 ml/ kg ,
곳에 나누어 투여한다2 .

관 찰

일반 및 임상 증상 관찰

42. 임상 증상은 최소 일 회 관찰해야 하며 독성 징후가 관찰된1 1 ,
경우에는 그 빈도를 증가시켜야 한다 관찰은 매일 같은 시간에 그리. ,
고 투약 후 최고의 효과가 예상되는 시기를 고려하여 실시하는 것이
좋다 모든 동물을 대하여 사망률 질병률과 행동 피부 털 눈 및 점. , , , ,
막변화 분비 및 배설의 발생 및 자율 신경계 활동 유루 기모 동공, ( , ,
의 크기 비정상적인 호흡 패턴 과 같은 임상 증상을 관찰해야 한다, ) .
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체중 및 사료 섭취량

43. 모든 동물은 투여전 시험군별로 동물을 분리할 때 부터 매일( )
단위까지 체중을 측정해야 한다 투여 기간 동안에 소비된 사0.1 g .

료의 양은 선택적 방법으로 케이지당 사료통의 무게를 잼으로써 측정
될 수 있으며 사료섭취량 측정 결과는 랫드 한 마리가 하루에 섭취,
한 사료의 양을 단위로 나타내야 한다g .

자궁의 적출 및 무게의 측정

44. 마지막 투여 시간 후에 랫드를 인도적인 방법으로 치사시킨다24 .
이상적인 부검은 결과에 모호한 영향을 미칠 수 있는 상위 또는 하위 용
량군으로의 순서적 진행을 피하고 무작위로 실시한다 자궁비대반응시험, .
의 목표는 자궁 내강액을 포함한 자궁 무게 습 자궁(wet uterus weight:
무게 와 내강액을 포함하지 않은 자궁 무게 제습) (blotted uterus weight:
자궁무게 를 측정하는 것이다 습 무게에는 자궁과 내강액의 내용물이) .
포함되고 제습 무게는 자궁 내강액의 내용물을 짜낸 후에 측정한다.

45. 미성숙 동물에서는 질의 절개 전에 질 개구 상태를 조사한다 절.
개 절차는 복벽을 열고 치골결합에서부터 시작한다 복벽을 연 다음 자. ,
궁각과 난소가 존재하는 경우 등쪽 복벽으로부터 이들 장기를 떼어낸,
다 자궁과 질의 복측 및 측면에서 방광과 수뇨관을 제거하며 질구와. ,
회음부 피부의 접합부를 확인할 수 있을 때까지 직장과 질 사이의 섬유
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성 유착을 떼어 낸다 에서 보는 바와 같이 회음부 피부 사이. Figure 2
의 접합부 바로 위의 질벽을 절개함으로써 몸에서 자궁과 질을 떼어 낸
다 각 자궁각의 배외측 전 길이를 따라 부착 지점에서 자궁 장간막을.
부드럽게 절개하여 체벽으로부터 자궁을 떼어 내어야 한다 체외로 적.
출된 자궁은 조직이 건조되지 않도록 충분히 신속하게 처리해야 하며,
건조에 따른 무게 감소는 자궁과 같이 작은 조직일수록 더 중요하다

난소가 존재한다면 자궁각으로 부터 내강액이 손실되지 않도록(23). ,
하면서 난관에서 난소를 제거한다 난소가 절제된 동물의 경우 난소 조. ,
직이 존재하는지 난소 조직이 남아있는지를 조사하고 여분의 지방과,
결합 조직은 잘라내야 한다 질은 에서 보는 바와 같이 경부가. Figure 2
자궁 본체에 계속 붙어 있도록 경부 바로 아래의 자궁에서 제거한다.

46. 각 자궁은 무게를 재기 전에 건조되지 않도록 계속 주의하면서
즉 생리수를 약간 적신 여과지를 용기 안에 넣을 수 있다 고유의( , )
표시를 하고 무게를 잰 용기 예를 들어 페트리디쉬 또는 플라스틱 무(
게측정 용기 에 옮겨 담아야 하며 을 최소단위로 내강액이 포) , 0.1 mg
함된 자궁 무게를 측정한다 습 자궁무게( ).

47. 각 자궁을 개별적으로 처리하여 내강액을 제거한다 자궁각 개도. 2
모두 세로로 구멍을 뚫거나 절개한다 약간 젖은 상태의 여과지 예를 들. (
어 위에 자궁을 올려 놓은 다음 약간 젖은 상태의 다Whatman No. 3)
른 여과지로 살짝 눌러 내강액을 완전히 제거한다 을 최소단위. 0.1 mg
로 내강액의 내용물이 제거된 자궁의 무게를 측정한다 제습 자궁무게( ).
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48. 미성숙 랫드의 경우 시험 종료 시의 자궁 무게가 적정 연령을,
초과하지 않았음을 확실하게 하는데 사용될 수 있겠지만 이 점에 있,
어서는 지금까지 실험실에서 사용한 랫드의 계통에 대한 자료가 결정
적으로 중요한 역할을 한다 결과에 대한 해석은 절 참조( 56 ).

선택 조사

49. 자궁은 무게를 측정한 다음 염색, Haematoxylin & Eosin(HE)
후 조직 병리학적인 검사를 위해 중성 포르말린에 고정시킬 수10%
있으며 이에 따라 질도 조사할 수 있다 절 참조 이외에 정량적, (9 ).
비교를 위해 자궁내막상피의 형태를 측정할 수 있다.

자료 및 보고6.

자료

50. 연구 자료에는 다음 사항이 포함되어야 한다:
• 시험 시작 시 동물의 수
• 시험 중에 사망한 것으로 발견되었거나 인도적 이유에서 치사시킨
동물의 수와 해당 동물 정보 및 사망하거나 치사시킨 날짜와 시간
• 독성 징후를 나타내는 동물의 수와 해당 동물 정보 및 모든 독성
징후의 발생 시점 지속기간 및 심각성을 포함한 관찰된 독성 징,
후에 대한 설명
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• 장애를 나타내는 동물의 수와 해당 동물 정보 및 장애의 형태에
대한 설명

51. 동물 각각에 대해 체중 습 자궁무게 및 제습 자궁무게에 대한,
자료를 기록해야 한다 에스트로겐성 물질의 경우 시험 물질의 투여. ,
가 통계적으로 유의한 자궁 무게의 증가를 초래하였는 지에(p<0.05)
대한 판단은 단측 통계 분석 을 이용(one-tailed statistical analysis)
해야 하며 시험물질 투여와 관련해서 제습 및 습 자궁 무게에 변화,
가 있었는 지를 분석하기 위해서는 적절한 통계 분석을 실시해야 한
다 예를 들어 부검 시의 체중을 공변수로 하여 공분산 분석. (analysis

을 이용해 자료를 평가할 수 있다 자료 분of covariance: ANCOVA) .
석 전에 자궁 자료에 대해 분산 안정화 로그 변환을 실시할 수 있다- .

및 는 용매 대조군들에 대한 각 투여군의 쌍체 비Dunnett Hsu‘s test
교와 신뢰 구간 계산에 적합하며 가능한 이상값을 탐지하고 분산의,
동질성을 측정하기 위해서는 스튜던타이즈드 잔차 플롯(residual

을 이용할 수 있다 검증 프로그램에서는 통계 분석 시스plot) . OECD
템 연구소 버전 의 을 이용해 이런 절(SAS , Cary, NC), 8 PROC GLM
차를 적용하였다(6)(7).

52. 최종 보고서에는 다음 사항이 포함되어야 한다:

시험 시설
• 시험 책임자 및 시험 책임자의 의무
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• 에스트로겐 표준물질에 대한 기준 시험 자료와 양성 대조물질에
대한 주기별 시험 자료 절 및 절 참조(26 27 )

시험 물질
• 시험 물질의 특징
• 물리적 성질 및 관련된 물리화학적 특성
• 희석물의 제조 방법 및 빈도
• 안정성과 관련하여 발생된 모든 자료
• 투여 용액에 대한 모든 분석 자료

시험 용매
• 시험 용매의 특징 성질 공급처 및 제조번호( , )
• 시험 용매 선택의 정당성 물 제외( )

시험 동물
• 동물종 계통 및 선택의 정당성,
• 공급원 및 공급원의 특수 시설
• 출생일 및 공급 시 연령
• 미성숙 동물의 경우 모체 또는 양육모와 함께 공급되었는 지의,
여부와 젖을 뗀 날짜
• 동물의 새로운 환경 적응 과정에 대한 상세기술
• 케이지 개당 수용 동물의 수1
• 각각의 동물 및 투여군 식별과 관련한 세부 내용 및 방법
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시험 조건
• 무작위화 과정에 대한 상세 기술 즉 사용한 방법( , )
• 투여 용량 선정의 이론적 근거
• 시험 물질의 조성 획득 농도 안정성 및 동질성에 대한 세부 내용, ,
• 시험 물질 투여에 대한 세부 내용 및 노출 경로 선정의 이론적 근거
• 사료 명칭 종류 공급원 내용물 및 알 수 있다면 식물성 에스트( , , , ,
로겐 함유량)
• 물의 공급원 수도물인 지 여과수인 지 등 및 공급 방법 배관을 통해( ) (
대형 용기로부터 공급했는 지 또는 병을 이용해 공급했는 지 등)
• 깔짚 명칭 종류 공급원 내용물( , , , )
• 동물 수용 상태 조명 간격 실내 온도 및 습도 동물실 청소에, , ,
관한 기록
• 부검 및 자궁 무게 측정 절차에 대한 자세한 설명
• 통계 분석 절차에 대한 설명

결 과

각각의 동물에 대해
• 최초 군 분리에서 부검 시까지 매일 측정한 동물별 체중 최소( ) (
단위: 0.1g)
• 시험 물질 투여 시작 당시 연령 출생일을 일로 산정( 0 )
• 투여 날짜와 시간
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• 투여 산출량 및 투여량과 투여 중 또는 투여 후에 발생한 투여량
손실량에 대한 모든 관찰 내용
• 관련 증상 및 관찰 내용을 포함한 동물의 상태에 대한 일일 기록
• 사망 추정원인 연구 중에 빈사 또는 사망한 것으로 밝혀진 경우( )
• 마지막 투여까지의 시간 간격을 포함하여 인도적인 사유로 치사
시킨 날짜와 시간
• 습 자궁무게 최소단위 와 자궁 적출 및 무게 측정 준비( : 0.1 mg)
과정에서 발생한 내강액 손실에 대한 모든 관찰 내용
• 제습 자궁무게 최소단위( : 0.1 mg)

각각의 동물군에 대해
• 매일 측정한 평균 체중 최소단위 과 표준편차 최초 군 분( : 0.1 g) (
리에서 부검 시까지)
• 습 자궁무게 및 제습 자궁무게의 평균 최소단위 과 표준편차( : 0.1 mg)
• 측정한 경우 매일 측정한 사료 섭취량 동물 마리당 소비한 사, ( 1
료의 그램으로 표시)
• 시험물질 투여군의 습 및 제습 자궁무게 모두에 대해 용매 대조
군과 비교한 통계 분석 결과
• 시험물질 투여군의 총 체중 및 체중 증가량을 용매 대조군과 비
교한 통계 분석 결과
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53. 자궁비대반응시험 가이드라인의 중요 지침 요약
랫 드 마우스

동 물
계 통 일반적으로 사용되는 실험용 설치류
동물의 수 투여군당 최소 마리6
군의 수 최소 개 시험군 절 참조 및 음성 대조군 양성 대조군에2 (33 ) ,대한 지침은 절 및 절 참조26 27
사육 및 사료의 조건
동물실의 온도( )℃ 22 ±3℃ ℃
상대 습도 이상 또는 미만50~60%, 30% 70%
일일 조명 주기 낮 시간 밤 시간:12 , :12
사료 및 물 무작위 자유 공급
수 용 케이지당 마리 또는 마리까지 미성숙 동물의 경우 동물별1 3 ( ,분리가 아닌 집단 수용을 권장)
사료 및 깔짚 식물성 에스트로겐 함유량이 낮은 사료 및 깔짚 사용을 권장
프로토콜
방 법 미성숙 난소 비절제 방법선호되는 방법( )난소 절제 성체 암컷 방법 난소 절제 성체 암컷 방법

미성숙 동물의투여 연령
최초 투여는 출생 후 일18에 가능하며 늦어도(PND 18) ,출생 후 일 전에25 (PND 25)투여를 완료해야 함

현 가이드라인에는 관련 지침없음
난소 절제 연령 주령6 8～
난소가 절제된동물의 투여 연령 첫 투여일은 난소절제술 후최소 일이 경과되어야 함14 첫 투여일은 난소절제술 후최소 일이 경과되어야 함7
체 중 체중 편차를 최소로 하고 평균 체중의 를 초과하지 않아야 함±20%
투 여
투여 경로 경구 투여 또는 피하 주사
투여 빈도 매일 회 투여1
경구 투여량 및주사량 체중 수용액의 경우는 체중 까지 가능5ml/ kg ( 10ml/ kg )≤피하 경로의 경우에는 주사 부위 곳에 나누어 투여( 2 )
투여 기간 미성숙 모델의 경우 일 연속3모델의 경우 최소 일 연속OVX 3 모델의 경우 일 연속OVX- 7
부검 시기 마지막 투여 약 시간 후24
결 과
양성 반응 평균 자궁 무게 습 및또는 제습 의 통계학적으로 유의한 증가( / )
표준 에스트로겐 17 -ethinyl estradiolɑ
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시험결과의 해석 및 수락에 대한 지침7.

54. 일반적으로 에스트로겐성에 대한 시험은 용매 대조군에 비해 적어
도 고용량에서 통계학적으로 유의한 자궁 무게 증가 가 있는(p<0.05)
경우 양성으로 간주해야 한다 양성반응 결과는 투여 용량과 반응 규모.
사이의 생물학적으로 개연성 있는 관계의 증명을 통해 추가적으로 입증
되며 시험물질의 중복되는 에스트로겐 및 항에스트로겐 활성이 용량, -
반응 곡선의 모양에 영향을 미칠 수 있다는 사실을 유념해야 한다.

55. 자료에 대한 의미 있는 해석이 가능하도록 최대 내성 용량을 초
과하지 않도록 주의해야 하며 이런 점에서 체중 감소 임상적 징후, ,
및 기타 연구 결과가 철저히 평가되어야 한다.

56. 자궁비대반응시험에서 나온 자료를 수락함에 있어 한 가지 중요
한 고려사항은 용매 대조군의 자궁 무게이다 대조 값이 높으면 시험.
의 반응성과 활성이 매우 약한 에스트로겐성 물질의 검출 능력을 손
상시킬 수 있다 문헌 검토 및 자궁비대반응시험 검증 연구자료는 대.
조군의 평균이 자연발생적으로 특히 미성숙 동물에서 높게 나타날( )
수 있음을 시사하고 있다 미성숙 랫드의 자궁 무게는. (2)(3)(6)(9).
동물의 계통 또는 체중과 같은 여러 가지 변수에 좌우되므로 최종적,
인 자궁 무게의 상한을 제시할 수 없다 하나의 지침으로서 미성숙. ,
대조 랫드에서 제습 자궁무게가 과 사이에 있는 경우 결과40 45 mg ,
를 의심해야 하며 자궁 무게가 을 초과하면 재시험이 필요할45 mg
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수도 있다 하지만 이런 사실은 사례별로 고려해야 한다. (3)(6)(8).
성체 랫드을 사용한 시험 시 난소 절제가 불완전하면 난소 조직이 잔
존하여 내인성 에스트로겐을 생산 자궁 무게의 퇴화를 늦출 수 있다, .

57. 미성숙 암컷 랫드의 경우 용매 대조군의 제습 자궁무게가 체중
의 보다 적고 난소가 절제된 어린 성체 암컷의 경우 보0.09% 0.04%
다 적으면 인정 가능한 결과를 생산한 것으로 보인다 표 참[ 31(2)
조 대조 자궁 무게가 이들 수치보다 큰 경우 동물의 연령 난소절제]. ,
의 적절성 사료 내 식물성 에스트로겐 함유 등을 포함한 다양한 관,
련 인자를 철저히 조사해야 하며 음성의 시험 결과 에스트로겐 활성(
을 시사하지 않음 를 주의해서 사용해야 한다) .

58. 용매 대조군에 대한 역사적 연구자료를 실험실에 보존해야 하며,
과 같은 에스트로겐 양성 표준물질17 -ethinyl estradiol (positiveα

에 대한 반응 자료 또한 실험실에 보존되어야 한다reference estrogen) .
실험실에서는 활성이 약한 것으로 알려진 에스트로겐성 물질에 대한 반
응도 시험할 수 있으며 이 모든 자료가 이용 가능한 자료와 비교하여,

실험실에서 사용하는 방법이 충분히 민감함을(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)
확실하게 하는데 사용될 수 있다.

59. 검증 연구 과정에서 제습 자궁무게가 습 자궁무게에 비OECD
해 연구결과 차이가 적은 것으로 나타났지만 이 두 무게 중(6)(7),
어떤 측정에서든 유의한 반응이 나오면 시험 물질이 에스트로겐 활
성에 양성임을 나타낸다.



32 가이드라인

60. 자궁비대반응이 전적으로 에스트로겐성에 기인하는 것은 아니지
만 자궁비대반응시험의 양성 결과는 일반적으로 에서 에스트, in vivo
로겐 활성을 나타낼 가능성이 있다는 증거로 해석해야 하며 보통 추,
가 설명을 위한 행동을 시작해야 한다 절 및 내분비계장애물질의(9 "
시험 및 평가에 관한 분류체계 부록 참조OECD ", 2 ).
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Figure 1: Schematic diagram showing the surgical removal of the
ovaries

난소 절제는 갈비뼈 아래의 경계면과 엉덩뼈 능선의 중간 지점과 허리 근육의 외,

측 가장자리 측면으로 수 밀리미터 지점에서 등 바깥쪽 복벽을 여는(dorso-lateral)

것으로 시작한다 난소는 복강 내에 두고 무균작업대 위에서 복강으로 부터 난소. ,

를 물리적으로 제거한다 출혈을 조절하기 위해 난소와 자궁 사이에 봉합사를 넣.

고 난관과 각 자궁각 접합부의 봉합사 위를 절개함으로써 난소를 떼어낸다 큰 출, .

혈이 지속되지 않음을 확인한 후 복벽을 봉합하고 피부는 오토클립을 이용하거나, ,

봉합하여 닫는다 동물은 원상태로 회복될 수 있어야 하며 자궁은 시험에 사용하기.

전 최소 일 동안 퇴화되도록 해야 한다14 .
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Figure 2: The removal and preparation of the uterine tissues for
weight measurement

절개 절차는 치골결합에서 복벽을 열면서 시작된다 복벽을 연 다음 자궁각과 난. ,

소가 존재하는 경우 등쪽 복벽으로부터 이들 조직를 떼어낸다 자궁과 질, (dorsal) .

의 복측 및 측면에서 방광과 수뇨관을 제거하며 질구와 회음부 피부의 접합부를,

확인할 수 있을 때까지 직장과 질 사이의 섬유성 유착을 떼어 낸다. 그림에서 보는

바와 같이 회음 피부 사이의 접합부 바로 위의 질벽을 절개함으로써 몸에서 자궁과

질을 떼어 낸다 각 자궁각의 등 바깥쪽 전 길이를 따라 부착 지점에서 자궁 장간.

막을 부드럽게 절개하여 체벽으로 부터 자궁을 떼어 내어야 한다 난소가 존재한다.

면 자궁각으로 부터 내강액이 손실되지 않도록 하면서 난관에서 난소를 제거한다, .

난소가 절제된 동물의 경우에는 난소조직이 남아 있는 지를 확인해야 한다. 그림에

서 보듯이 경부가 자궁 본체에 계속 붙어 있도록 질을 경부 바로 아래의 자궁에서

제거한 후 자궁 무게를 측정한다.
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부 록 1

정 의

항에스트로겐성Antioestrogenecity( )는 포유류에서 의estradiol 17β
작용을 억제하는 화학물질의 성능을 말한다.

출생일Date of birth( )은 출생한 날 을 말한다(postnatal day 0) .

투여 는Dosage( ) 투여량 빈도 및 투여 기간으로 구성된 일반 용어이다, .

투여량Dose( )은 투여하는 시험물질의 양을 말하며 자궁비대반응시험
의 경우 시험동물의 단위 체중당 일에 투여하는 시험물질의 중량으, 1
로 표현한다 체중 일(mg/ kg/ ).

최대 내성 용량Maximum Tolerable Dose(MTD, )은 시험물질이 체
내에 들어갔을 때 시험동물이 죽지 않는 최고량을 말한다(DL0로 표
시함)(IUPAC, 1993).

에스트로겐성Oestrogenecity( )는 포유류에서 와 같은estradiol 17β
작용을 하는 화학물질의 효능이다.
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출생후 일Postnatal day X( X )은 출생일 이후 살고 있는 번째 날을X
말한다.

민감성Sensitivity( )는 시험에 의해 정확하게 분류되는 모든 양성 활/
성 물질의 비율로 분류별 결과를 생산하는 시험 방법의 정확성에 대,
한 척도가 되며 시험 방법의 적절성을 평가하는데 있어 중요한 고려,
사항이다.

특이성Specificity( )은 시험에 의해 정확하게 분류되는 모든 음성 비/
활성 물질의 비율로 분류별 결과를 생산하는 시험 방법의 정확성에,
대한 척도가 되며 시험 방법의 적절성을 평가하는데 있어 중요한 고,
려사항이다.

자궁비대Uterotrophic( )는 자궁 조직의 성장에 대한 양성의 영향을
설명하는데 사용되는 용어이다.

검증Validation( )은 시험 방법의 운용 요건 및 제한사항을 특징 짓고
특정 목적에 대한 시험방법의 신뢰성 및 적절성을 증명할 수 있도록
설계된 과학적인 과정이다.
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부 록 2

주의 제 차 회의에서 도달한 합의에 근거 시험 가이드: 6 EDTA TF ,
라인 프로그램 사무국에서 작성한 문서

내분비계장애물질의 시험 및 평가에 관한 개념적 분류체계OECD

단계1
기존 정보에 근거한 분류 및 우선 순위 결정
- 물리화학적 특성 예를 들어 분자량 반응성 휘발성 생물 분해성, , , ,
- 인간 및 환경 노출 예를 들어 생산량 배출 사용 패턴, , ,
- 위험성 예를 들어 이용 가능한 독성학적 자료,

단계2
기전 자료를 제공하는 시험in vitro
- 에스트로겐 안드로겐 갑상선 호르몬 수용체 결합 친화력 시험, ,
- 초고속 사전 검색 시험
- 전사 활성화 시험
- 갑상선 기능 시험
- 시험관내 아로마테이즈 및 스테로이드 합성 시험
- 어류 간세포 시험VTG(vitellogenin)
- 방향족 탄화수소 수용체 인지 결합 시험/
- 구조활성 예측 시험(QSARs)
- 기타 다른 적정한 것들( )
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단계3
단일 내분비 기전 및 영향에 대한 자료를 제공하는 생체내 시험(in vivo)
- 자궁비대반응시험 에스트로겐과 관련된( )
- 성선비대반응시험 안드로겐과 관련된( )
- 어류 시험 에스트로겐과 관련된VTG(vitellogenin) ( )
- 수용체를 매개하지 않는 호르몬의 기능 시험
- 기타 예를 들어 갑상선( )

단계4
복합적인 내분비 기전 및 영향에 대한 자료를 제공하는 생체내 시험(in vivo)

개선된 내분비 기전에 근거한 종말점- OECD 407( )
어류 생식선에 관한 조직 병리 시험-
수컷 및 암컷 성성숙 시험-
성체 수컷 시험-
개구리 변태 시험-

단계5
내분비 및 다른 기전의 영향에 대한 자료를 제공하는 생체내 시험(in vivo)
- 세대 시험 개선1 (TG415 )1
- 세대 시험 개선2 (TG416 )1
- 어류 조류 양서류 및 무척추 동물에서, ,
- 생식 검색 시험 개선(TG421 )1 부분적 및 전체 일생 순환 주기
시험 발생 및 생식( )



에스트로겐성 39

- 일 생식 검색 통합 시험 개선28 / (TG422 )1
1 을 통해 시험의 개선 가능성이 고려될 것이다VMG Mamm .

포유류 시험 및 평가에 관한 검증 관리 그룹* VMG Mamm :

분류체계에 대한 주의사항
주의 1 : 모든 단계에 들어가고 나갈 수 있으며 위험성 및 위해성

평가 목적을 위한 기존 정보 필요성의 성질에 좌우된다.
주의 2 : 단계에서 생태독성학에는 유해 영향과 잠재적인 개체5

군 손상 기전을 나타내는 종말점이 포함되어야 한다.
주의 3 : 다작용 모델 이 다수의 단일 종말점(Multimodal model)

시험을 가능하게 한다면 이 모델은 이들 단일 종말점,
시험 대신 사용될 수 있다.

주의 4 : 각 화학물질에 대한 평가는 사례별로 따로따로 해야
하며 평가 시에는 가능한 모든 정보를 이용하고 분류,
체계 각 단계의 기능을 염두에 두어야 한다.

주의 5 : 이 분류 체계가 현 시점에서의 모든 시험법을 포함하는
것으로 생각해서는 안된다 단계에는 이용 가능. 3, 4, 5 하
거나 검증이 진행 중인 시험이 포함되어 있다 후자에.
해당되는 시험은 임시로 포함시킨 것이며 이에 대한 개발,
및 검증이 완료되면 공식적으로 분류 체계에 추가될 것이다.

주의 6 : 단계에 최종적인 시험만 포함되어 있는 것으로 생각5 해
서는 안된다 이 단계에 포함된 시험들은 일반적인. 5 위
험성 및 위해성 평가에 기여하는 것으로 생각되고 있다.
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