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1. 연구배경

발암물질의 확인을 위한 가장 중요한 자료는 사람에서의 경험 자료를 제외

하면 실험동물을 이용한 발암성시험이다. 그러나 실험동물을 이용한 발암성

시험은 많은 시간과 비용이 소요되어 발암가능성이 높은 화학물질을 우선적

으로 적용할 필요가 있다. 현재 발암가능성이 높은 화학물질을 확인하기 위해 

유전독성이 주로 활용되고 있으나, 시험의 용이성, 민감도, 특이도 등에서의 

한계로 개선된 다양한 새로운 시험방법이 개발되고 있다. 화학물질의 유전자

와 염색체에 대한 영향을 간접적으로 확인하는 코멧시험은 기존의 미생물 복

귀돌연변이시험과 소핵시험을 대체 또는 보완할 수 있는 시험법으로의 가능

성이 높게 평가되고 있으며, 특히 생명윤리가 강화되는 현실에서 동물시험의 

대체를 목표로 하는 3차원 세포배양 시스템에서의 적용성이 높은 것으로 보

고되고 있다.  

본 연구에서는 3차원 세포배양 시스템에서의 코멧시험법을 확립하여 발암

성평가에 있어 보다 다양한 정보를 제공하고자 하였다.
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2. 주요 연구내용

○ 3차원 세포배양

Hang-in drop/저부착성 플레이트 복합 배양법과 저부착성 플레이트 단독 

배양법을 검토하여 더 둥근 구형으로 배양되는 Hang-in drop/저부착성 플

레이트 복합 배양법을 3차원 세포배양 시스템으로 선택하였다. 

○ 코멧시험 

CHL/IU와  HepG2 세포를 이용하여 2차원 및 3차원 세포배양 시스템에서 

음성대조물질인 d-mannitol, 양성대조물질인 ethyl methanesulfonate, 대

사활성화 양성대조물질인 cyclophosphamide를 사용하여 시험계의 타당성

을 검토한 결과 HepG2 세포를 이용한 3차원 배양 시스템이 코멧시험에 가

장 적합한 것으로 나타났다. 

HepG2 세포의 3차원 배양 시스템에서 2-methoxyethanol과 benzalkonium 

chloride의 코멧시험을 실시한 결과 2-methoxyethanol은 양성, benzalkonium 

choloride는 음성으로 나타났다. 

3. 연구 활용방안

∙ 발암성시험 후보물질의 선정에 있어 유전독성 및 발암 기전정보를 제공하

는 데 활용. 

∙ 연구 성과는 학회 등에 발표  
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Ⅰ. 서 론

1. 연구배경

산업현장에는 2만 6천 여 종의 화학물질이 사용되는 것으로 추정되는데(유

럽연합 등록기준; ECHA 2021), 이 중 많은 화학물질이 유해성을 확인할 충

분한 자료 없이 사용되고 있다. 

급성독성, 자극성, 과민성 등 화학물질이 일으키는 다른 유해성과 달리 암

은 치유가 어렵고 사망에 이를 수 있다는 점에서 특히 중요하게 고려되어 왔

다. 국제노동기구(ILO, International Labour Office)에서는 1977년 화학

물질로 인한 직업암 예방과 통제 지침서를 통하여 화학물질에 의한 직업암 예

방을 강조하는 등 산업보건분야에서도 화학물질에 의한 직업암 예방은 다른 

유해성과는 차별적으로 관리되어 왔다(International Labour Office, 1977). 

우리나라에서도 발암성이 확인된 화학물질은 금지물질, 허가물질, 특별관리유

해물질 등의 지정에 있어 핵심 고려 사항 중 하나로 검토되고 있다. 

화학물질로 인한 직업암 예방이 화학물질 관리의 핵심 미션의 하나임에도 

불구하고, 발암성 평가 체계는 명확하지 않고 부실하다고 느껴질 때가 많다.  

현재 발암성을 확인하기 위한 표준 시험법으로 간주되는 실험동물을 이용한 

장기 발암성시험은 400마리 이상의 실험동물을 사용하고 5년 이상의 시험기

간이 소요되는 고비용의 시험이기 때문에 모든 화학물질에 대하여 실시할 수 

없는 현실적인 문제가 있기 때문이다. 

대안으로 오래전부터 유전자 변형동물을 사용하여 시간과 비용을 줄인 시

험법을 개발하거나 발암가능성이 높은 물질을 스크리닝하여 동물실험이 필요

한 화학물질 수를 감소시키는 노력이 이루어져 왔다. 현재 발암성시험의 스크

리닝에 적용되는 유전독성시험은 발암기전과 관련성이 높다. 암의 발생과정

을 설명하는 가장 일반적인 방법은 1941년 Berenblum 등이 제시한 개시-
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촉진모델(Berenblum 등 1941) 이다. 암의 발생을 돌연변이가 발생하는 개

시단계, 돌연변이가 촉진되는 촉진단계, 악성종양이 양성종향으로 변이되는 

진행단계로 설명하는 개시-촉진 모델에 의하면 유전자에 영향을 주지 않는 

화학물질의 암을 일으킬 가능성은 매우 낮고 따라서 화학물질의 유전독성을 

확인하는 것만으로도 발암물질의 상당수를 걸러낼 수 있다는 결론에 도달할 

수 있어 보인다. 따라서 발암성시험의 수행여부를 판단하기 전에 미생물을 이

용한 복귀돌연변이시험, 세포를 이용한 염색체이상시험, 실험동물을 이용한 

소핵시험 등이 유전독성 확인의 필수절차로 인식되고 있다. 최근에는 기존의 

유전독성시험 조합에서 음성인 물질에서 발암물질로 확인되는 화학물질이 증

거하고 있어 기존의 유전독성시험 조합의 한계가 제기되고 있지만(Rivm, 

2008), 자원의 효율적인 분배차원에서 유전독성은 발암성시험 평가에서 여전

히 강력한 지위를 유지하고 있으며, 앞으로도 유지될 것으로 판단된다. 다만, 

이제까지 제기되었던 시험의 용이성, 민감도, 특이도 등에서의 한계를 개선한 

새로운 시험방법이 기존의 방법을 대체하거나 보완될 것으로 기대되며, 생명

윤리적으로 보다 바람직한 시도 또한 활발히 추진될 것으로 예측된다. 

3차원 배양세포를 이용한 코멧시험은 동물시험을 대체할 수 있다는 점에서 

생명윤리적으로 바람직할 뿐 아니라, 발암예측의 민감도 및 특이도 차원에서

도 기존의 유전독성시험법과 비교하여 많은 장점이 보고되고 있어 발암물질

의 스크리닝을 위한 대안적 유전독성시험으로 부각되고 있다.  

2. 연구목적 

이상과 같이 코멧시험은 발암성시험의 스크리닝과 암 진단 등의 장점으로 

기존의 유전독성 시험을 대체하거나 보완하는 방법으로 활발히 연구되고 있

다. 특히, 동물실험이 대체를 위한 대표적인 시스템인 3차원 세포배양 시스템

에서 코멧시험은 가장 우선적으로 검토되는 대안이다. 따라서 본 연구에서는 

3차원 세포배양 시스템에서의 코멧시험법을 확립하여 발암성시험 수행을 위

한 스크리닝 자료로 활용하고자 하였다.  
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Ⅱ. 연구방법

1. 시험물질 

음성대조물질은 d-Mannitol(Sigma M4125), 양성대조물질은 Ethyl 

methanesulfonate(Sigma M0880)와 cyclophosphamide monohydrate 

(Sigma C0768)를 선택하였다. 시험 대상물질로는 2-methoxyethanol (Samchun 

000E0399)과 가습기 살균제 성분으로도 사용된 Benzalkonium Chloride(Sigma 

12060)으로 하였다. 

2. 세포 및 세포계대 

사용한 세포주로는 사람의 간 상피세포에서 유래한 HepG2를 선택하였고, 

염색체이상 시험 등에서의 주로 사용되는 CHL/IU를 비교 세포주로 하였다. 

HepG2는 사람에서 유래하였다는 점 외에도 직접적인 돌연변이물질에 잘 반

응하고 종양억제 유전자인 p53 을 가지고 있다는 장점이 있다. HepG2 세포

는 바닥면적 75cm2 플라스크(Thermo 156499)에서 계대 배양하였다. 10% 

Fetal bovine serum(Hyclone SH3008403)과 100 unit/㎖의 Penucillin/ 

Streptomycin(CytivaHyclone SV30010)이 함유된 세포배양액(Minimum 

essential medium(Gibco 11095-080) 10 ㎖에 HepG2(ATCC HB-8065) 

세포 약 1 x 106개를 넣고 1주일 간격으로 계대하였다. 계대는 상층의 배양

액을 제거한 후 칼슘/마그네슘이 제거된 인산생리완충액(Phosphate buffered 

saline, Gibco 10010-23)으로 1회 세척한 후 세포바닥에 부착되어 배양된 

세포에 Trypsin-EDTA(Gibco 10010-23) 2㎖을 넣고 CO2 배양기

(Thermo 51030303-TIF)에서 약 5분간 처리하여 세포 간 결합단백질을 분
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해시킨 후, 세포배양액 8 ㎖을 넣고 수 회 피펫팅(배양액을 피펫에 넣고 비우

는 조작)하여 단세포화 시킨 후 실시하였다. 단세포화 한 세포는 15 ㎖ 튜브

에 넣고 4℃, 1500 rpm에서 10분간 원심한 후(Hanil Combi S14R) 상층액

에 남아있는 Trypsin-EDTA를 제거하고 다시 인산생리완충액 5㎖로 1회 세

척한 후, 신선한 배양액 1 ㎖를 넣어주었다. 15 ㎖ 튜브에 수득한 세포는 계

수하여 바닥면적 75cm2 플라스크에 약 1 x 106개 넣어 CO2 배양기에서 

배양을 하고 남은 세포는 시험에 사용하거나 폐기하였다. 세포계대 중간에는 

2 ∼ 3일 간격으로 Trypsin-EDTA는 처리하지 않고 상층의 배양액을 신선한 

바꾸어 주었다. CHL/IU는 계대주기를 주 2회로 하여 HepG2에 준하여 계대 

배양하였다. 

3. 3차원 세포배양 

HepG2 또는 CHL/IU를 1.25 x 105 cells/㎖로 조제한 후, 직경 100 ㎜ 

배양접시 안에는 배양액을 5 ㎖ 넣고, 뚜껑 안쪽에는 세포액을 20 ㎕씩 분주

하여(약 55개소) 4일간 거꾸로 배양하였다(Hang-in drop culture). 4일간 

hang-in drop 방법으로 배양한 세포는 저부착성 플레이트(96 well plate, 

Corning 4515)에 옮기고 배양액으로 100 ㎕로 채운 후 1주일간 배양하였

다. 배양 기간 중에는 2~3일 간격으로 상층 80%의 배지를 신선한 배양액으

로 교환하여 스페로이가 형성되도록 배양하였다. 스페로이드로 배양된 세포

는 세포독성시험을 실시하거나 코멧시험에 사용하였다. 

4. 세포독성시험

2차원으로 배양된 세포와 3차원 스페로이드로 배양된 세포 모두에서 세포

독성시험을 실시하여 2차원으로 배양된 세포에서의 세포독성 시험결과는 코

멧시험의 농도결정에 사용하였고, 3차원 스페로이드에서의 세포독성시험은 2
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차원으로 배양된 세포와 세포독성을 비교하는데 사용하였다. 2차원 세포배양 

시스템에서의 세포독성은 HepG2, CHL/IU 모두 2 x 105 cell/㎖로 조제하

여 96 well plate(Thermo 167425)에 100 ㎕씩 넣고 24시간 배양한 후 시

험물질을 24시간 처리하여 확인하였다. 시험물질 처리가 끝난 세포는 칼슘/

마그네슘 제거 인산생리완충액으로 2회 세척한 후 신선한 배양액으로 조제된 

CCK-8(R&D CK04-11)을 110 ㎕(배양액 100 ㎕, CCK8 10 ㎕) 넣고 3시

간 동안 CO2 배양기에서 배양한 후 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다

(Biotek Synergy H1). 세포생존율은 시험물질 처리군의 흡광도 값을 용매대

조군의 흡광도 값으로 나눈 값에 100을 곱하여 구하였다. 

엑셀 프로그램을 이용하여 대조군과 비교하여 IC20(생존율이 20% 감소하

는 농도)을 구하여 코멧시험의 최고농도를 결정하였으며, 세포독성이 낮은 물

질(IC20이 10mM 이상인 물질)은 10 mM을 최고농도로 하였다. IC20이 10 

mM 이하인 물질은 IC20을 최고농도로 하였다.  

3차원 스페로이드로 배양된 세포는 2차원 배양세포에 준하여 세포독성을 

실시하였다.     

5. 코멧시험(단세포 전기영동시험)

시험물질이 처리된 세포는 Trypin-EDTA를 처리하여 단세포화 한 후 코멧

시험을 실시하였다. 시험물질이 처리된 96 well plate를 칼슘/마그네슘이 제

거된 인산생리완충액으로 1회 세척한 후, 50 ㎕의 Trypsin-EDTA를 처리(2

차원 배양세포는 5분, 3차원 스페로이드는 10분)하여 단세포로 만든 세포는 

LMAgarose(Trevigen 4250-050-02)와 혼합비율 1:10으로 혼합한 후 

Comet slide(Trevigen 4250-050-03)에 80㎕ 떨어뜨려 굳힌 후 lysis 

solution(Trevigen 4250-050-01)에서 4℃, 30분간 방치하여 세포를 용해

시켰다. 용해된 세포는 알칼리용액(Sodium htdroxide 0.6g, 200 mM 

EDTA 250 ㎕, deionized water 49.75 ㎖)에서 20 ∼ 60분간 방치하여 
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DNA를 풀고 변성시킨 후 15 V에서 30분간 전기영동 하였다. 전기영동이 끝

난 세포는 증류수로 2회 세척하고 70% 에탄올에서 30분간 고정한 후 40℃

에서 30분간 건조한 후 SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain(Thermo 

Fisher S11494)으로 염색하였다. 코멧은 형광이미지분석기(Pannoramic 

scan 3D Histech NFEC-2015-11-206063)로 % tail DNA 값을 구하여 분

석하였다. 

6. 통계처리

각 그룹 당 약 100개의 세포를 대상으로 % tail DNA 값을 측정하여 각 값

의 중앙값과 상위 25% 및 하위 25% 값으로 표시하였다. 군간의 차이는  크

루스칼–왈리스 검증과 만 휘트니 유 검증을 실시하여 구하였고, 단순 선형 회

귀분석을 실시하여 경향성을 구하였다.   
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Ⅲ. 연구결과

1. 3차원 세포배양

3차원 세포배양 시스템에서 코멧시험을 수행하기 위하여 체외 소핵시험 및 

염색체이상 시험에서 자주 사용되는 CHL/IU 세포를 이용하여 3차원 세포배

양을 실시한 결과 CHL/IU 세포는 Hang-in drop 방법으로 4일까지 3차원

의 세포 덩어리가 형성되었으며, 이것을 저부착성의 96 well 플레이트에 옮

겨 7일간 추가 배양하여 둥근 구 형태의 스페로이드를 얻었다(그림 Ⅲ-1).

[그림 Ⅲ-1] CHL세포의 Hang-in drop 및 저부착성 플레이트 복합 배양결과
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HepG2 세포에서도 Hang-in drop/저부착성 플레이트 복합배양 방법으로 

배양 11일차에 구형의 스페로이드 형성을 확인하였다(그림 Ⅲ-2). 

Hang-in drop 과정 없이 저부착성 플레이트에서 직접 배양하면 3차원으로 

성장하기는 하였으나, 찌그러진 구 형태를 보여 이 후 시험에서는 hang-in drop/

저부착성 플레이트 복합배양 방식으로 3차원 배양세포를 얻었다(그림 Ⅲ-3).  

[그림 Ⅲ-2] HepG2 세포의 Hang-in drop 및 저부착성 플레이트 복합 배양결과

[그림 Ⅲ-3] HepG2 세포의 저부착성 플레이트 단독 3차원 배양결과
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2. 시험조건 확인 시험

CHL/IU 세포를 사용하여 음성대조물질로 d-mannitol을, 양성대조물질로 

ethyl methanesulfonate를 코멧시험의 조건시험에 사용하였다.  

음성대조물질인 d-mannitol은 10 mM에서 2차원 및 3차원 세포배양 시스템

에서 세포독성이 일어나지 않았고, 양성대조물질인 ethyl methanesulfonate는 

2차원 세포배양 시스템, 3차원 세포배양 시스템 각각 IC20(20%의 세포독성

을 일으키는 농도)이 3.26 mM과 >10 mM이었다(그림 Ⅲ-4). 
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[그림 Ⅲ-4] CHL/IU 세포에서의 양성 및 음성대조물질의 세포독성 

한편 (유전자 손상이 아닌) 세포독성에 의해서도 % tail DNA값이 증가할 

수 있는 데, 이를 방지하기 위하여 IC20(생존율이 20% 감소하는 농도) 이하

에서 코멧시험 수행이 권장된다. 따라서 음성대조물질인 d-mannitol은 2차

원 및 3차원 세포배양 시스템 모두에서 고농도를 10 mM로 하고 중농도, 저



DNA 손상지표 코멧시험(Comet assay)을 활용한 3차원 배양세포에서의 유전독성영향연구

16

농도는 각각 2.5 mM과 0.3125 mM로 하여 코멧시험을 수행하였다. 양성대

조물질인 ethyl methanesulfonate는 3차원 세포배양 시스템에서는 10 mM

에서 세포독성이 나타나지 않았으나  2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배

양 시스템에서의 결과를 비교하기 위하여 2차원 세포배양시스템에서의 IC20

이 3.26 mM인 것을 고려하여 2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배양 시

스템 모두에서 고농도, 중농도, 고농도를 각각 1.25 mM, 0.625 mM, 

0.3125 mM로 하여 코멧시험을 수행하였다. 

음성대조물질 및 양성대조물질의 코멧 형태는 [그림 Ⅲ-5]와 같았다. 코멧의 

형태는 2차원 및 3차원 배양시스템 모두에서 시험물질이 투여되지 않은 세포

에서는 대부분 둥근 머리모양만 관찰되었고(A, D), 음성대조물질인 d-mannitol 

10 mM 처리시에도 대부분 둥글고 뚜렷한 머리 모양만 관찰되고 혜성과 같은 

꼬리는 거의 관찰되지 않은 것처럼 보였다(B, E). 양성대조물질인 ethyl 

methanesulfonate는 1.25 mM 처리시 2차원 및 3차원 배양세포 시스템 모

두에서 대부분 작은 둥근 머리모양과 큰 꼬리가 관찰되었다(C, F). 

코멧 전용 분석프로그램을 이용하여 % tail DNA를 측정한 결과는 [그림 Ⅲ

-6]에 나타내었다. 2차원 세포배양시스템에서 화학물질을 처리하지 않은 세포

의 % tail DNA 중위값은 3.91이었다. 그러나 10 mM의 d-mannitol  처리

시 % tail DNA 중위값이 19.1로 시험물질을 처리하지 않은 것과 비교하여 상

당히 증가한 것으로 계산되었다. 양성대조물질인 ethyl methanesulfonate의 

% tail DNA 중위값은 79.7로 시험물질을 처리하지 않은 것과 d-mannitol

을 처리한 것과 비교하여 매우 높은 값을 보였다. 3차원 배양세포 시스템에서

는 화학물질을 처리하지 않은 세포에서 % tail DNA 중위값은 3.69였고, 음

성대조물질로 사용한 d-mannitol은 10 mM 처리 시 5.44로 2차원 세포배

양 시스템에서보다는 d-mannitol의 중위값이 낮았다. 양성대조물질인 ethyl 

methanesulfonate의 중위값은 75.7로 시험물질 무처리 및 d-mannitol 처

리군과 비교하여 매우 높은 값을 보였다. 
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[그림 Ⅲ-5] CHL/IU 세포에서의 양성대조물질 및 음성대조물질의 코멧형태

A~C, picture of comet at 2D culture system. A, No chemical; B, 10 mM of d-mannitol; C, 
1.25 mM Ethyl methanesulfonate. D~E, picture of comet at 3D culture system. D, No chemical;
E, 10 mM d-mannitol; F, 1.25 mM Ethyl methanesulfonate.
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[그림 Ⅲ-6] 2차원 및 3차원 배양 CHL/IU 세포에서 양성 및 음성대조물질의 % Tail DNA

*, p < 0.05 

통계분석을 실시한 결과, d-mannitol은 2차원 세포배양 시스템에서는 

0.3125 mM, 2.5 mM, 10 mM 모두에서 시험물질을 처리하지 않은 것과 유

의한 차이를 보였고, 3차원 배양세포 배양시스템에서도 0.3125 mM 및 2.5 

mM에서 유의한 차이를 보였다. 그러나 경향 분석을 실시한 결과 2차원 세포

배양 시스템에서는 농도 의존적으로 % tail DNA값이 증가하였으나

(p<0.001), 3차원 세포배양 시스템에서는 유의한 차이가 없었다(p=0.611). 

양성대조물질에서는 2차원 세포배양 시스템, 3차원 세포배양 시스템에서 저
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농도, 중농도, 고농도 모두에서 대조군과 유의한 차이가 있었으며, 경향 분석

결과에서도 2차원 세포배양 시스템(p<0.001), 3차원 세포배양 시스템(p<0.001) 

모두 유의한 결과를 보였다.  

이상의 결과, 2차원 세포배양 시스템, 3차원 세포배양 시스템 모두 양성대

조물질에 대한 적정성이 확인되었다. 그러나 음성대조물질인 d-mannitol에 

대해서는 2차원 세포배양 시스템에서는 적정성을 확인하지 못하였다. 3차원 

세포배양 시스템에서는 0.3125 mM 및 2.5 mM에서 대조군과 유의한 차이를 

보였으나, 10 mM에서 유의한 차이가 나타나지 않았고, 경향 분석 결과에서도 

유의하지 않은 결과를 보여 코멧시험의 적정성이 확인된 것으로 판단되었다. 

HepG2 세포계에서는 소핵 및 염색체이상시험에서 대사활성 양성대조물질로 

사용되는 cyclophosphamide를 추가하여 조건시험의 적정성을 확인하였다. 
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[그림 Ⅲ-7] 2차원 및 3차원 배양 HepG2 세포에서 양성 및 음성대조물질의 세포독성

세포독성 시험을 수행한 결과, 2차원 세포배양시스템에서 HepG2 세포의 

IC20은 음성대조물질인 d-mannitol은 10 mM을 초과하였고, 양성대조물질

인 ethyl meththanesulfonate와 cyclophosphamide monohydrate는 각

각 4.08 mM과 9.89 mM이었다(그림 Ⅲ-7). 
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2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배양 시스템에서 음성대조물질인 

d-mannitol의 0, 2.5, 5, 10 mM에서 % tail DNA 중위값은 0.08, 1.25, 

0.30, 1.19였고, 3차원 세포배양 시스템에서는 0, 2.5, 10 mM에서 각각 

3.83, 0.95, 3.04로 2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배양 시스템 모두에

서 d-mannitol에 의한 % tail DNA값의 유의한 차이는 없었다. 경향 분석 결

과에서도 모두 유의한 결과는 보이지 않았다(2차원 세포배양 시스템 p=0.148; 

3차원 세포배양 시스템 p=0.064). 양성대조물질인 ethyl methanesulfonate

은 2차원 세포배양 시스템에서 0.625, 1.25, 2.5 mM에서 % tail DNA의 중

위값이 각각 38.0, 46.4, 90.5였고, 3차원세포배양 시스템에서는 1, 2, 4 

mM에서 % tail DNA 중위값이 각각 95.4, 97.4, 96.1로 모두 대조군과 유의

한 차이를 보였다. 경향 분석 결과에서도 2차원 세포배양 시스템, 3차원 세포

배양 시스템 모두 유의한 결과를 보였다(그림 Ⅲ-8, Ⅲ-9). 

대사활성계에 의한 영향을 확인하기 위하여 사용한 cyclophosphamide는 

2차원 세포배양 시스템에서는 S9을 처리하지 않은 경우에도 % tail DNA 중

위값이 2.5, 5, 10 mM에서 각각 21.2, 30.4, 32.5로 대조군의 3.83보다 유

의하게 높았고, 경향 분석 결과에서도 유의하게 증가하였다. 그러나 3차원 세

포배양시스템에서는 S9을 처리하지 않은 것은 % tail DNA 중위값이 2.5, 5 

mM에서는 각각 12.49와 11.4로 대조군보다 유의하게 높았으나, 10 mM에

서는 2.52로 대조군과 차이가 없었으며, 경향 분석에서도 유의한 차이를 보

이지 않아(p=0,996; 그림 Ⅲ-8, Ⅲ-9), 음성으로 판정할 수 있었다.

S9을 처리한 경우에는 2.5, 5, 10 mM에서 각각 % tail DNA 중위값이 

11.8, 28.8, 37.8로 각각 대조군보다 유의하게 높았고, 경향 분석결과에서도 

유의한 증가가 확인되었다(그림 Ⅲ-10, Ⅲ-11).  
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[그림 Ⅲ-8] HepG2 세포에서의 양성대조물질 및 음성대조물질의 

코멧형태

A~C, picture of comet at 2D culture system. A, No chemical; B, 10 mM of 
d-mannitol; C, 2.5 mM Ethyl methanesulfonate, D~F, picture of comet at 3D 
culture system. D, No chemical; E, 10 mM d-mannitol; F, 2 mM Ethyl 
methanesulfonate. 
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[그림 Ⅲ-9] 2차원 및 3차원 배양 HepG2 세포에서 양성 및 음성대조물질의 % Tail DNA

*, p < 0.05 
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[그림 Ⅲ-10] HepG2 세포에서의 cyclophosphamide의 S9 처리군 및 비처리군

코멧 형태

A, No chemical; B, S9-; C, S9+
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[그림 Ⅲ-11] HepG2 세포에서의 cyclophosphamide의  % Tail DNA

*, p < 0.05

이상의 결과 HepG2를 사용한 3차원 세포배양 시스템은 음성대조물질인 

d-mannitol에서는 코멧시험이 음성이었고, 양성대조물질인 ethyl 

methanesulfonate에서는 명확한 양성을 보였으며, 대사활성 양성대조물질

인 cyclophosphamide에서는 S-는 음성, S+는 양성으로 코멧시험의 적정성

을 위해 필요한 조건을 모두 충족하여, 3차원 세포배양 시스템에서의 코멧시

험에 적합한 것으로 판단하였다.  

3. 2-Methoxyethanol 및 benzalkonium chloride의 코멧시험 

조건시험결과 선택된 HepG2 세포의 3차원 세포배양 시스템에서 

2-methoxyethanol과 benzalkonium chloride의 코멧시험을 실시하였다

(그림 Ⅲ-12, Ⅲ-13, Ⅲ-14). 

3차원 세포배양 시스템에서 HepG2 세포는 2-Methoxyethanol에 의해 5 

mM 및 10 mM에서 세포성장이 억제된 것으로 보였으나, 2차원 세포배양 시
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스템에서의 IC20을 고려하여 시험에서는 10 mM을 최고농도로 하였다. 

Benzalkonium chloride 또한 3차원 세포배양 시스템에서 IC 20이 100 ㎍

/㎖이었으나 2차원 세포배양 시스템에서 IC20이 2 ㎍/㎖인 것을 고려하여 코

멧시험 농도를 결정하였다(그림 Ⅲ-12). 

코멧시험을 실시한 결과 2-methoxyethanol은 S9을 처리하지 않은 세포

에서는 2.5, 5, 10 mM 처리군 모두에서 대조군과 비교하여 통계적으로는 유

의한 차이가 있었으나, 대조군보다 % tail DNA 중위값이 낮았고, 경향 분석

결과에서도 유의한 결과가 나타나지 않았다(p=0.092). S9을 처리한 시험군에

서는 2.5, 5, 10 mM에서 % tail DNA 중위값이 각각 18.6, 27.5, 24.0으로 

대조군의 5.25보다 유의하게 높았고, 경향 분석 결과에서도 유의한 결과를  

보였다(p<0.001). Benzalkonium chloride는 S9 무처리군과 S9 처리군 모

두에서 대조군과 유의한 차이는 없었다(그림 Ⅲ-13, Ⅲ-14).     

 

[그림 Ⅲ-12] 2-Methoxyethanol 및 benzalkonium chloride의 세포독성
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[그림 Ⅲ-13] 2-Methoxyethanol 및 benzalkonium chloride의

코멧 형태

A~C, picture of comet at S9-. A, No chemical; B, 10 mM 2-methoxyethanol;
C, 2 ㎍/㎖ BKC. D~F, picture of comet at S9-. D, No chemical; E, 10 mM
2-methoxyethanol; F, 2 ㎍/㎖ BKC. 
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[그림 Ⅲ-14] 2-Methoxyethanol 및 benzalkonium chloride의 % tail DNA

*, p < 0.05 
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Ⅳ. 고찰

암은 현재의 의학기술로 치유가 거의 불가능한 질환으로 우리나라에서 가

장 높은 사망원인을 차지한다(2019년 기준 인구 10만 명 당 158.2명으로 전

체 사망의 27.5%). 직업 관련성 암은 전체 암의 4%로 추정되는데(Doll and 

Peto, 1981), 산업화가 진행된 국가에서는 직업성 질환 중 암이 차지하는 비

율이 57%까지 이른다(Takala J 등, 2014). 

국제암연구소(IARC, International Agency for Research on Cancer)

에서는 현재까지 1,031종의 인자에 대한 발암성 평가결과를 제공하고 있다

(표 Ⅳ-1). 발암성을 평가는 사람에서의 경험 자료를 가장 우선적으로 사용하

지만, 사람에서의 경험 자료가 없는 경우에는 실험동물 등에서의 독성시험결

과를 이용하여 추론할 수  밖에 없다. 사람의 경험 다음으로 가장 중요하게 

고려되는 자료는 실험동물의 전 생애(랫드의 경우 통상 2년)에 걸쳐 시험물질

을 노출시켜 암의 유발여부를 확인하는 2년 장기 발암성시험이다. 대표적으

로 1978년 발암성평가를 위해 설립된 미국의 국가독성계획(NTP, National 

Toxicology Program)과 1982년 설립된 일본의 일본바이오앗세이연구센터

등에서 발암성시험을 수행하고 있지만, 현재까지 수행된 발암성시험 건수는 

국가독성계획의 600여 건, 일본바이오앗세이연구센터의 60여건을 포함하여 

1,000건을 넘지는 않을 것으로 추정된다. 발암성시험을 수행하기 위한 많은 

실험동물의 희생(1건 당 400건 이상)과 노랜 시험기간(5년 이상)뿐 아니라, 

막대한 비용이 무시될 수 없기 때문이다. 그럼에도 불구하고, 발암물질의 확

인은 포기할 수 없는 데, 작업장에서의 노동자를 포함하여 국민의 생명과 건

강보호는 소중한 가치이기 때문이다. 
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Year
Classification

Total
1 2A 2B 3

1979 18 6 12 18 54

1987 40 32 147 353 572

1990 45 36 170 390 641

2000 70 54 232 474 830

2010 94 64 248 512 918

2021 123 89 319 500 1,031

<표 Ⅳ-1> IARC 발암성 물질 추이

암의 역사는 고대 이집트까지 거슬러 올라가지만, 화학물질이 암을 일으킨

다는 것은 1918년 Yamagiwa와 Ichikawa가 토끼에 콜타르를 노출시켜 굴

뚝청소부에서의 음낭암을 재현함으로써 입증되었다.(Loeb LA and Harris 

CC, 2008). 

암과 유전자의 관련성은 1914년 Boveri 등이 암에서 염색체 이상을 확인

하여 알려지게 되었다. 현재 일반적으로 인정되는 발암기전은 1941년 

Berenblum과 Shubik가 제안한 개시-촉진모델(Berenblum 등 1941)이다. 

돌연변이가 일어나는 개시단계, 돌연변이를 유지하고 촉진하는 촉진단계, 양

성종양에서 악성종양으로 전환하는 진행단계로 설명되는 발암기전에서 유전

독성을 일으키는 화학물질은 개시 및 촉진단계에 관여하여 암을 일으킬 수 있

다고 간주된다. 

발암물질이 유전자에 영향을 주어 궁극적으로 암을 일으킬 수 있다는 가설

은 현재 발암물질평가 전략의 이론적 배경이 되고 있다. 동물실험으로만 발암

성을 평가하기에는 자원 분배적 차원에서 부담이 너무 크기 때문이다. 유전독

성을 일으키지 않는다면 암을 일으킬 가능성이 낮기 때문에 유전독성을 일으

키는 화학물질의 발암성을 우선적으로 확인하는 정책은 타당해 보이며, 새롭

게 개발되거나, 사용량이 우려수준에 이르지 못하는 화학물질에 대한 발암성

평가 유예는 적절한 것으로 보인다. 
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[그림 Ⅳ-1] 발암물질에 대한 이해의 역사

An overview of primary examples of events that have generated important insights into 
carcinogenesis(cited by Loeb LA and Harris CC. at Cancer Res. 2008;68(17): 6863–6872.

  

사실, 유전독성을 확인하기 것 또한 간단하지 않다. 유전자에 대한 어떤 영

향이 유전독성을 대표하는 지 명확하지 않기 때문이다. 현재 유전독성은 유전

자(DNA)에 대한 영향과 염색체에 대한 영향을 각각 확인하여 종합적으로 평

가하는 전략을 취한다. 유전자에 대한 영향을 확인하는 대표적인 방법은 미생

물을 이용한 복귀돌연변이시험이다. 티미딘키나제 유전자 돌연변이시험와 형

질전환 설치류를 이용한 유전자 돌연변이시험 또한 개발되어 있지만, 우리나
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라를 포함하여 대부분의 국가에서는 거의 활용되고 있지 않다(유전자를 변형

시킨 세포나 실험동물을 사용하여 시험하는 것은 다른 시험에 비하여 어렵기 

때문에 사실상 유럽연합에서만 실질적으로 활용되고 있음). 2021년에는 유전

자 변형동물을 사용하지 않는 유전자 돌연변이시험(pig-a 시험)의 초안이 발

표되었지만, 현재의 실정에서 유전독성평가 또는 발암물질 스크리닝에 얼마

나 활용될 수 있을지는 미지수다. 염색체에 대한 영향을 확인하는 대표적인 

방법은 배양세포를 이용한 염색체이상시험이다. 최근에는 실험동물을 이용한 

소핵시험 뿐 아니라 배양세포에서의 소핵시험방법도 개발되어 염색체이상 시

험을 대체하고 있다. 기계화를 통한 고효율과 표준화를 요구하는 추세에 대응

하여 염색체이상시험은 기계화가 어렵고, 결과의 측정에 있어 전문가의 판단

에 영향을 많이 받는 단점이 있기 때문에 점점 우선 선택시험에서 멀어져 가

는 실정이다. 

이러한 추세와 맞물려 유전자에 대한 영향을 확인하는 대안으로 1984년 

Ostling 등이 개발한 코멧시험의 위상이 높아지고 있다. 배양세포에서의 코

멧시험은 아직 개발이 완료되지 않았으나, 실험동물을 이용한 코멧시험법은 

2016년 OECD에서 승인되어 유해성평가에 활용되고 있다. 한편, 생명윤리가 

강화됨에 따라 이미 유럽을 중심으로 화장품 및 화장품 원료의 유해성평가를 

위한 동물시험이 금지되어 있지만, 유럽 화장품을 제외한 대부분의 화학물질

의 유해성 평가체계에서는 유전독성을 평가함에 있어 여전히 실험동물을 사

용하는 체내시스템은 필수적이다. 위양성과 위험성의 위험은 상존하기 때문

에 사람의 생체 모사수준이 낮은 시험계(예를 들어 미생물 또는 세포)에서 양

성이거나 음성이라는 이유만으로 추가적인 평가나 고려 없이 유전독성 또는 

발암성시험의 수행여부를 결정하는 것은 위험할 수 있기 때문이다. 이미 

1980년대 유전독성평가체계가 일단락되었음에도 불구하고 2021년 현재까지

도 이용 가능한 체내 유전자 영향지표 개발이 지속적으로 이루어지고 있는 이

유이기도 하다. 이와 맞물려 코멧시험의 중요성 및 활용성은 높아지고 있다. 

실험동물의 대안으로 우선 검토되는 3차원 세포 배양시스템에서의 적용이 용
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이한 것으로 밝혀지고 있기 때문이다. 이러한 장점으로 현재 3차원 세포 배양

시스템에서 유전자 영향을 확인하는 방법으로 코멧시험이 사실상 대표지표로 

확정되었다고 해도 과언이 아니다(Kang SH et al. 2013). 

코멧시험과 발암의 관련성에 대한 다양한 연구가 발표되어(Apostolou 등 

2014; Anderson 등 1998; Vodicka 등 2019; Gunasekarana 등 2015; 

Bowman 등 2014; Dorie 등 1999; Wood JP et al. 2015), 코멧시험을 활

용하면 발암물질의 스크리닝을 더 효율적으로 수행할 수 있다는 주장도 제기

되고 있다. Kirkland 등(2008)은 소핵시험에서 확인되지 않는(음성이거나 모

호한 결과) 발암물질 중 유전자 돌연변이시험으로는 50%만 확인할 수 있었으

나(50% 양성) 코멧시험은 90% 확인가능하다는 주장까지 하고 있다. 

비교적 최근에 개발된 지표인 코멧시험은 2016년 실험동물에서의 시험가이

드라인은 승인되었으나(OECD 2016), 역설적으로 배양세포에서의 시험방법은 

아직 승인되지 못하고 있다. 시험법 개발에 사용된 TK6 세포주의 민감성과 

시험농도의 설정이 문제가 되어 표준화가 완료되지 못했기 때문이다. 그러나 

우리나라 식품의약품안전성평가원에서도 2016년 연구를 통하여 HepG2 세포

주 등에서 20% 미만의 세포독성을  유발하는 농도에서 유효한 결과가 도출된

다는 사실을 확인하는 등 여러 나라, 여러 연구그룹에서 시험법 표준화를 노력

하고 있어 조만간 가이드라인이 승인될 것으로 기대된다(이종권 등 2016). 

전통적인 2차원 세포배양 시스템에서의 시험법 개발이 난관에 부딪혀 있지

만, 이와는 별개로 동물시험 대체방법 개발 차원에서 3차원 배양세포 시스템

에서의 코멧시험법 개발 또한 활발히 이루어지고 있다. 시험법은 사람에서의 

화학물질 노출경로를 반영하여 경구노출모델, 흡입노출모델, 피부노출모델 각

각에서 개발되고 있는데, 피부노출모델과 흡입노출모델을 위해 각각 인공피

부(Pfuhler S et al. 2021a, b; Downs TR et al 2021; Reisinger K et al. 

2021)와 호흡기 모사세포에서 시험법이 개발되고 있으며, 경구노출모델에 대

해서는 사람유래 간세포를 3차원으로 배양하는 방법이 개발되고 있다

(Pfuhler S et al. 2020, 2021a, b). 
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본 연구에서는 경구노출모델에 해당하는 3차원 배양 간세포에서의 코멧시

험을 적용하고자 하였다. 흡입독성과 관련된 호흡기 모델은 개발이 늦어지고 

있으며, 2차원 배양시스템과의 비교연구가 가능하기 때문이다. 간세포의 3차

원 배양세포를 이용한 시험법은 여러 연구자에 의해 시도되고 있다

(Ramaiahgari SC et al 2014; Elje E et al 2019; Mandon M et al 

2019; Stampar M wt al. 2021). 3차원 스페로이드 제작방법에 있어, Elje 

E 등(2019)은 hang-in drop 방식으로 1차 배양 한 후 저부착성 플레이트에

서 2차 배양하는 방법을 사용하였으며, Stampar M 등(2021)은 3차원 배양 

플레이트에서 1차 배양 한 후 회전형 바이오리엑트에서 2차 배양하는 방법을 

사용하였고 Mandon M 등은 3차원용 배양 플레이트에서 직접 스페로이드를 

배양하였다. 

본 연구에서는 3차원 세포배양법 적용에 있어 hang-in drop으로 1차 배

양 한 후 저부착성 배양 플레이트에서 스페로이드를 완성하는 복합배양 방법

과 저부착성 배양 플레이트에서 직접 배양하는 직접배양 방법을 선택하여 검

토하였다. 복합배양 방법은 hang-in drop 방법으로 만들어진 스페로이드를 

저부착성 배양 플레이트로 옮기는 과정이 복잡하고 세포의 소실 등의 단점이 

있을 수 있었으나, 배양 플레이트에 직접 세포를 분주하는 방법보다 더 둥근 

구의 형태의 스페로이드가 만들어져 본 연구에서는 hang-in drop/저부착성 

플레이트 복합배양 방법을 선택하였다(그림 Ⅲ-2, 그림 Ⅲ-3).   

한편, 코멧시험은 2차원 배양세포를 이용한 체외시험법 개발과정에서 20% 

미만의 세포독성을 일으키는 농도에서 시험이 수행되어야 하는 것을 인지하

게 되었다. 세포독성에 의해서도 유전자 손상이 일어날 수 있기 때문에 이상

적인 시험조건은 세포독성이 20% 미만으로 일어나고 꼬리가 머리보다 큰 

Hedgehog가 20% 미만인 것을 최적이라고 판단된다. 

본 연구는 경구노출 모델을 대체하기 위한 3차원 세포배양 시스템에서 우

선적으로 검토되는 사람 간 유래의 HepG2 세포에서의 코멧시험 개발 및 시

험을 목적으로 하였으며, 비교대상 시스템으로 체외(in vitro) 소핵 시험, 염
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색체이상시험 등에서 일반적으로 사용되는 CHL/IU 세포를 선택하였다. 

CHL/IU 세포에서 음성대조물질로 d-mannitol, 양성대조물질로 ethyl 

methanesulfonate를 사용하여 코멧시험의 타당성을 확인 한 결과, 양성대

조물질은 2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배양 시스템 모두에서 % tail 

DNA 중위값이 극적으로 증가하여 시험방법이 타당한 것으로 판단되었다(그

림 Ⅲ-6). 2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배양 시스템 모두에서 대부분 

hedge-hog가 나타났으나, 세포독성을 일으키지 않는 농도에서 수행된 시험

결과이며, ethyl methanesulfonate를 양성대조물질로 수행한 대부분의 다

른 연구에서도 유사한 경향을 보였기 때문이다(그림 Ⅲ-5). 그러나 음성대조

물질 d-mannitol을 처리한 결과는 CHL/IU를 이용한 코멧시험의 가능성과 

한계를 모두 보여주었다. 즉, 2차원 세포배양 시스템에서는 음성대조물질인 

d-mannitol에 의해 농도 의존적으로 유의하게 % tail DNA값이 증가하였지

만, 3차원 세포배양 시스템에서는 % tail DNA값이 일부 농도에서 유의하게 

증가하였으나, 양성으로 판단하는 추가적인 조건인 농도의존성 증가 경향이 

나타나지 않았기 때문이다(그림 Ⅲ-9). 2차원 세포배양 시스템에서는 체외시

험에서의 코멧시험의 한계로 지적되어 왔던 음성대조물질에 대한 감수성 문

제가 여전하였으나, 3차원 세포배양 시스템은 이러한 문제가 완화되거나 나

타나지 않았다고 해석할 수도 있기 때문이다. 

HepG2 세포를 이용한 코멧시험의 타당성 검토에서는 체외 소핵시험 및 

염색체이상시험에서 대사활성 양성대조물질로 사용되는 cyclophosphamide

를 추가하여 시험하였다. HepG2 세포를 이용한 조건 시험에서는 2차원 세포

배양 시스템과 3차원 세포배양 시스템 모두에서 d-mannitol에 의한 DNA 

손상이 나타나지 않았고, 양성대조물질인 ethyl methanesulfonate 처리 시

에도 2차원 세포배양 시스템과 3차원 세포배양 시스템 모두에서 명확한 

DNA 손상이 확인되어 시험방법이 타당하다고 판단되었다(그림 Ⅲ-9). 

대사활성 양성대조물질인 cyclophosphamide는 2차원 세포배양 시스템

에서는 대사활성계 S9을 처리하지 않은 경우에도 유의하게 DNA에 손상을 
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일으켰지만, 3차원 세포배양 시스템에서는 S9을 처리하지 않은 경우에는 % 

tail DNA 값의 유의한 증가 경향은 나타나지 않았으나, S9을 처리한 경우에는 

농도 의존적으로 유의하게 증가하여, HepG2 세포의 3차원 세포배양 시스템이 

가장 적합한 시험시스템으로 판단하여 2-methoxyethanol과 benzalkonium 

chloride의 코멧시험을 실시하였다. 

2-Methoxyethanol은 산업안전보건연구원에서 발암성시험 후보물질로도 

선택된 화학물질로 미생물복귀돌연변이 시험결과는 음성, 체외 염색체이상시

험은 양성, 체내 염색체이상시험은 음성, 체외 유전자 돌연변이시험은 음성이

며, 체내 코멧시험은 양성으로 보고된 물질이고, benzalkonium chloride는 

미생물복귀돌연변이시험, 체외 염색체이상시험, 체외 유전자 돌연변이시험, 

체내 소핵시험 모두에서 음성이거나 음성으로 예측된 물질이지만, 사람에서

의 폐 손상이 문제가 된 가습기 살균제의 성분으로도 사용된 적이 있어 발암

성평가 등의 필요성이 제기되기도 한 물질이다. 

HepG2 세포를 이용한 코멧시험 결과 2-methoxyethanol은 3차원 세포

배양 시스템에서 대사활성계를 처리하지 않은 시스템에서는 % tail DNA 값

이 증가하지 않았으나, 대사활성화계에서는 양성을 보였고 benzalkonium 

chloride는 대사활성계와 비활성계에서 모두 % tail DNA 값이 증가하지 않

았다(그림 Ⅲ-13, 그림 Ⅲ-14). 

이상의 결과를 바탕으로 본 연구를 통하여 HepG2 세포를 이용한 3차원 세포

배양 시스템이 확립되었고 음성대조물질 d-mannitol, 양성대조물질 ethyl 

methanesulfonate 및 대사활성 양성대조물질 cyclophosphamide를 이용하여 

코멧시험의 타당성이 검정되었다. 또한 시험물질로 사용한 2-methoxyethanol이 3

차원 세포배양 시스템에서 코멧을 유발하는 것을 확인하였고, benzalkonium 

chloride는 시험농도에서 대사활성계 및 비활성계 모두에서 음성으로 나타나

는 것을 확인하여 발암성 후보물질의 탐색에 있어 코멧시험의 적용 가능성이 

확인되었다.   
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