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            Abstract
          
        

        
          농약의 독성 영향 평가는 인체와 환경보건에 주요한 관심사이다. 농약의 유전독성 평가방법 중 하나인 소핵시험에 대한 flow-cytometry의 적용성을 평가하고자 하였다. 양성대조물질로 mitomycin C와 colchicine을 사용하여 CHL cell에 처리한 후 flow cytometry 분석법을 이용하여 소핵 발생 여부를 조사하였다. 그 결과, 양성대조군의 소핵 발생률이 음성대조군에 비해 2.4~4.2배로 높게 나타났다. 따라서, flow-cytometry 분석법이 기존의 현미경 관찰법과 유사한 결과를 도출하면서 보다 신속하고 효율적인 실험법임을 확인하였다. 또한, 소핵을 생성하는 것으로 알려진 농약 2종(pendimethalin, mancozeb)을 CHL cell에 처리한 후 flow cytometry 분석법을 이용하여 소핵 발생 여부를 확인하였다. Pendimethalin 및 mancozeb 처리군의 소핵 발생수는 처리 농도가 증가할수록 유의적으로 증가하였다. 본 연구를 통해 flow cytometry 측정법이 농약의 소핵생성 시험에 이용할 수 있어 시간 및 편리성 측면에서 효율이 높은 방법임을 확인하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Pesticides have been recognized as one of major concern to human and environmental health. This study is aimed to evaluate whether flow cytometry analysis is a suitable method for micronuclei test, one of genotoxicity test of pesticides on human. We evaluated the number of micronuclei in the positive control (mitomycin C, colchicine) treated groups in Chinese hamster lung cells using flow cytometry. As a results, micronucleus rate in positive control were 2.4~4.2 much higher than in negative control group. These results indicate that flow cytometry method is a quicker and more efficient method for obtaining similar results to the conventional microscopic observation method. Also, pendimethalin (PM) and mancozeb (MZ), which are reported as pesticides causing genotoxicity, were treated with CHL cells, and the occurrence of micronuclei was confirmed by flow cytometry analysis. The occurrence of micronuclei in PM and MZ treated group was significantly increased with a dose-dependent manner, compared with negative control group. These results suggest that micronuclei assay using flow-cytometry analysis could be efficient high-throughput method for quantifying the formation of micronuclei.
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      서 론
      화학농약의 노출에 의한 유전독성 평가 방법으로 유전자돌연변이 시험, 염색체 이상 시험, 소핵시험 등이 수행되고 있는데 소핵시험의 경우 in vivo 실험을 통한 다염성 적혈구중 소핵을 가진 적혈구를 계수함으로써 소핵유발 빈도를 측정하고 있다(농촌진흥청고시 제2018-32호). 최근 동물대체시험이 활성화되고 국제적인 시험법으로 인정받으면서, 기존의 in vivo 소핵시험법 이외에도 배양세포를 이용한 in vitro 시험법이 OECD 유전독성시험 가이드라인으로 제정되어 국제적으로 사용되고 있다(Lilienblum et al., 2008).

      In vitro 소핵시험법은 in vitro 염색체 이상 시험에 비해 객관적인 방법으로 평가가 가능하고 판독이 용이하여 유전독성시험 초기 스크리닝 시험으로 선호되고 있다(Garriott et al., 2002). 그러나, 현미경 관찰을 통한 소핵 판별이 측정에 장시간이 소요되고 판별결과에 개인차가 심하다는 단점을 가지고 있다. 이를 보완하고자 핵의 형광염색을 통한 flow cytometry (유세포분석기) 측정법을 통해 보다 신속하고 효율적인 소핵 측정방법이 연구되고 있으며(Avlasevich, 2006; Shi et al., 2010; Yao, 2013; Balmus 2015), 이미지 분석, laser scanning cytometry를 이용한 연구도 시도되고 있다(Riedy et al., 1991; Vral et al., 1994; Nüsse and Kramer, 1997; von et al., 2000). Flow cytometry 분석법은 소핵 뿐만이 아닌 핵, 세포막 형광염색을 이용한 cytotoxicity 실험및 apoptosis 판별 실험 등에 폭넓게 적용되고 있는 실험방법이다(Mentz, 1998; Brando, 2000).

      제초제인 pendimethalin은 준치사농도(3.6 mg/L) 처리시 현저한 DNA 손상과 소핵생성을 유도하며(Ahmad and Ahmad, 2016), mouse bone marrow cell에서 소핵생성을 유의적으로 증가시키는 것으로 보고된 바 있다 (Dimitrov et al., 2006; Ansari et al., 2018). Mancozeb는 종자 처리, 옆면 살포(foliar application)에 사용되는 살진균제로서, 포유류에서 발암 가능성이 의심되며(Belpoggi et al., 2002), in vitro에서 산화 메커니즘을 통한 노출에 의해 DNA 손상을 유도하는 것으로 보고 되었다(Calviello et al., 2006; Srivastava et al., 2012). 또한, rat를 이용한 in vivo 실험에서 mancozeb 처리 시 소핵생성이 유의적으로 증가했다는 연구가 보고된 바 있다(Goldoni et al., 2014).

      따라서, 본 시험에서는 소핵생성 시험에서 현미경 관찰의 시간 및 편의성 단점을 보완하고자 flow cytometry를 이용하여 in vitro 소핵생성 시험의 적용성을 확인하고, 선행연구에서 in vivo와 in vitro에서 소핵을 유발하는 것으로 알려진 농약 원제 2종(pendimethalin, mancozeb)을 이용하여 소핵생성을 추가로 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험 세포 및 시약
        세포주는 Chinese Hamster Lung (CHL) cell을 American Type Culture Collection (ATCC)로 부터 구입해 사용하였다. 배양액은 10% Fetal Bovine Serum (Gibco)과 2mM L-Glutamine을 포함한 MEM (Minimum Essential Medium, Gibco)을 사용하였으며, 세포는 5% CO2, 37oC 조건에서 2~3일 간격으로 계대배양하여 사용하였다. 각 처리군은 음성대조군, 양성대조군, 시험물질 처리군으로 구성하였다. 음성대조군은 DW (distilled water)와 DMSO를, 양성대조군은 mitomycin C (MMC)와 colchicine (COL)을 사용하였고, 시험물질 처리군은 pendimethalin과 mancozeb를 사용하였다. Mitomycin C, colchicine, pendimethalin, mancozeb는 Sigma에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        양성대조물질 및 시험물질 처리농도 설정
        시험물질 노출시간은 3시간과 24시간으로 구분하였으며, 양성대조물질도 동일한시험조건으로 수행하였다(Wakata et al., 2006). 시험농도 선정에 사용하는 세포독성은 570 nm에서 흡광도를 측정하여 다음의 식을 이용하여 산출하였다.
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        본 시험의 소핵관찰 신뢰도를 확인하기 위하여 OECD TG에서 제시한 세포독성 55 ± 5% 범위의 농도로 선정하였으며, MMC는 3시간과 24시간 처리군에서 각각 80 μg/ml과 40 μg/ml를, colchicine은 3시간과 24시간 처리군에서 각각 5.0 μg/ml과 0.5 μg/ml로 하였다. 시험물질은 세포독성이 55 ± 5%인 경우를 최고농도로 선택하여 공비 2로 하여 하위 시험농도 2개를 포함한 총 3개의 농도를 시험하였으며 (OECD, 2016), 모든 시험군은 3반복 수행하였다.

      

      
        In vitro 소핵생성 시험
        시험은 OECD TG 487의 in vitro 소핵시험법을 근거로 수행하되(OECD, 2016), flow cytometry 측정을 위하여 형광물질 EMA (ethidium monoazide)와 SYTOX green을 순차적으로 중복 염색하는 단계를 추가하였다(Avlasevich, 2006; Shi et al., 2010; Yao, 2013). CHL cell을 6 well plate에 배양 (1.5×105 cells/ml)하여 시험물질을 처리한 후, trypsin EDTA를 처리하여 cell을 채집하였다. 채집된 세포는 EMA로 염색한 후, RNase와 핵산 염료 시약인 SYTOX green을 포함하는 용액으로 염색 및 세척하였다.

      

      
        Flow cytometry 측정
        소핵생성은 CytoFLEX 세포분석기(Beckman Coulter)로 측정하였으며, CyExpert 1.0 (Beckman Coulter)을 이용하여 데이터 수집 및 분석은 수행하였다. 유동 세포 계측 데이터는 영역 및 gating logic의 구성을 포함하여 수집하였고, 소핵 생성율은 시료당 최고 10,000개의 gating된 핵산 중 소핵(EMA-/SYTOX+)의 수집을 통해 결정하였다. 즉, 세포막이 손상된 사멸된 세포의 DNA는 EMA와 SYTOX green으로 중복 염색되며, SYTOX green에만 염색되는 소핵과 구별하였다(Avlasevich, 2006; Shi et al., 2010; Yao, 2013). 소핵선별에 사용한 gating절차를 A, B, C, D 순으로 Fig. 1와 같이 소핵의 생성 여부와 생성 정도를 비교하기 위한 기준을 설정하였다. 우선, gating을 수행하여 불특정 particle을 제거하고 (Fig. 1A, B), 삼각형 gating 구간에 존재하는 2개의 군집은 정상 세포와 소핵으로, 삼각형 gating 구간 밖에 존재하는 군집은 사멸된 세포의 핵으로 판단하였다(Fig. 1C). 삼각형 gating 구간에서 형광값이 낮은 군집을 소핵으로 선별하여 소핵 생성 정도를 판단하였다(Fig. 1D).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Gating strategies of the flow cytometric analysis of MN frequency in CHL cells. CHL cells were treated and processed following the in vitro micronuclei assay procedures. Events must meet the following criteria in order to be scored as nuclei, apoptotic bodies or MN: the events must fall within FSC versus FITC region (A); within SSC versus FITC region (B) and to be EMA-negative (C). The MN gate was set to collect events with 1/100 to 1/10 of the SYTOX-associated fluorescence as G1 nuclei (D). PC5.5 means red fluorescence indicating EMA and FITC green fluorescence indicating SYTOX green. COL, colchicine; FSC, forward scatter; SSC, side scatter.
          
          

          

        

      

      
        통계처리 및 소핵판정
        통계처리 및 판정은 SPSS (statistical Package for the Social Sciences, version 20)을 이용하여 양성대조물질 검증을 위하여 t-test를, 시험물질의 농도별 검증을 위하여 one-way ANOVA (Analysis of variance)를 실시하였으며, 유의수준 0.05에서 유의성을 검증하였다. 그리고 one-way ANOVA는 Scheffé’s test를 통해 사후검정하였다. 판정기준은 시험물질 처리군이 소핵 발생빈도가 용량상관성을 나타내면서 음성대조군에 비해 통계적인 유의성을 보이며 2배 이상의 소핵을 형성시킬 때 양성으로 판정하였다(Miller et al., 1995; Shi et al., 2010).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        양성대조물질을 이용한 소핵생성 평가
        양성대조군의 소핵생성 정도를 확인하여 flow cytometry 분석법의 적용성을 확인하기 위하여, MMC와 COL를 각각 3시간과 24시간 처리하여 소핵생성 수준을 확인하였다. Fig. 2에는 음성 및 양성대조군에 대해 유세포분석기를 통한 gating(위) 및 소핵 유발율(아래)에 대한 결과를 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Micronuclei formation induced by positive controls (MMC, colchicine) in CHL cells. CHL cells were treated with MMC and colchicine at different concentrations for 3hours and 24hours respectively. Micronuclei were determined with SYTOX green. Cells were counterstained with EMA (red) to show apoptotic bodies staining. MMC, mitomycin C; COL, colchicine. *, indicate a significantly difference of means between DW group and MMC group or DW group and colchicine group by t-test at P<0.05.
          
          

          

        

        음성대조군으로 DW를 3시간, 24시간으로 노출한 결과 10,000개의 세포 중에 각각 4.4 ± 0.4와 7.7 ± 0.4%의 소핵을 생성하였다. MMC 처리군은 3시간, 24시간 처리군에서 각각 17.5 ± 0.5%와 32.7 ± 1.0%의 소핵이 생성되었고, COL 처리군은 각각 10.5 ± 0.5%와 23.0 ± 1.9%의 소핵이 생성되었다. 이는 음성대조군에 비해 양성대조군인 MMC와 COL의 소핵생성 수준이 3시간 처리시 각각 4.0배 및 2.4배로 유의적으로 증가하였고, 24시간 처리시에도 각각 4.2배 및 3.0배로 유의적으로 증가함에 따라 양성대조군의 판별력이 높음을 알 수 있다(p<0.05).

        Flow cytometry를 이용한 선행연구에서 인체 간암세포인 HepG2 cell (Le et al., 2016)과 rat bone marrow erythrocytes (Fiedler et al., 2010)를 이용한 소핵생성을 확인한 결과 MMC와 COL 처리군 모두 음성대조군에 비해 소핵생성이 약 5배 높게 나타났으며, 현미경 관찰법과 flow cytometry 분석법이 높은 일관성을 나타냄에 따라 in vivo 및 in vitro 소핵시험에서 flow cytometry의 높은 활용성과 소요시간 절감에 대해 보고한 바 있다. 본 시험의 CHL cell의 소핵생성율을 flow cytometry를 이용하여 확인한 결과 음성대조군에 비해 양성대조군의 소핵생성율이 유의적으로 높게 나타나 flow cytometry의 적용성이 타당한 것으로 확인되었다.

      

      
        농약을 이용한 소핵생성 평가
        시험농약인 pendimethalin과 mancozeb의 소핵생성 정도를 확인하기 전 세포독성을 먼저 확인 한 결과, pendimethalin을 40 μg/ml로 3시간과 24시간 처리시 각각 49.8 ± 2.5%, 44.9 ± 1.9%이었으며, mancozeb을 80 μg/ml로 3시간과 24시간 처리시 세포독성은 각각 50.9 ± 1.6%, 40.7 ± 1.5%으로 나타났다. 이를 근거로 각각 하위농도 2개를 포함하도록 pendimethalin은 10 μg/ml (저), 20 μg/ml (중), 40 μg/ml (고)을, mancozeb는 20 μg/ml (저), 40 μg/ml (중), 80 μg/ml (고)로 각각 3시간 및 24시간 처리한 후 소핵생성을 평가하였다.

        CHL cell에서 pendimethalin 처리시 소핵생성율을 flow cytometry로 측정한 결과는 Fig. 3과 같다. 음성대조군(DMSO)을 3시간과 24시간 처리시 각각 4.4 ± 0.4%와 5.0± 0.5%의 소핵을 생성한 데 비해 pendimethalin을 3시간 동안 저농도 및 중농도, 고농도 처리시 각각 6.1 ± 0.3%, 6.5 ± 0.2, 17.3 ± 1.0%의 소핵이 유발하여, 음성대조군에 비해 각각 1.4배, 1.5배, 3.9배 소핵이 유의적으로 증가하는 경향을 나타내었다(p<0.05). 또한, pendimethalin을 24시간 처리했을 때 각각 저농도 6.1 ± 0.4%, 중농도 13.7 ± 1.2%, 고농도 18.8 ± 3.4%로 소핵이 생성하여, 음성대조군에 비해 양성대조군의 소핵발생이 저, 중, 고농도에서 각각 1.2배, 2.7배, 3.8배 유의적으로 농도의존적 증가하였다(p<0.05).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Micronuclei formation induced by pendimethalin(PM) in CHL cells. CHL cells were treated with PM and DMSO at different concentrations for 3hours and 24hours respectively. Micronuclei were determined with SYTOX green. Cells were counterstained with EMA(red) to show apoptotic bodies staining. PM, Pendimethalin. a, b, c, indicate a significantly difference between means by Scheffé’s test at P<0.05.
          
          

          

        

        선행연구로 mouse bone marrow polychromatic erythrocytes (PCEs)와 human lymphocytes에 pendimethalin을 처리한 연구에서도 소핵생성이 유의적으로 증가했다는 보고된 바 있으며(Dimitrov et al., 2006; Ansari et al., 2018), 본 시험에서 flow cytometry를 이용하여 CHL cell에서 pendimethalin의 소핵 생성을 시험한 결과 음성대조군에 비해 유의적으로 증가한 양상을 보여 pendimethalin이 in vitro의 CHL cell에서 소핵을 생성하는 것을 확인할 수 있었다.

        동일한 시험조건에서 mancozeb 처리하여 소핵 생성을 살펴본 결과를 Fig. 4에 나타내었다. Mancozeb를 저농도 (20 μg/ml), 중농도(40 μg/ml), 고농도(80 μg/ml)로 3시간 처리한 경우 소핵생율은 각각 8.8 ± 0.4, 10.9 ± 0.8, 24.0 ± 1.6%로 나타나 음성대조군에 비해 소핵생성율이 저농도 2.0배, 중농도 2.5배, 고농도 5.4배로 처리농도가 증가할수록 소핵생성이 유의적으로 농도의존적 증가하였다(p<0.05). 또한, 24시간 처리한 경우에도 저농도 7.4 ± 2.9%, 중농도 12.4 ± 1.1%, 고농도 53.1 ± 1.8%의 소핵이 생성되어, 음성대조군에 비해 저농도 1.5배, 중농도 2.5배, 고농도 10.7배로 소핵생성이 유의적으로 증가하여 3시간 처리시의 결과와 유사하였다(p<0.05).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Micronuclei formation induced by mancozeb (MZ) in CHL cells. CHL cells were treated with MZ and DMSO at different concentrations for 3hours and 24hours respectively. Micronuclei were determined with SYTOX green. Cells were counterstained with EMA(red) to show apoptotic bodies staining. MZ, Mancozeb. a, b, c, d, indicate a significantly difference between means by Scheffé’s test at P<0.05, *P<0.05.
          
          

          

        

        선행연구에서 rat bone marrow polychromatic erythrocytes (PCEs)와 human lymphocytes에 mancozeb를 처리한 결과 소핵 생성이 유의적으로 증가했다는 보고되었으며(Srivastava et al., 2012; Goldoni et al., 2014), 본 연구에서도 mancozeb를 처리한 CHL cell에서 소핵생성을 flow cytometry를 이용하여 확인한 결과 음성대조군에 비해 유의적으로 증가한 양상을 보여 mancozeb가 in vitro의 CHL cell에서 소핵을 생성하는 것을 확인할 수 있었다.

        본 시험을 통해 pendimethalin과 mancozeb의 소핵 생성율을 flow cytometry를 이용하여 측정한 결과, pendimethalin 및 mancozeb 처리군 모두에서 처리 농도가 증가할수록 소핵 생성이 유의적으로 증가함을 알 수 있다(p<0.05). 본 여러 선행연구를 통해서도 flow cytometry 분석을 통해 다량의 데이터를 신속하고 정확하게 수집할 수 있었다. 반면, Fig. 2와 같이 모든 시료에 동일한 gating 절차가 사용되지만 gating 초기 설정은 다소 주관적인 판단을 할 수 있음에 따라 현미경을 통한 시험결과에 비해 가변성을 보일 수 있다. 또한 분석의 민감도 측면에서 현미경 관찰을 통한 분석은 유사분열을 완료한 세포만 소핵으로 판별하지만, flow cytometry를 이용한 분석은 크기와 응축에 따라 중기 단계의 염색체를 포함할 수 있으므로, flow cytometry 분석법은 현미경 관찰법보다 소핵의 범위가 더 포괄적으로 확인할 수있다(Le Bihanic et al., 2016).

        Flow cytometry 분석법은 많은 실험과 검증이 이루어졌지만 아직까지 연구중인 실험방법으로서 신뢰성 있는 검증이 더욱 필요한 상태인 상황이다.

        본 연구에서 수행된 동일한 시험조건에 대한 기존 현미경관찰을 통해 소핵을 관찰하고 이를 flow cytometry로 계수한 소핵생성 정도와 비교함으로서 본 연구에서 구축된 시험법의 적용성을 보다 더 면밀히 확인할 수 있을 것으로 기대한다. 또한 본 시험의 후속연구로 flow cytometry를 이용한 in vivo 소핵생성 시험의 검증을 위해 pendimethalin과 mancozeb에 의한 영향을 확인함으로써 in vivo 소핵시험법의 in vitro 소핵시험법으로의 대체 가능성을 확인할 계획이다. 선행연구(Avlasevich, 2006; Shi et al., 2010; Yao, 2013; Balmus 2015)에서 사용시약과 시간 및 편의성 측면에서 효율이 높다고 제안된 Flow cytometry를 본 연구의 소핵시험에 적용함으로서 유전독성평가 기술의 개선에 기여할 것으로 기대된다.
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