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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음의 단계를 포함하는 피검물질의 DNA 손상 평가 방법:

(a) 세포를 배양하여 세포 현탁물을 수득하는 단계;

(b) 상기 세포 현탁물을 겔화(gelation)하여 세포-포매 겔(cell-embeded gel)을 제조하는 단계;

(c) 상기 세포-포매 겔을 피검물질과 접촉시키는 단계;

(d) 상기 세포-포매 겔을 용해시키는 단계;

(e) 상기 단계 (d)의 결과물에 DNA 글리코실화효소(DNA glycosylase)를 처리하는 단계;

(f) 상기 단계 (e)의 결과물을 틈새 번역(nick translation)을 통해 표지(labeling)하는 단계;

(g) 상기 단계 (f)의 결과물로부터 지노믹(genomic) DNA를 추출하는 단계; 및

(h) 상기 지노믹 DNA를 분석하는 단계.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (a)의 세포는 미생물, 동물 세포 및 식물 세포로 구성된 군으로부터 선택되는 하

나의 세포인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (a)의 박테리아 현탁물은 대수기(log-phase)의 박테리아를 포함하는 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (b)의 겔화는 아가로오즈(agarose)를 배양배지에 첨가하여 유도되는 것을 을 특징

으로 하는 방법.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (b)의 박테리아-포매 겔은 10-1000 ㎚의 기공(air hole)을 갖는 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 6 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (e) DNA 글리코실화효소는 Fpg(formamidopyrimidine [fapy]-DNA glycosylase),

Nfo(endonuclease  Ⅳ),  Nei(endonuclease  Ⅷ),  AlkA(3-methyladenine  DNA  glycosylase  Ⅱ),  UDG(Uracil-DNA

glycosylase),  Nth(endonuclease  Ⅲ),  MutY(adenine  DNA  glycosylase),  AlkC(3-methylpurine  DNA

glucosylase), AlkD(Akylpurine glycosylase D) 로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 DNA 글리코실화효

소인 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 7 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (f)의 표지는 DNA 중합효소(DNA polymerase) 및 형광 표지된 dNTP 혼합물(dATP,

dCTP, dGTP, dTTP 및 dUTP)에 의해 실시되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 8 

제 1 항에 있어서, 상기 단계 (f)의 분석은 미세유체(microfluidic) 장치를 이용하여 실시하는 것을 특징으로

하는 방법.

청구항 9 

제 8 항에 있어서, 상기 미세유체 장치는 유체가 유입되는 채널 및 상기 채널과 직접적으로 연결된 양전하로 하

전된(positively charged) 기판을 갖는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

다음의 단계를 포함하는 DNA 손상 억제제의 스크리닝 방법:

(a) 세포를 배양하여 세포 현탁물을 수득하는 단계;

(b) 상기 세포 현탁물을 겔화(gelation)하여 세포-포매 겔(cell-embeded gel)을 제조하는 단계;

(c) 상기 세포-포매 겔에 DNA 손상제 및 DNA 손상 억제 후보물질을 처리하는 단계;

(d) 상기 세포-포매 겔을 용해시키는 단계;

(e) 상기 단계 (d)의 결과물에 DNA 글리코실화효소(DNA glycosylase)를 처리하는 단계;

(f) 상기 단계 (e)의 결과물을 틈새 번역(nick translation)을 통해 표지(labeling)하는 단계;

(g) 상기 단계 (f)의 결과물로부터 지노믹(genomic) DNA를 추출하는 단계; 및

(h) 상기 지노믹 DNA를 분석하는 단계.

청구항 11 

제 10 항에 있어서, 상기 단계 (a)의 세포는 미생물, 동물 세포 및 식물 세포로 구성된 군으로부터 선택되는 하

나의 세포인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 12 

제 1- 항에 있어서, 상기 단계 (a)의 세포 현탁물은 대수기(log-phase)의 박테리아를 포함하는 것을 특징으로

하는 방법.

청구항 13 

제 10 항에 있어서, 상기 단계 (b)의 겔화는 아가로오즈(agarose)를 배양배지에 첨가하여 유도되는 것을 을 특

징으로 하는 방법.
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청구항 14 

제 10 항에 있어서, 상기 단계 (b)의 세포-포매 겔은 10-1000 ㎚의 기공(air hole)을 갖는 것을 특징으로 하는

방법.

청구항 15 

제 10 항에 있어서, 상기 단계 (e) DNA 글리코실화효소는 Fpg(formamidopyrimidine [fapy]-DNA glycosylase),

Nfo(endonuclease  Ⅳ),  Nei(endonuclease  Ⅷ),  AlkA(3-methyladenine  DNA  glycosylase  Ⅱ),  UDG(Uracil-DNA

glycosylase),  Nth(endonuclease  Ⅲ),  MutY(adenine  DNA  glycosylase),  AlkC(3-methylpurine  DNA

glucosylase), AlkD(Akylpurine glycosylase D) 로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 DNA 글리코실화효

소인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16 

제 10 항에 있어서, 상기 단계 (f)의 표지는 DNA 중합효소(DNA polymerase) 및 형광 표지된 dNTP 혼합물(dATP,

dCTP, dGTP, dTTP 및 dUTP)에 의해 실시되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17 

제 10 항에 있어서, 상기 단계 (f)의 분석은 미세유체(microfluidic) 장치를 이용하여 실시하는 것을 특징으로

하는 방법.

청구항 18 

제 17 항에 있어서, 상기 미세유체 장치는 유체가 유입되는 채널 및 상기 채널과 직접적으로 연결된 양전하로

하전된(positively charged) 기판을 갖는 것을 특징으로 하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 피검물질의 DNA 손상 평가 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

DNA 손상의 예방 및 치료는 살아있는 유기체의 생존에 있어 절대적이다.   DNA 손상은 여러 건강상의 위험의 주[0003]

요 원인이며, 다양한 건강 상태와 직접적으로 밀접한 관계에 있다.   더욱이, 가속화되는 고령화의 주요 원인이

며, 암을 포함한 다양한 질병을 야기하기도 한다.   자외선 및 환경 오염에 더불어, 음식물 소화와 자연히 발생

하는 내인성 대사 역시 DNA 손상을 유발한다.   일례로, 주류는 DNA를 손상시키는 상당량의 활성산소(ROS)를 만

들어낸다.    세계보건기구(WHO)의  세계질병부담프로젝트(GBD)에  따르면,  만성적인  알코올  소비는  매해

1,800,000 명의 목숨을 앗아간다.
3   

암은 음주가 장기적으로 영향을 미치는 것 중의 하나다.   과학자들의 연구

에 따르면 만성적인 음주는 간, 유방, 위장관의 악성 종양과 관계가 있을 수도 있다.
4   

하지만, 정반대되는 연구

결과도 있다.   예컨대, 레드 와인은 암을 유발하고, 또 암을 방지하는 속성을 가지고 있다.
5,6   

이렇게 상반되

는 결과로 인해 분석 방법들이 특정 음식의 영향을 명확하게 평가하지 못하게 된다.   그뿐 아니라, 어떤 음식

이 가진 건강상의 위험을 평가하는 기존의 방법들은 다른 원리들을 기초로 하고 있으며, DNA 손상에 대해서는

고려된 바가 없다.   따라서, 특정 음식의 도움이 되거나 해가 되는 영향을 적절히 평가하기 위해서 새로운 민

감도가 높은 분석 방법이 필요하다.
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DNA 손상을 분석하기 위해 수많은 방법들이 개발되긴 했으나, 단일 분자 DNA 가시화가 최근 DNA 손상을 가장 민[0004]

감하게 검출하는 수단으로써 여겨지고 있는데, 그 이유는 손상된 DNA 병변이 직접적으로 가시화되고 정량화되기

때문이다.
7-12   

DNA 분석 방법은 일반적으로 DNA 증폭에 기초하고 있다.   하지만, 손상된 DNA는 증폭될 수 없기

에,  DNA  증폭을 기초로 하는 방법들에게는 상당한 제약이 된다.    지금까지,  DNA  손상은 겔에서 스미어링

(smearing)  패턴을  측정함으로써  분석되었으며,  이런  방법에는  단일  세포를  이용하는  단일세포  전기영동법

(comet assay) 및 
13 

DNA 분절화를 이용하는 DNA 래더링(DNA laddering) 방법
14
이 있다.   그러나, 스미어링 패

턴은  상세한  정보를  제공하지  않는다.    또한  DNA  손상은  오랫동안  이루어지는  과정으로,  매우  드물게

일어나며, 전기영동을 기반으로 하는 분석 방법으로는 이런 손상을 검출하기 어렵다.   따라서, DNA 손상 분석

에 있어 높은 민감도를 보이기 때문에 단일 분자 검출이 가장 최적화된 방법이다.   더욱이, 단일분자 DNA 손상

검출은 음식으로 인한 DNA 손상을 정량적으로 평가하기 위한 분석 바이오센서로서의 개발에 커다란 잠재력을 가

지고 있다.

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0006]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 미생물(microorganisms)를 이용한 DNA 손상 분석 시스템을 구축하고자 노력하였다.   그 결과,[0009]

대표적 박테리아인 대장균(Escherichia coli)이 포매된(embeded) 겔을 제조하고 이를 피검물질(analyte)에 접촉

시켜  DNA  손상을  유도하고  손상된  DNA를  형광  표지(fluorescent  labeling)하여  단일  분자  수준의  가시화

(visualization)를 확립함으로써 본 발명을 완성하였다.

따라서, 본 발명의 목적은 피검물질의 DNA 손상 평가 방법을 제공하는 데 있다.[0010]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0012]
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과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 피검물질의 DNA 손상 평가 방법을 제공한다:[0014]

(a) 세포를 배양하여 세포 현탁물을 수득하는 단계;[0015]

(b) 상기 세포 현탁물을 겔화(gelation)하여 세포-포매 겔(cell-embeded gel)을 제조하는 단계;[0016]

(c) 상기 세포-포매 겔에 피검물질을 접촉시키는 단계;[0017]

(d) 상기 세포-포매 겔 내 세포를 용해시키는 단계;[0018]

(e) 상기 단계 (d)의 결과물에 DNA 글리코실화효소(DNA glycosylase)를 처리하는 단계;[0019]

(f) 상기 단계 (e)의 결과물을 표지(labeling)하는 단계;[0020]

(g) 상기 단계 (f)의 결과물로부터 지노믹(genomic) DNA를 분리하는 단계; 및[0021]

(i) 상기 단계 (g)의 결과물을 분석하는 단계.[0022]

본 발명자들은 미생물을 이용한 DNA 손상 분석 시스템을 구축하고자 노력하였다.   그 결과, 대표적 박테리아인[0024]

대장균(Escherichia coli)이 포매된 겔을 제조하고 이를 피검물질에 접촉시켜 DNA 손상을 유도하고 손상된 DNA

를 형광 표지(fluorescent labeling)하여 단일 분자 수준의 가시화(visualization)를 확립하였다.

본 발명의 피검물질의 DNA 손상 평가 방법을 단계별로 설명한다.[0026]

단계 (a): 세포 현탁물의 수득[0028]

먼저, 세포를 배양하여 세포 현탁물을 수득한다.[0029]

상기 세포는 당업계에 공지된 어떠한 세포도 가능하다.[0030]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 세포는 미생물, 동물 세포 및 식물 세포로 구성된 군으로부터 선택되는 하[0031]

나의 세포이다.

상기 미생물은 단일 세포로 구성된 생물로서 최소 생활단위의 생물을 의미한다.   상기 미생물은 조류(algae),[0032]

균류(bacteria), 원생동물류(protozoa), 사상균류(mold), 효모류(yeast) 및 바이러스(virus)를 포함하나, 이에

한정되지 않는다.

상기  동물 세포는 동물의 생체 또는 조직으로부터 분리된 직후의 세포,  초기  배양 세포 및  구축된 세포주[0033]

(established  cell  line)를  모두  포함하며,  상기  동물을  인간을  포함한  포유류,  조류,  어류,  곤충류를

포함하나, 이에 한정되지 않는다.

상기 식물 세포는 식물의 기관으로부터 분리된 직후의 세포, 초기 배양 세포 및 구축된 세포주(established[0034]

cell line)를 모두 포함한다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 세포는 미생물이다.[0035]

본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 세포는 균류이다.[0036]

본 명세서에서 용어 “세포 현탁물”은 생존(live) 세포를 포함하는 어떠한 배양물도 가능하다.[0037]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 세포 현탁물은 배양배지를 포함하는 배양물로부터 세포를 수확(harvest)하[0038]

여 멸균된 생리식염수(0.85% NaCl 용액)에 현탁(resuspend)한 현탁물이다.

본  발명의  다른  구현예에  따르면,  상기  세포는  최고  속도의  생장을  나타내는  지수기(log-phase  또는[0039]

exponential phase)의 세포이다.
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하기 실시예에서 입증된 바와 같이, 상기 세포 현탁물은 OD600에서 0.5의 값을 갖는다.[0040]

단계 (b): 세포-포매 겔의 제조[0042]

다음, 상기 세포 현탁물을 겔화하여 세포-포매 겔을 제조한다.[0043]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 겔화는 아가로오스(agarose), 아가(agar), 카라기난(carrageenan), 겔란[0044]

검(gellan  gum),  젤라틴(gelatin),  펙틴(pectin),  알지네이트(alginate),  피브린(fibrin),  폴리아크릴산

(polyacrylate),  폴리에틸렌  글리콜(polyethylene  glycol),  키토산(chitosan),  덱스트란(dextran),  콜라겐

(collagen) 및 히아루론산(hyaluronic acid)으로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 고분자를 상기 세포

현탁물에 첨가하여 실시한다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 겔화는 아가로오스를 세포 현탁물에 첨가하여 실시한다.[0045]

하기 실시예에서 입증된 바와 같이, 상기 세포 현탁물에 2% 낮은 겔화온도(low gelling temperature; LGT) 아가[0046]

로오스를 한방울씩 첨가하여 겔화를 유도한다.   실시예의 ‘아가로오즈 플러그’는 ‘세포-포매 겔’과 동일한

의미이다.

상기 세포-포매 겔은 효소와 소형 분자들이 자유로이 통과할 수 있는 기공(air hole)을 갖는다.[0047]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 세포-포매 겔은 10-1000 ㎚ 크기의 기공을 갖는다.[0048]

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 세포-포매 겔은 50-1000, 50-700, 50-400 또는 50-200 ㎚의 기공을 갖는[0049]

다.

단계 (c): 피검물질의 접촉[0051]

다음, 상기 세포-포매 겔을 피검물질과 접촉시킨다.[0052]

본 명세서에서 용어, “피검물질”은 DNA의 손상에 영향을 미치는 지 여부를 검사하기 위하여 이용되는 미지의[0053]

물질을 의미한다.   상기 피검 물질은 화합물, 단백질, 뉴클레오타이드, 안티센스 뉴클레오타이드, siRNA 등의

생화학적  물질  뿐  아니라,  의약품,  식품,  화장품,  농약  등의  인공  물질을  포함하며,  이에  한정되는  것은

아니다.   즉, 본원발명의 피검물질의 DNA 손상 평가 방법은 DNA 손상 여부 및 정도를 평가하기 위한 어떠한 물

질도 가능하다.

하기 실시예에서 입증된 바와 같이, 상기 세포-포매 겔을 피검물질(또는 피검물질을 포함하는 조성물)에 침지하[0054]

여 피검물질에 의한 DNA 손상을 유도한다.

단계 (d): 세포의 용해[0056]

다음, 상기 세포-포매 겔 내 세포를 용해시킨다.[0057]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 용해는 용해제(lysis agent)를 처리하여 실시한다.[0058]

본 명세서 용어 “용해제”는 세포(예컨대, 박테리아)의 막(membrane)을 파괴하여 세포를 용해시키는 물질을 의[0059]

미한다.   상기 용해제는 알칼리, 계면활성제, 유기용제 및 효소(예컨대, 단백분해효소 K) 구성된 군으로부터

선택되는 하나 이상의 용해제이다.

하기 실시예에서 입증된 바와 같이, 상기 세포-포매 겔에 단백분해효소 K를 처리하여 세포를 용해시킨다.[0060]

단계 (e): DNA 글리코실화효소의 처리[0062]

다음, 상기 단계 (d)의 결과물에 DNA 글리코실화효소를 처리한다.[0063]

본 명세서에서 용어 “글리코실화효소”는 염기 절단 수선(base excision repair)과 관련된 효소로, DNA 내 손[0064]

상된 염기를 제거하거나 대체하는 EC 3.2.2.에 속하는 효소군을 의미한다.
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본  발명의  일  구현예에  따르면,  상기  DNA  글리코실화효소는  Fpg(formamidopyrimidine  [fapy]-DNA[0065]

glycosylase),  Nfo(endonuclease  Ⅳ),  Nei(endonuclease  Ⅷ),  AlkA(3-methyladenine  DNA  glycosylase  Ⅱ),

UDG(Uracil-DNA glycosylase), Nth(endonuclease Ⅲ), MutY(adenine DNA glycosylase), AlkC(3-methylpurine

DNA glucosylase), AlkD(Akylpurine glycosylase D) 로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 DNA 글리코실

화효소이다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 DNA 글리코실화효소는 Fpg, Nfo 및 Nei로 구성된 군으로부터 선택되는[0066]

하나 이상의 DNA 글리코실화효소이다.

본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 DNA 글리코실화효소는 Fpg, Nfo 및 Nei의 혼합된 DNA 글리코실화효소이[0067]

다.

상기 Fpg는 ① 이중가닥 DNA의 손상된 퓨린(purine)을 방출하고 AP 부위(apurinic site)를 생성시키고; ② AP[0068]

부위의 3' 및 5' 말단을 절단하고 AP 부위를 제거하여 1 염기 갭을 생성시키는 작용을 한다.

상기  Nfo는  5'  AP  엔도뉴클레이제(endonuclease)로서,  DNA의  염기손실부위의  5'의  인산디에스테르[0069]

(phosphodiester) 결합을 절단하는 작용을 한다.

상기 Nei는 산화된 피리미딘(pyrimidine)을 절단하는 작용을 한다.[0070]

단계 (f): 표지[0072]

다음, 상기 단계 (e)의 결과물을 틈새 번역을 통해 표지한다.[0073]

상기 표지는 틈새 번역(nick translation)을 이용하여 단일분자 DNA에 표지를 입혀줌으로써 특정 염기서열의 존[0074]

재 여부를 단일 분자 수준에서 볼 수 있게 한다.   상기 틈새 번역 방법은 상기 단계 (e)에 의해 생성된 DNA 내

갭(gaps)  또는  틈(nicks)을  DNA  중합효소(DNA  polymerase)를  이용하여  채워주는데,  시그널  물질이  표지된

(labeled) dNTP를 이용하여 지노믹 DNA 상에 형광표지 될 수 있도록 한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 표지는 DNA 중합효소(DNA polymerase) 및 시그널 물질이 표지된 dNTP 혼합[0075]

물(dATP, dCTP, dGTP, dTTP 및 dUTP)에 의해 실시된다.

본 명세서에서 용어, “중합효소”는 DNA의 구성요소인 디옥시리보뉴클레오타이드(deoxyribonucleotide)로부터[0076]

DNA 분자를 합성하는 효소를 의미한다.   상기 DNA 중합효소는 다음의 화학 반응을 촉매한다:

데옥시뉴클레오사이드 3인산염 + DNAn  2인산염 + DNAn+1[0077]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 DNA 중합효소는 엔도뉴클레아제 프리 DNA 중합효소 I(endonuclease free[0078]

DNA polymerase I)이다.

상기 DNA 중합효소 I은 DNA 손상 과정에서 5'→3' 엑소뉴클레아제(exonuclease) 활성을 통해 틈새 번역을 매개[0079]

한다.

상기 dNTP는 DNA의 구성요소로, 데옥시아데노신 3인산염(deoxyadenosine triphosphate; dATP), 데옥시구아노신[0080]

3인산염(deoxyguanosine  triphosphate;  dGTP),  데옥시사이티딘 3인산염(deoxycytidine  triphosphate;  dCTP),

데옥시티미딘  3인산염(deoxythymidine  triphosphate;  dTTP)  및  데옥시우리딘  3인산염(deoxyuridine

triphosphate; dUTP)을 포함한다.

상기 dNTP는 적합한 시그널 물질로 표지되어 있다.   상기 시그널 물질의 구체적인 예는 다음과 같다: 형광단[0081]

[예컨대,  플루오리신(fluorescein),  피코에리트린(phycoerythrin),  로다민(rhodamine),  리사민(lissamine),

Cy3, Cy5(Pharmacia) 등), 발색단, 화학발광단, 자기입자, 방사능동위원소(P32 및 S35), 매스 표지, 전자밀집입

자, 효소(알칼린 포스파타아제 또는 호스래디쉬 퍼옥시다아제), 조인자, 효소에 대한 기질, 중금속(예컨대, 금)

그리고 항체, 스트렙타비딘, 바이오틴, 디곡시게닌과 킬레이팅기와 같은 특정 결합 파트너를 갖는 햅텐을 포함

하나, 이에 한정되는 것은 아니다.   상기 표지는 형광, 방사능, 발색 측정, 중량 측정, X-선 회절 또는 흡수,

자기, 효소적 활성, 매스 분석, 결합 친화도, 혼성화 고주파, 나노크리스탈에 의하여 검출할 수 있는 시그널을

제공한다.
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하기 실시예에 입증된 바와 같이, 37℃에서 1시간 동안 항온반응시켜 DNA 내 갭 및/또는 틈을 표지한다.[0082]

단계 (g): 세포-포매 겔의 용해 및 분석[0084]

다음, 상기 단계 (e)의 결과물로부터 세포-포매 겔을 용해시키고 결과물을 분석한다.[0085]

상기 세포-포매 겔을 용해시켜, 세포의 지노믹(genomic) DNA를 분리한다.   세포의 지노믹 DNA를 분리하는 방법[0086]

은 당업계에 공지된 다양한 방법에 의해 실시할 수 있다.

상기 지노믹 DNA를 분석한다.[0087]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 미세유체(microfluidic) 장치를 이용하여 실시한다.[0088]

본 명세서에서 용어 “미세유체 장치”는 극소량(나노리터 혹은 피코리터의 정도)의 액체나 기체를 극히 소형화[0089]

시킨 장치 내에서 그 흐름을 제어하는 일련의 기술을 구현한 장치를 의미한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 미세유체 장치는 유체가 유입되는 채널 및 상기 채널과 직접적으로 연결된[0090]

양전하로 하전된(positively charged) 기판을 갖는다.

상기 기판은 유리, 플라스틱 및 실리콘으로 구성된 군으로부터 선택되는 기판이다.[0091]

하기 실시예에서 입증된 바와 같이, 지노믹 DNA를 미세유체 채널에 주입하고 양전하를 갖는 표면 상에 신장[0092]

(elongated) 및 증착(deposited)시킨다.   다음, 형광 현미경을 이용하여 지노믹 DNA를 관찰한다.

상기 방법에 따라, 피검물질의 DNA 손상 정도를 평가할 수 있다.   이러한 방법은 DNA 손상 정도를 가시화하여[0093]

정량적으로 평가할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 DNA 손상 억제제의 스크리닝 방법을 제공한[0095]

다:

(a) 세포를 배양하여 세포 현탁물을 수득하는 단계;[0096]

(b) 상기 세포 현탁물을 겔화(gelation)하여 세포-포매 겔(cell-embeded gel)을 제조하는 단계;[0097]

(c) 상기 세포-포매 겔에 DNA 손상제 및 DNA 손상 억제 후보물질을 처리하는 단계;[0098]

(d) 상기 세포-포매 겔을 용해시키는 단계;[0099]

(e) 상기 단계 (d)의 결과물에 DNA 글리코실화효소(DNA glycosylase)를 처리하는 단계;[0100]

(f) 상기 단계 (e)의 결과물을 틈새 번역(nick translation)을 통해 표지(labeling)하는 단계; 및[0101]

(g) 상기 단계 (f)의 결과물로부터 세포-포매 겔을 용해시키고 결과물을 분석하는 단계.[0102]

상기 단계 (c)의 “손상제”는 당업계에 공지된 DNA의 손상을 유도하는 어떠한 물질, 방법도 가능하다.   예컨[0104]

대, 방사선 또는 자외선 조사, 산소라디칼, 탄화수소 등이 포함되나 이에 한정되지 않는다.

상기 단계 (g)의 분석은 다음과 같이 판정한다:[0106]

(ⅰ) DNA 손상제 및 DNA 손상 억제 후보물질을 처리한 군이 DNA 손상제만 처리한 군과 비교하여 DNA 손상이 적[0107]

게 분석되는 경우에, 상기 DNA 손상 억제 후보물질은 DNA 손상 억제 효과가 있는 것으로 판정한다.

(ⅱ) DNA 손상제 및 DNA 손상 억제 후보물질을 처리한 군이 DNA 손상제만 처리한 군과 비교하여 DNA 손상이 유[0108]

사하거나 동일한 정도로 분석되는 경우에, 상기 DNA 손상 억제 후보물질은 DNA 손상 억제 효과가 없는 것으로

판정한다.

본 발명의 상기 방법은 상기 피검물질의 DNA 손상 평가 방법을 이용하기 때문에, 이 둘 사이에 공통된 내용은[0110]
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본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0112]

(a) 본 발명은 피검물질의 DNA 손상 평가 방법 및 DNA 손상 억제제의 스크리닝 방법을 제공한다.[0113]

(b) 본 발명은 피검물질에 의한 DNA 손상의 정도를 가시화하여 정량적으로 평가할 수 있다.[0114]

도면의 간단한 설명

도 1a  및 1b는 대장균(Escherichia  coli)  지노믹 DNA를 이용한 알코올-유도 DNA  손상의 가시화를 나타낸다.[0116]

도 1a는 대장균의 알코올 처리 실험 계획을 도식화하여 나타낸다.   대장균이 포매된 아가로오즈 겔은 쉬어

(shear)-유도성 DNA 손상을 억제한다.   다음 단계는 겔화(gelation) 내지 가시화(visualization)를 나타낸다.

도 2a 및 2b는 대장균의 에탄올-유도 DNA 손상 분석 결과를 나타낸다.   도 2a는 글리코실화효소 혼합물(Fpg,

Nfo 및 Nei)을 이용한 단일 분자 DNA 손상 분석을 원형으로 나타낸다.   각 데이터의 포인트는 5-35 Mbps DNA

이미지 데이터로부터 수득하였다.    오류막대는 3-7회 식품 데이터 세트의 표준편차를 나타낸다.    선형성

(linearity)은 0.98(r
2
)이다.   도 2b는 대장균의 에탄올 농도(0-40% 및 15-19%) 증가에 대한 연속희석 스포팅

분석(serial dilution-spotting assays)을 나타낸다.   2차 데이타세트는 에탄올의 장가에 따른 콜로니 감소를

명확하게 나타낸다.

도 3a 및 3b는 대장균의 주류-유도 DNA 손상을 나타낸다.   도 3a는 글리코실화효소 혼합물을 이용한 단일 분자

DNA 손상 분석 결과를 나타낸다.   데이타는 3-7회 실험의 평균이고, 오류막대는 표준편차를 나타낸다.   도 3b

는 손상된 DNA 분자에 대한 형광 현미경 이미지를 나타낸다.   화살표는 AlexaFluor-647로 표지된 손상 병변을

나타내는 빨간 점을 가리킨다.   스케일바는 20 ㎛(49 kbp)를 의미한다.

도  4a는  음성  전기분무  이온화  스캐닝을  이용한  레드와인  및  구연산의  ESI-MS  스펙트럼(50-500  m/z)을

나타낸다.   구연산의 191의 피크는 [M-H]
+
 피크를 나타내고, 111은 [M-H-CO2-2H2O]

-
를 나타낸다.

33
   도 4b는 13

에탄올 및 구연산(0.76 mM)의 혼합물의 단일 분자 DNA 손상 분석 결과를 13% 에탄올, 구연산(0.76 mM) 및 레드

와인과 비교하여 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0117]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0119]

실험재료 및 실험방법[0120]

화학물질[0121]

Alexa Fluor-647 및 YOYO-1은 Invitrogen ThermoFisher Scientific(Carlsbad, CA) 사에서 구입하였다.   포름[0122]

아미도 피리미딘 DNA 글리코실화 효소(Fpg), 엔도뉴클라아제Ⅳ(Nfo), 엔도뉴클라아제Ⅷ(Nei), 프로테이나제K 및

디옥시리보뉴클레오타이드3인산염(dNTPs)은 New England Biolabs(Beverly, MA)사에서 구입하였다.   DNA 중합

효소I은 Roche  Life  Science(Indianapolis,  IN)에서 구입하였다.   LB  배지는 DifcoLaboratories(LB  Broth,

Miller)에서 구입하였다.   에탄올(99.8%),  EDTA  및 NaCl은 Sigma-Aldrich(St.  Louis,  MO)에서 구입하였다.

낮은 겔 온도(LGT)의 아가로스는Lonza(Rockland, ME)에서 구입하였다.   N-트리메틸실릴프로필-N, N, N-트리메

틸 암모늄 클로라이드 및 비닐 트리메톡시실레인은 Gelest(Tullytown, PA)에서 구입하였다.   주류인 클라우드

(맥주, 5%), 청하(청주, 13%), 참이슬(소주, 20%), 패스포트 스카치(위스키, 40%)는 지역 편의점에서 구입하였
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다.

박테리아의 성장[0124]

대장균 K-12 MG 1655 세포는 5 ㎖의 LB 배지에서 진탕배양기(220 rpm)로 37℃에서 6시간 동안 배양하였다.   박[0125]

테리아 세포는 원심분리기(10,000×10분)로 얻었으며 0.85% NaCl 용액으로 두 번 세척해서 같은 용액에 다시 재

현탁(re-suspsended) 하였다.   다음, 이 대장균 현탁액(cell suspension)을 OD600이 대략 0.5에서 1 사이가 되

도록 희석하여 이후의 반응에 사용하였다.

에탄올 또는 주류로 인한 DNA 손상[0127]

대장균 현탁액(OD600=0.5)을 2% LGT 아가로스 용액과 혼합한 후 표면에 20 ㎕방울로 첨가하고, 냉장고(4℃)에서[0128]

10분 동안 고체화시켰다.   그 후, 대장균 포매된(embeded) 아가로스 플러그(agarose plug)를 에탄올 또는 주류

에 침지하여 30분 동안 상온에서 배양하였다.   대조실험을 위해, 에탄올(5%-40%) 용액은 99.8% 에탄올과 0.85%

NaCl 용액과 혼합시켜서 준비하였고, 대장균 포매된 아가로스 플러그를 배양하기 위해 사용하였다.   배양 후,

아가로스 플러그를 0.85% NaCl 용액에서 30분 동안 세척하였다.

단일분자 표지(라벨링)[0130]

알코올 처리 후, 대장균 포매된 아가로스 플러그를 프로테이나제K 용액[50 units in 500 ㎕, Tris 10 mM, EDTA[0131]

1 mM, pH 8.0 (1×으로 42℃에서 150분 동안 처리하여 용해시켰다.   그 후 하룻밤 동안 아가로스 플러그를 1

㎖ 1×에서 세척하였다.  산화된 염기 부가물을 제거하기 위해, 아가로스 플러그를 NEB 완충액2(50 mM NaCl, 10

mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT 및 pH 7.9)에서 10 units Fpg, 10 units Nfo 및 20 units Nei의 혼합액으

로 37℃에서 한 시간 동안 배양하였다.   효소 처리 후, 아가로스 플러그를 30분 동안 1 ㎖ 1×완충액에서 2회

세척하였다.   상기 플러그는 그 후 5 unit DNA 중합효소 I, 1 mM AlexaFluor-647 표지된 dUTP 및 dNTP 혼합(1

mM dATP, 1mM dGTP, 100 μM dCTP 및 100 μM dTTP)으로 중합효소 반응 완충액에서 갭(gaps) 또는 틈(nicks)을

표지하기 위해서 37℃에서 한 시간 동안 배양하였다.  이 단계에서,  연구진은 엔도뉴클리아제프리 DNA 중합효

소 I(endonuclease free DNA polymerase Ⅰ)을 사용했는데, 그 이유는 다른 DNA 중합효소들은 동일한 반응 조

건에서 더 많은 표지를 만들어냈기 때문이었다.   틈(nick) 번역 후에, 상기 플러그를 1시간 동안 1 ㎖ 1×완충

액에서 3회 세척하였다.   다음,  아가로스 플러그를 400  ㎕ 1×완충액에서 65℃,  15분 동안 용해하여 1  μM

YOYO-1으로 염색하였다.

유리 표면 처리[0133]

덮개 유리(22㎜)를 주문제작한 랙에 쌓고 피라나 용액(황산과 과산화수소 4:1)에서 50분 가열하면서 세척하고[0134]

pH가 중성이 될 때까지 탈염수로 헹구었다.   각 덮개 유리는 에탄올(99.8%)에서 세 차례 헹구었다.   그리고,

상온에서 에탄올을 담은 폴리프로필렌 용기에 보관하였다.   표면 유도체화를 위해서, 22개의 유리 표면(22㎜

덮개 유리)을 깨끗한 용기에서 테플론(Teflon) 블록 홀더에 두고 상온에서 10분 동안 건조시켰다.   유도체화

용액은 N-트리메틸실릴프로필-N, N, N-트리메틸 암모늄 클로라이드 100 ㎕를 250 ㎖의 물에 혼합하여 제조하였

다.   상기 용액을 22개 덮개 유리 용기에 붓고 60℃에서 하룻밤 동안 지속적으로 50 rpm으로 진동시켜서 배양

하였다.   마지막으로, 표면을 물과 에탄올로 3회 헹궈내고 에탄올(99.8%)에 보관하였다.

PDMS 채널 제조[0136]

포토레지스트(SU-8  2005)  템플릿은 실리콘 웨이퍼 상에 100 ㎛(넓이)㎛(높이)㎝(길이)규모의 채널을 구비하여[0137]

제조하였다.    10:1 비율의 PDMS 및 경화제 혼합물을 실리콘 웨이퍼 상의 마이크로채널 템플릿 위로 붓고 65℃

에서 3시간 동안 항온반응시켰다.   박리 후, 상기 PDMS  마이크로채널을 대기 중 플라즈마 조건(CuteBasic,

Femto, Korea)에서 30초 동안 산화시켰다.   다음, PDMS를 세척 후 물에 보관하였다.
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DNA 마운팅 및 이미징[0139]

PDMS 장치를 양전하로 하전된 표면 위에 마운트하였다.   다음, 낮은 겔 온도(LGT)의 아가로스 플러그로부터 용[0140]

해된 DNA 분자 용액을 미세유체 채널의 입구로 로드하였다.   상기 용액이 모세관 작용에 의해 마이크로채널을

통해 이동하는 동안, DNA 분자는 양전하로 하전된 표면 상로 늘여지고 침전된다.   형광공명에너지전이(FRET)로

이미징된  YOYO-1  및  AlexaFluor-647의  두  가지  색을  생성하기  위해  고체  상태의  488  ㎚  레이저(Coherent

Sapphire 488)를 사용하였고, 녹색 채널에 대해서는 488-㎚ 홀로그래픽 노치 필터를, 붉은색 채널에 대해서는

다른 배출 필터(XF3076, Omega Optical, Brattleboro, VT)를 사용하였다.   이미지 분석은 ImageJ를 사용해 분

석하였다.

연속희석스포팅 분석(Serial Dilution Spotting Assay)[0142]

알코올 민감성(susceptibility)으로 인해 연속희석 스포팅 분석을 수행하였다.   0.8 ㎖의 대장균 현탁액을 10[0143]

분 동안 10,000×에서 원심분리한 후, 세포펠렛을 다시 재부유하여(re-suspend) 에탄올이나 주류에서 30분 동안

배양하였다.   배양 후, 상기 대장균현탁액을 10분 동안 10,000×에서 원심분리하고, 세포펠렛을990 ㎕ LB 배지

에서 다시 재부유하였다.   다음, 세균펠렛을 포함한 LB 배지를 연속희석하여 10
-2
, 10

-3
, 10

-4
, 10

-5 
및 10

-6
으로

희석된 스폿을 LB 플레이트 배지 상에 5 ㎕ 부유액(suspension)을 분사함으로써 제조하였다.   세포 배양물을

37℃에서 하룻밤 동안 배양하였다.

질량분석법[0145]

ESI-MS는 Varian 500-MS LC이온 트랩 질량 분석기(Palo Alto, CA)로 실시하였다.   질량 스펙트럼은 전자분무[0146]

이온화 소스를 음이온 모드에서 사용함으로 얻었다.   메탄올 용액의 청주와 구연산은 질량 분석기로 직접적으

로 분사하였다.   질량 스펙트럼은 50 to 500 m/z에서 스캔하였다.   질량분석기 매개변수 운용은 다음과 같다:

분사바늘전압: 5 kV; 모세관 전압: 5000 V; 건조 온도: 350℃; 건조 질소가스압: 30 psi; 네불라이저 공기압

(nebulizer pressure) 35 psi; 주입유량: 200 ㎕/min.

결과 및 논의[0148]

도 1은 실험 계획 및 알코올로 인한 DNA 손상의 단일분자 가시화에 대한 대표 형광 이미지를 보여준다.   세포[0149]

용해 및 이후의 생화학적 반응 동안 유전체 DNA에 시어(shear)로 인한 기계적 변형을 막기 위해 대장균은 아가

로스 겔에 포매되어 있다.   더욱이, 아가로스 겔의 100 ㎚의 기공은 효소와 소형 분자들이 자유로이 통과할 수

있도록 해준다.   DNA 수복효소 및 글리코실화효소는 DNA의 손상된 부분을 인식하고 손상된 뉴클레오티드를 제

거함으로써 DNA 내의 외가닥 절단(single stranded breaks; SSB)을 생성한다.   이들 병변은 DNA 중합효소 I을

사용한 틈 번역에 의해 AlexcaFluor-647-dUTP로 표지되었다.
8   

DNA 분자가 삽입 염색 YOYO-1로 염색되었기 때문

에, 주요 검출 원리는 도 1b에서 보여진 것처럼 DNA 병변을 붉은색 점으로 표시하는 YOYO-1 및 AlexaFluor-647

사이에 형광공명에너지전이를 이용하는 것이다.   가시화를 위해서, 낮은 겔 온도의 아가로스 겔에서 녹인 후,

DNA  분자를  미세유체  채널  내에서  N-트리메틸실릴프로필-N,N,N-트리메틸  암모늄(N-trimethylsilylpropyl-

N,N,N-trimethyl  ammonium)  코팅되어 양전하로 하전된 표면  상에서 늘이고 고정하였다.   대장균 K-12  MG

1655 스트레인 유전체의 길이는 4.6 Mbps지만,
15   

겔에서 녹인 후의 과정은 DNA를 분절화 하였다.   따라서, 표

지되고 측정된 대장균 유전체 DNA 분절은 100-350 kb 분절로 가시화되었다.   DNA 크기는 분자 길이로 결정되었

고, T4 DNA 길이는 염색된 YOYO-1로 계산하였다(166 kb에 68.6 ㎛).

먼저, 본 연구진은 대장균 유전체의 고유의 단일가닥 절단 개수를 결정하였다.   4개의 다른 데이터 세트 에서[0150]

15.9 Mbps에 해당하는 64개의 분자 중 2개의 표지를 발견하였다.   따라서, 본 연구진은 대장균 세포를 모델 시

스템으로 선택하였다.   구체적으로, 2개의 데이터 세트는 표지가 전혀 발견되지 않았고, 다른 2개의 데이터 세

트는 각각 한 개의 표지를 나타내었다.    이  결과에 기초해서,  고유 단일가닥 절단의 제어값은 0.13  병변

(lesions)/Mb 또는 대장균 유전체 당 0.58 병변(4.6 Mbps)으로 설정되었다.   이 값은 연구진이 이전에 연구했

던 것보다 작은 값으로, 이전 연구에서는 전파된 파지로부터 정제된 122 λ DNA 분자(48.5 kbps)에서 2개의 병
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변이 있었고, 이는 0.34 병변/Mb에 해당하였다.
9
   한편, 이 제어값은 새로이 성장하는 지수증식기 박테리아에

서만 유효하였다.   이 값은 다 성장했거나 포화된 정상기 박테리아에서 더 높게 발견되었다.   최적의 실험 조

건을 유지하기 위해서, 본 연구의 모든 실험은 지수증식기 박테리아 배양물(OD600=0.5)을 사용하였다.

도 2는 에탄올에 의해 유도된 대장균 게놈 상의 DNA 손상을 나타낸다.   도 2a는 에탄올 농도와 DNA 병변 숫자[0151]

사이의 완벽한 선형 관계(r
2
=0.98)를 보여준다는 것은 상당히 흥미로운데, 에탄올 농도가 1%씩 증가하면, 병변

의 숫자가 유전체당 0.88 병변씩 늘어난다는 점을 시사한다.

에탄올의 주요 독성 중 하나는 DNA에 산화적인 손상을 유발하는 과산화물 음이온(superoxide anions)이나 히드[0152]

록실라디칼(hydroxyl radicals)과 같은 활성산소의 발생에 의한 것으로 생각된다.   이 가정 때문에 포르마마도

피리미딘-DNA-글리코실화효소(Fpg),  엔도뉴클레아제IV(Nfo)  및 엔도뉴클레아제VIII(Nei)와 같이 산화적인 DNA

손상을 인지하고 제거하는 글리코실화효소 3개를 이용하였다.
16-19   

상기 가설은 글리코실화효소 처리가 없는 에

탄올 배양에서 유전체당 1.1 내지 1.4 표지만 만들어낸다는 사실을 통해 입증되었다(도 2A 삼각형).

그러나, 대장균에서 활성산소로 인해 DNA 손상이 발생하는지는 명확하지 않다.   진핵세포에서, 니코틴아미드디[0153]

뉴클레오타이드(NAD
+
)를 NADH로 환원함으로써 에탄올은 아세트알데히드로 산화되고,  아세트알데히드는알데히드

수소이탈효소에 의해 다른 NADH가 생성되면서 아세트산으로 산화된다.   아세트알데히드 자체는 직접적인 DNA

손상을 일으킬 수 있지만 미토콘드리아 내 세포 호흡계를 거쳐 생성된 증가된 NADH가 활성산소를 생성시키기 때

문에 DNA 손상에 더 중요하다.
20

대장균에서, 에탄올은 아세트알데히드로 산화되고, 더 나아가 알데히드 수소이탈효소에 의해 NADH 분자 2개 생[0154]

성 및 아세틸-CoA로 산화된다.
21   

그러나 대장균에서 에탄올 스트레스는 막(membrane)을 더 유동성 있게 만들어

막 누출의 원인이 된다.
22   

본 연구진이 아는 한도 내에서, 대장균에서 NADH 축적에 의한 활성산소 생성을 직접

적으로 보여주는 연구 결과는 없었다.   그 대신에, Fe
2+ 

결합 알데히드 수소이탈효소는 하이드록실라디칼을 발

생시키는 것으로 알려져 있으며,이는 대장균에서 활성산소 생성의 메커니즘이 진핵세포와는 다를지도 모른다는

것을 암시한다.
23

연구진은 활성산소 발생의 메커니즘을 완전히 이해하지 못했지만, 도 2a는 에탄올이 대장균에서 DNA 손상을 일[0155]

으키는 활성산소를 발생시킨다는 사실을 나타내고 있다.   알코올로 인한 DNA 손상을 더 이해하기 위해서, 연구

진은 연속희석 스포팅 분석(도 2b)을 수행하였다.   이 분석에서 박테리아 세포가 16.4 병변/유전체, 즉 최대

300 kb 당 1병변에 해당하는 17% 이상의 에탄올 농도에서 30분 동안 살아남을 수 없음을 보여주었다.   그러나

세포사멸은 DNA 손상뿐 아니라 펩티도글리칸 생합성이나 지방산 생합성 억제처럼, 에탄올 스트레스에 대한 다양

한 여러 물리적 반응이 결합된 영향 때문이기도 했다.
24,25   

사실, 에탄올은 수많은 메커니즘을 거쳐 박테리아 세

포의 생존에 영향을 미친다.
26   

최근의 연구는 대장균에서 에탄올 스트레스로 발생한 프로테옴 변화의 양이 상당

했음을 보여주었다.
27   

그럼에도 불구하고, 도 2는 에탄올 농도 증가와 DNA 손상과 박테리아 세포사멸 사이의 강

한 상관관계가 있음을 분명히 보여준다(도 2).

도 3은 주류에서 아가로스 플러그를 포함한 대장균을 30분간 배양함으로써 주류로 인한 DNA 손상을 설명한다.[0156]

 주류는 맥주 5%, 청주(사케로 알려지기도 함) 13%, 소주 20%(쌀, 밀가루, 감자, 타피오카 같은 다양한 탄수화

물 원료로 발효한 술에서 증류하고 물로 희석한 한국 술), 위스키 40%의 에탄올 농도에서 이용되었다.   맥주,

소주, 위스키에서는, 손상된 병변의 숫자는 상응하는 에탄올 대조군 5%, 20%, 40%와 유사한 반면, 표준편차는

에탄올 대조군보다 훨씬 컸다.   그러나,청주 실험의 결과에서는 DNA 병변의 숫자가 13% 에탄올 실험의 결과에

서 나타난 숫자보다 현저히 크게 나타났다.

이에 대한 더 깊은 이해를 얻고 청주의 성분을 분석하기 위해, 본 연구진은 전기분무질량 분광계 분석을 수행하[0157]

였으며, 이로써, 구연산이 1차 물질이라는 점을 확인하였다(도 4a).   일반적으로, 구연산은 레드와인이나 포도

주 같은 대부분의 와인류에서 자연적으로 발생하는 첨가물이다.
28,29   

중요한 것은, 구연산이 항균력이 있다는 것

인데, 산성 스트레스는 박테리아의 죽음을 야기한다고 잘 알려져 있기 때문이다.
30   

최근의 연구들은 구연산 역

시 포유류 세포에서 DNA 손상을 유발할 수 있다고 발표했다.
31,32   

종합적으로 생각해보면, 청주에서의 DNA 손상
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영향은 어떻게 성분들(주로 에탄올과 구연산)이 일관되게 DNA에 해를 미치는가를 나타낸다.   이 영향을 입증하

기 위해, 연구진은 청주의 pH와 맞추기 위한 pH 3.24가 되기 위해서 구연산(0.014%)으로 적정한 13% 에탄올을

이용하여 DNA 손상 분석을 수행하였다.   깨끗한 청주는 0.1%의 구연산을 함유하고 있지만,13% 에탄올의 구연산

0.1%는 아마도 다른 성분들 때문에 2.77로 pH가 감소했다고 알려져 있다.   pH가 더 중요한 요소이기 때문에,

연구진은 pH 3.24에 해당하는 13% 에탄올 용액을 사용하였다.   현저하게도, 이 조합이 53.3 병변을 만들어냈으

며, 이는 도 4b에서 나타내는 것처럼 오차 범위에서 청주로 인한 59.1 병변에 꽤 가까웠다.

결론[0159]

결론적으로, 본 연구진은 단일 분자 대장균 유전체 DNA에서 알코올로 인한 DNA 손상을 가시화하여 나타내었다.[0160]

 이 접근법은 연구진이 DNA 손상 병변의 수를 셀 수 있을 정도로 아주 높은 민감도를 보여주었을 뿐 아니라 유

해 성분들에 대한 물리적 반응을 모니터할 수 있게 해주었다.   더욱 중요한 것은, 손상된 병변의 숫자가 선형

적으로 에탄올 농도의 증가와 비례했다는 것이다.   이 접근법을 사용하면서, 연구진은 주류로 인한 DNA 손상을

평가했다.   흥미로운 것은, 청주의 첨가물인 구연산으로 인한 강화된 DNA 손상을 발견했다는 것이다.   결론적

으로, DNA 손상의 가시화는 세포 내에서 유해 성분으로 인한 DNA 손상의 정도를 정량적으로 평가하기에 유용하

다.   그뿐 아니라, 이들 반응을 통합하고 미세유체계로 가시화하는 것은 효과적인 바이오센서의 개발이 가능하

게 될 것이다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0162]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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