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시료에서 생존 가능한 세포 수를 세는 것은 정규화부터 세포 증식에 미치는 약물 효과 
측정에 이르기까지 많은 생물학적 어세이의 핵심 단계입니다.1, 2 세포 배양의 일상적인 
과정은또한 세포 성장을 모니터링하고 후반 단계 실험을 위해 일관된 세포 분주 밀도를 
계산하는 과정도 포함됩니다. 라이브셀 어세이에서 증식이 유효성의 주요 지표인  경우, 
비파괴적 방식 또는 표지가 없는 세포 계수 분석법이 바람직합니다. 또는 세포에 영향을 
주는 분석법을 사용할 수도 있으며, 그 중 가장 간단한 분석법은 세포를 수집하고 정량화를 
위해 계수 챔버를 사용하는 것입니다. 세포에 영향을 주는 또는 엔드포인트 분석법의 다른 
예로는 총 단백질(예: BCA) 및 세포 대사(예: MTT, CellTiter-Glo)와 같은 세포 수에 따른 
대산물을 측정하는 것이 있습니다.3, 4 그러나 이 전략은 시간대 별  여러 번의 반복 수행이 
필요하며 처리량이 많은 연구에는 도움이 되지 않습니다.

생존 가능한 세포를 높은 처리량으로 계수하는 일은 어려운 문제입니다, 이 문제를 
해결하기 위해 수년에 걸쳐 많은 솔루션이 개발되었습니다. 고처리량 현미경 기기가 
점차 보편화되면서 세포를 직접 계수하는 것이 세포 수와 밀도를 결정하는 더 정확한 
분석법으로 사용되고 있습니다(다핵 세포 제외). 라이브셀과 죽은 세포를 표지하기 위해 
형광 염색 또는 형광 단백질(핵 위치 또는 히스톤 표지)을 사용하는 분석법은 단기 또는 
엔드포인트 어세이에서 일반적입니다.5 또한, 세포 사멸이나 괴사를 표시하는 염색은 
세포의 비생존성에 대한 더 자세한 정보를 제공합니다.

그러나 일반적인 DNA 라이브셀 염색(예: Hoechst 33342 및 DRAQ5)은 세포 분열을 
방해하여 증식의 작용 기전을 교란시킬 수 있습니다. 또한 Hoechst 33342를 사용하면 
염료의 UV 여기가 세포에 직접적으로 영향을 줍니다.6 또한 직접적인 명시야 또는 위상차 
측정을 통한 컨플루언스 측정은 총 세포 수를 왜곡시킬 수 있는데, 세포가 자라는배양 
공간의 크기에 따라 부피를 조정하기 때문입니다. 고대비 명시야는 핀홀이 있는 명시야 
조명으로 대비를 증가시켜 세포체, 특히 핵 주변 영역에 추가적인 대비를 제공하는 
기술입니다.7 고대비 명시야를 사용한 무표지 세포 계수는 이 증가된 대비를 통해 세포 
수를 직접적으로 정량화합니다. 대부분의 부착 세포와 많은 비부착 세포는 무표지 세포 
계수 분석법에 대해 고대비 명시야 신호를 나타냅니다(그림 1). 세포핵을 계수함으로써, 
형광 염료를 사용하지 않고도 세포 증식에 대한 보다 정확한 그림이 나타납니다.

서론

A B C D

그림 1. 고대비 명시야 (A,B), 위상차 (C) 및 표준 명시야 (D)를 사용하여 Agilent BioTek Lionheart FX 자동화 
현미경에서 4배로 포착한 ANIH3T3 세포 이미징. (B)의 약간 초점이 흐려진 이미지는 무표지 세포 계수에 
사용된 증가된 대비를 보여줍니다. 스케일바, 100μm.
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이 응용 개요서에서는 Agilent BioTek Lionheart FX 자동화 현미경과 Agilent BioTek 
Cytation 세포 이미징 멀티모드 리더를 사용하여 세포 증식 및 생존력에 관한 여러 
실험을 제시합니다. 약물 치료에 대한 반응인 세포 증식의 키네틱 모니터링은 증식 
억제 약물과 관련하여 무표지로 세포를 계수하는 한 예입니다. 추가 실험에서는 
무표지 계수와 세포 사멸 및 괴사를 포함한 세포 사멸 지표를 결합하여 약물 치료가 
세포 생존력에 미치는 영향에 대한 더 큰 그림을 나타냅니다. 세포 실험에서 정확한 
분주를 위해 Agilent BioTek 세포 계수 및 생존력 스타터 키트를 사용하여 자동화된 
세포 계수와 생존력 실험을 제시합니다. 마지막으로, 명시야 현미경으로 효모 증식을 
계수하고 측정하여 미생물의 이미징을 보여줍니다.

Agilent BioTek Lionheart FX 자동화 현미경

Agilent BioTek Lionheart FX 자동화 현미경은 광범위한 이미징 워크플로를 지원하는 
컴팩트하고 포괄적인 현미경 시스템입니다. 최대 적용 범위를 위해 형광, 명시야, 컬러 
명시야, 그리고 위상차 채널을 갖춘 이 현미경은 60x 및 100x 오일 이멀전 렌즈를 
포함하여 최대 60x 에어 렌즈 배율을 제공합니다. 40°C까지 배양, CO2/O2 제어 및 습도 
챔버를 포함한 환경 제어는 키네틱 라이브셀 이미징 응용을 위한 조건을 최적화합니다.

Agilent BioTek Cytation 5 세포 이미징 멀티모드 리더

Agilent BioTek Cytation 5 세포 이미징 멀티모드 리더는 자동화된 디지털 현미경과 
기존 마이크로플레이트 검출을 구성 및 업그레이드 가능한 플랫폼에 결합할 수 
있습니다. 현미경 모듈은 형광, 명시야, 고대비 명시야, 컬러 명시야 및 위상차 이미징에서 
최대 60x 배율을 제공합니다. 65°C까지의 온도 제어 및 CO2/O2 제어로 라이브셀 이미징 
워크플로가 간단해집니다.

Agilent BioTek BioSpa 라이브셀 분석 시스템

Agilent BioTek BioSpa 라이브셀 분석 시스템은 Agilent BioTek BioSpa 8 자동 
인큐베이터와 Agilent BioTek Cytation 세포 이미징 멀티모드 리더로 구성되어 최대 
8개의 마이크로플레이트 또는 기타 랩웨어에서 키네틱 라이브셀 분석 워크플로를 
자동화합니다. 온도 및 CO2/O2 제어와 습도 모니터링은 라이브셀 이미징 워크플로를 
지원합니다. 추가 프로세스 자동화를 위해 액체 처리를 통합할 수 있습니다.

기기
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세포 증식 및 생존력 응용 분야
무표지 세포 계수를 이용한 키네틱 증식 어세이

어세이 원리
세포 증식을 특성 규명하는 것은 생물학적 연구 및 치료 약물 개발의 중요한 측면입니다. 
대부분의 최신 세포 증식 어세이는 간접적인 생화학적 측정법에 의존하는데, 여기에는 
아티팩트 또는 이미징 기반 엔드포인트 측정에 의한 제한이 따릅니다. 여기에서는 
BioSpa 8 및 Cytation 5와 고대비 명시야 키트를 사용하여 세포 증식 프로파일을 
결정하기 위한 연속 라이브셀 어세이에 대해 설명합니다. 이 완전 자동화된 분석법을 
사용하면 무표지 직접 세포 계수를 사용하여 세포 성장에 대한 정확한 정량적 및 
표현형적 장기 분석이 가능해집니다.7

고대비 명시야 키트는 각 세포에서 빛을 굴절시켜 밝은 점을 생성하므로 핵 염색 없이도 
정확한 세포 계수가 가능합니다(그림 2).
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그림 2. 고대비 명시야 직접 세포 계수. (A) NIH3T3 세포의 정확한 초점 이미지. (B) 초점이 흐려진 이미지는 
각 세포에 해당하는 하나의 밝은 점을 생성합니다. (C) Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 
소프트웨어의 개체 마스킹 도구는 각 밝은 지점을 쉽게 식별하여 세포 계수를 생성할 수 있습니다.

그림 3. Hoechst 표지 핵을 사용한 세포 계수와 
고대비 명시야 무표지 세포 계수 비교. Hoechst 
염색된 NIH3T3 세포에 대한 두 기술의 세포 계수는 
광범위한 분주 밀도에 걸쳐 매우 유사했습니다. 
R2 값이 0.99이고 기울기가 0.97인 비선형 회귀 
방정식에 점을 피팅했습니다.

고대비 명시야 세포 계수는 Hoechst 및 DAPI(그림 3)와 같은 핵 염료를 사용하여 얻은 
계수와 대등할 뿐만 아니라 장기적인 증식 연구도 가능합니다.8 

NIH3T3, HCT116 및 HeLa 세포 성장을 5일 동안 모니터링했습니다. 세 가지 세포 
유형 모두 완전한 컨플루언스까지 강력한 대수성장을 나타냈습니다. 약리학적 제제를 
스크리닝하는 이 시스템의 효과를 입증하기 위해, 8가지 농도의 2가지 항암 약물로 
배양된 세포에 대한 세포 증식 프로파일을 생성했습니다. 농도-반응 곡선 및 IC50 값을 
사용하여 각 세포 유형에 대한 항증식 효과를 정량화했습니다.
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재료 및 분석법

세포 배양
NIH3T3 및 HeLa 세포를 10% FBS(Gibco) 및 1x PenStrep-Glutamine(Cellgro, 
Manassas, VA)을 포함하는 Advanced Dulbecco의 Modified Eagle's Medium 
(DMEM)(Gibco, Grand Island, NY)에서 배양했습니다. HCT116 세포를 10% FBS 
및 1x PenStrep-Glutamine을 포함하는 McCoys 5A 배지(Gibco)에서 배양했습니다. 
세포를 검은색 면의 투명한 바닥 96웰 마이크로플레이트(Corning, Corning, NY)에 웰당 
2000개의 세포로 분주하였습니다. BioSpa 8을 사용하여 5일간 배양하는 동안 온도
(37°C), 가스(5% CO2) 및 습도(90%)를 포함한 환경 조건을 유지했습니다.

세포 이미징

두 개의 고대비 명시야 이미지를 각 시점에서 캡처했습니다. 하나는 참조용으로 
사용되는 초점이 맞춰진이미지이고, 다른 하나는 세포 계수를 위한 초점이 흐려진 
이미지입니다.9 간단히 말해서, 고대비 명시야 키트를 사용하여 세포의 초점을 맞추고 
"정확한 초점" 초점 높이를 기록했습니다. 그런 다음 라인 프로파일 도구를 사용하여 
세포와 세포가 없는 이미징 필드의 백그라운드 섹션을 교차하는 선을 그렸습니다.  
그런 다음 세포와 백그라운드 밝기 사이의 최대 대비가 얻어지는 초점 높이를 결정하기 
위해 라인 프로파일을 관측하면서 초점 높이를 줄였습니다.

이미지 분석

대비를 최대한 향상시키기 위해 이미지 전처리를 사용하여 각 세포를 하나의 밝은 
점으로 축소시켰습니다. 그런 다음 계수를 위해 개체 마스킹 임계값을 설정하여 각 
세포를 식별했습니다(표 1). 

이미지 전처리

이미지 세트 명시야_2

백그라운드 어두움

롤링 볼 직경 20µm

이미지 세트 3x3 평균 필터 3 사이클

세포 분석 파라미터

채널 Tsf[명시야_2]

임계값 5000

백그라운드 어두움

접촉 개체 분할 체크됨

마스크의 홀 채우기 체크됨

최소 개체 크기 5μm

최대 개체 크기 100µm

1차 엣지 개체 포함 체크 해제됨

전체 이미지 분석 체크됨

고성능 분석 파라미터

롤링 볼 직경 50µm

이미지 스무딩 강도 3x3 평균 필터 1 사이클

백그라운드 평가 켜짐 5%

1차 마스크 임계값 마스크 사용

표 1. Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 
및 이미저 소프트웨어 설정. 이미지 전처리로 대비가 
향상되어 백그라운드가 줄어듭니다. 정확한 세포 
계수를 위해 각 세포 식별을 최적화하도록 세포 분석 
파라미터와 고성능 분석 파라미터가 설정됩니다
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결과 및 토의

무표지 직접 세포 계수를 이용한 세포 증식의 정량적 평가
세포 성장 키네틱을 측정하는 무표지 분석법은 증식 속도에 영향을 줄 수 있는 염료를 
사용하는 분석법보다 바람직합니다. 일부 응용 분야에 동위원소 수준을 사용할 수 
있지만 세포 계수는 광범위한 세포 집단 밀도에 걸쳐 세포 증식을 가장 직접적으로 정량 
측정하는 분석법입니다(그림 4).

세 가지 세포 유형에 걸친 세포 증식 프로파일 비교
NIH3T3, HeLa 및 HCT116 세포를 낮은 밀도로 분주하고 BioSpa 8에서 5일 
동안 배양했습니다. 고대비 명시야 세포 계수를 사용하여 각 세포 유형에 대한 
증식 프로파일을 정의했습니다(그림 5). 모든 세포는 이러한 조건 하에서 완전한 
컨플루언스까지 강력한 대수성장을 나타냈습니다.

세포 성장 속도에 미치는 항증식 화합물의 효과 측정
키네틱 세포 증식 연구를 통해 암 치료제의 정량적 평가가 가능해졌습니다.  
Doxorubicin은 DNA에 삽입되어 거대분자 생합성을 억제함으로써 세포 분열을 
방해하는 안트라사이클린계 항종양 항생제입니다.10, 11 이는 광범위한 암 치료에 
일반적으로 사용됩니다.10 Cercos-poramide는 번역 개시 인자 4E(elF4E)의 강력하고 
선택적인 억제제인 MAPK 상호작용 키나제(Mnk)입니다.12 최근 연구에서는 
cercosporamide가 HCT116 결장암종 이종이식 종양을 포함한 악성 종양의 증식을 
억제한다고 보고했습니다.12, 13 NIH3T3, HeLa 및 HCT116 증식에 대한 doxorubicin  
및 cercosporamide의 효과를 조사하기 위해 세포를 96웰 형식에서 8가지 약물 농도로 
처리하고 5일 동안 모니터링했습니다(그림 6).
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그림 4. 컨플루언스를 기준으로 시간 경과에 따라  
고대비 명시야 세포를 계수합니다.  
NIH3T3 직접 세포 계수와 시간 경과에 따른 
컨플루언스 비율을 비교하면 2개의 세포 성장 
지표의 서로 다른 특성을 알 수 있습니다. 무표지 
세포 계수는 최대 컨플루언스(점선)까지 강력한 
대수적 세포 성장을 나타냅니다

그림 5. NIH3T3, HeLa 및 HCT116에 대한 무표지 
직접 세포 계수 프로파일. 세포를 2시간마다 
이미지화하고 배양 성장을 5일 동안 또는
세포 계수가 안정될 때까지 모니터링했습니다

그림 6. 5일에 걸친 HeLa 세포 증식의 96웰 마이크로플레이트 매트릭스. 8개 농도의 doxorubicin 및 
cercosporamide(각각 4개 반복)를 음성 대조군과 함께 테스트했습니다.
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그림 7. NIH3T3, HeLa 및 HCT116 세포 증식 프로파일을 통해 약물 반응을 정량적으로 분석할 수 있습니다.  
5일 동안, 또는 세포가 완전한 컨플루언스에 도달할 때까지 2시간마다 mm2당 세포 수를 계산했습니다. 5가지 
약물 농도의 프로파일은 세포 유형에 따른 차등적 용량 반응을 보여줍니다.

NIH3T3 세포는 테스트 농도에서 모두 cercosporamide의 영향을 받지 않았습니다. 
그러나 두 가지 암세포 유형인 HeLa와 HCT116의 증식은 10μM cercosporamide에  
의해 억제되었습니다. Doxorubicin으로 처리하면 NIH3T3, HeLa 및 HCT116 세포 
증식이 용량에 따라 억제됩니다. 시간 경과에 따른 doxorubicin 처리 효과의 정량 
분석은 각 증식 프로파일의 검량선 아래 면적(AUC)을 사용하여 IC50 값을 결정함으로써 
얻었습니다(그림 8). HCT116은 doxorubicin에 대해 가장 높은 감도를 보였으며  
HeLa와 NIH3T3이 다음으로 높았습니다(각각 4nM, 5.1nM 및 20.5nM의 IC50 값을 
보임).

키네틱 세포 증식 프로파일은 세 가지 세포 유형에 걸쳐 doxorubicin 및 
cercosporamide에 대한 차등적 반응을 보여줍니다(그림 7).
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그림 8. Doxorubicin에 의한 세포 증식의 용량에 
따른 억제 측정. mm2 증식 프로파일당 세포 계수의 
AUC를 사용하여 IC50 값을 계산했습니다.
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그림 9. 키네틱 세포 증식의 정성적 분석은 약물 치료에 대한 표현형 반응에 대한 유익한 정보를 제공합니다. 
표시된 농도의 doxorubicin으로 처리하고 36시간이 지난 후 NIH3T3 증식 이미지. 10mM doxorubicin에서는 
명백한 세포독성을 일으키지 않고 세포 분열이 억제됩니다. 100nM 이상 농도에서는 세포독성의 징후가 
분명합니다.

항증식 약물에 대한 세포 반응의 키네틱적 표현형 분석

Doxorubicin 처리 효과를 더 자세히 조사하기 위해 실험 동영상을 사용하여 약물의 억제 
농도에서 각 세포 유형에 대한 정성 평가를 수행했습니다. 10nM doxorubicin에서 36시간  
이내에 NIH3T3 세포 수의 현저한 감소가 관측되었지만, 세포 사멸의 명백한 징후는 
존재하지 않았습니다. 이러한 발견은 이 농도에서 doxorubicin이 명백한 세포독성을 
일으키지 않고 세포 분열을 억제한다는 것을 나타냅니다. 대조적으로, 1μM doxorubicin
으로 처리된 NIH3T3 세포는 24시간 이내에 상당한 세포독성과 세포 사멸 징후를 
나타냈습니다(그림 9).

결론
BioSpa 8의 세포 처리 능력과 Cytation 5의 이미징 기능을 결합하면 정확하고 재현 
가능한 장기 증식 연구를 수행할 수 있는 완전 자동화된 시스템이 구성됩니다. 고대비 
명시야 세포 계수를 통해 방해가 되는 표지 없이도 세포 성장을 정량적으로 분석할 수 
있습니다. 정량적 측정 외에도 이 시스템은 시간 경과에 따른 세포 표현형의 정성적 
분석을 수행하고, 약물 치료 반응을 추가로 특성 규명하거나 표적 유전자 파괴 연구를 
수행하는 데 사용할 수 있습니다. 증식 어세이는 중간에서 높은 처리량의 스크리닝을 
위해 96웰 또는 384웰 마이크로플레이트에서 실행할 수 있습니다. 

BioSpa 8과 Cytation 5는 강력한 Gen5 이미지 분석 도구와 함께 광범위한 키네틱 세포 
증식 응용을 위한 우수하고 강력한 솔루션을 제공합니다.

세포 증식의 무표지 측정을 위해 Agilent BioTek 현미경을 사용한 최근 발행물
1. M. A. Altemus et al., "Breast cancers utilize hypoxic glycogen stores via 

PYGB, the brain isoform of glycogen phosphorylase, to promote metastatic 
phenotypes," PLOS ONE, vol. 14, no. 9, p. e0220973, Sep. 2019,  
doi: 10.1371/journal.pone.0220973.

2. A. C. Little et al., "IL-4/IL-13 Stimulated Macrophages Enhance Breast Cancer 
Invasion Via Rho-GTPase Regulation of Synergistic VEGF/CCL-18 Signaling," 
Front. Oncol., vol. 9, p. 456, May 2019, doi: 10.3389/ fonc.2019.00456.
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장기 증식 어세이에서 pH 모니터링

어세이 원리
세포 증식을 특성 규명하는 것은 생물학적 연구 및 치료 약물 개발의 중요한 측면입니다. 
대부분의 최신 세포 증식 어세이는 간접적인 생화학적 측정법에 의존하는데, 여기에는 
아티팩트 또는 이미징 기반 엔드포인트 측정에 의한 제한이 따릅니다. 예를 들어, BrdU, 
EdU 및 IdU와 같은 Thymidine 유사체의 통합을 통해 DNA 합성을 평가할 수 있습니다. 
이후, 특정 항체 또는 화학물질을 사용하여 이러한 유사체를 검출합니다. 세포 대사는 
세포 효소의 작용에 의해 유색 화합물로 전환되는 tetrazolium 염을 사용하여 평가할 
수 있습니다. PCNA, Ki67 및 MCM-2와 같은 여러 가지 다른 증식 마커 단백질은 
면역형광법으로 검출할 수 있습니다. 이러한 기술은 세포 성장의 일부분을 제공할  
수 있지만 장기적인 증식에 관한 정보를 제공할 수는 없습니다. 

장기 세포 체외 증식 어세이는 항증식제 테스트와 관련하여 매우 유익한 것으로 
나타났습니다.14 이러한 어세이는 일반적으로 체내에서 공급되는 영양소를 모방하도록 
의도된 조직 배양 배지 제제에서 며칠에 걸쳐 수행됩니다.

대부분의 포유류 조직은 중성에 가까운 pH로 존재합니다. 인간의 동맥혈은 정상적인 
신체 호흡을 통해 조절되는 중탄산염 완충 시스템을 통해 7.4(7.35-7.45)로 유지됩니다. 
정상 범위에서 벗어나면 CO2 배출을 변경하기 위해 신체가 폐 활동을 증가시키거나 
감소시키게 됩니다.15 또한 세포와 조직의 체외 배양은 동일한 pH 수준에서 진행됩니다. 
배양은 주로 중탄산 완충 시스템을 사용하여 생리학적 pH로 유지됩니다. 중탄산염-CO2 
시스템은 인공적인 수준의 이산화탄소 가스와 일치하는 농도의 용해된 중탄산염을 
사용합니다. 이산화탄소는 배지에 용해되고 물과 반응하면서 탄산을 형성합니다.  
또한 탄산과 중탄산염이 상호 작용하여 생리학적 수준에서 pH를 유지할 수 있는  
평형을 형성합니다.

사용되는 완충제에 관계없이 조직 배양 배지에는 종종 페놀 레드 염료가 보충됩니다.  
페놀 레드는 일부 조건에서 약한 에스트로겐으로 설명되어 있지만16 대부분의 경우  
시각적 pH 지표로 체외 배양 배지에 첨가되는 불활성 화합물입니다. 농도는 다양한  
배지 조성에 따라 다르지만 존재하는 경우 일반적으로 5-15mg/mL 범위입니다.

세포가 죽어서 생성된 노폐물이나 오염물질의 과증식으로 인해 pH가 감소하여 표지 
색상이 변경됩니다. 예를 들어, 상대적으로 천천히 분열하는 포유동물 세포 배양물의 
오염은 박테리아에 의해 빠르게 증가하여 배지가 산성화되고 지시약이 노란색으로 변할 
수 있습니다. 포유류 세포 노폐물 자체는 pH를 천천히 감소시켜 용액이 점차 주황색으로 
변한 다음 노란색으로 변합니다. 이러한 색상 변화는 오염이 없더라도 배지를 교체해야 
함을 나타냅니다.

라이브셀 이미징 실험은 전적으로 생물학에 초점을 맞춥니다. 이미지가 명시야, 위상차 
또는 형광인지에 관계없이 배지의 백그라운드 환경은 관측되지 않으며 일반적으로 
무시됩니다. 여기에서는 Cytation 5 세포 이미징 멀티모드 리더를 사용하여 세포 배양 
pH 상태를 모니터링하는 동시에 디지털 현미경 이미지를 캡처하는 분석법을 설명합니다. 
이는 리더의 고유한 기능을 활용하여 세포 이미징과 함께 웰 흡광도를 측정합니다.

그림 10. 페놀 레드 함유 배지가 포함된 일반적인 
조직 배양 플라스크.
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재료 및 분석법
DMEM, FBS(Fetal Bovine Serum) 및 penicillin-streptomycin-glutamine은 Life 
Technologies에서 구입했습니다. 투명한 바닥, 검정색 측면의 96웰 마이크로플레이트
(3904)는 Corning 회사의 제품입니다.

라이브셀 실험

핵 H2B-GFP 키메라 형광 단백질을 발현하는 HCT116-GFP 결장암 세포를 10% 
태아 소 혈청 및 penicillin-streptomycin이 보충된 Advanced DMEM에서 37°C, 
5% CO2 조건으로 배양했습니다. 배양물은 80% 컨플루언스에서 정기적으로 트립신 
처리되었습니다(0.05% Trypsin-EDTA). 실험을 위해 세포를 Corning 3904(검정색 
면이 있는 투명한 바닥) 96웰 마이크로플레이트에 플레이팅했습니다. 장기 성장 측정은 
Cytation 5와 인터페이스된 BioSpa 8을 사용하여 수행되었습니다. BioSpa 시스템은 
리더 스케줄링을 제어하고 이미징과 플레이트 흡광도 측정 사이에 가습 제어 환경(37°C, 
5% CO2)에서 세포를 유지합니다. 필요에 따라 BioSpa는 이미징 및 흡광도 측정을 위해 
마이크로플레이트를 Cytation 5로 이송하고 나중에 이를 인큐베이터로 반환합니다. 
HCT116-GFP 세포를 웰당 500개 또는 2,000개 세포로 분주하였습니다. 성장 측정이 
시작되기 전에 세포가 밤새 부착되도록 했습니다. HCT116-GFP 세포는 GFP 광 큐브로 
구성된 Cytation 5 세포 이미징 멀티모드 리더를 사용하여 이미징했습니다. 이미저는 
판독 챔버 내에서 37°C 및 5% CO2를 유지하며 대역 통과 필터 및 이색성 거울과 함께  
LED 광원을 결합 사용하여 적절한 파장의 빛을 제공합니다. GFP를 발현하는 세포를  
이미징하기 위한 469/35 여기 필터와 525/39 방출 필터로 구성된 GFP 광 큐브입니다.  
4x 대물렌즈를 사용하여 몽타주(2 x 2) 디지털 이미지를 제작했고 Gen5 마이크로플레이트 
리더 및 이미저 소프트웨어를 사용하여 단일 파일로 스티칭했습니다. 캡처된 디지털 
이미지의 1차 마스크 분석을 사용하여 세포 수를 결정했습니다. 핵은 크기가 5-100 μm  
사이이고 형광이 임계값 1,500을 초과하는 형광 개체로 식별됩니다. 이미징 직후, 
Cytation 5의 UV-Vis 모노크로매터 모듈을 사용하여 560nm에서의 웰 흡광도를 
측정했습니다.
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이는 세포 수를 415/560 흡광도 비율과 비교하여 확증됩니다. 이 비율은 배지 색상의 
함수이며 이전에 pH와 반비례 관계가 있는 것으로 나타났습니다.17 그림 13에서 볼 
수 있듯이 이러한 세포 배양에서 세포 수는 시간이 지남에 따라 증가합니다. 이러한 
조건에서 세포는 방해받지 않고 성장하고 분열할 수 있으며 시간이 지남에 따라 결정된 
세포 수가 증가합니다. 개별 웰 세포 수는 세포의 물리적 위치 변화뿐 아니라 초기 세포 
수의 차이로 인해 달라질 수 있습니다. 세포 계수에 사용되는 스티칭 이미지는 웰의 
중앙 부분만 포함하므로 웰 주변에 부착된 세포는 반드시 계수된다는 보장이 없습니다. 
마찬가지로, 초기 분주로 약간 더 많거나 약간 더 적은 세포를 받는 웰은 이후 시간 
간격에서 다른 세포 수를 가질 것으로 예상됩니다. 세포 수의 가변성에도 불구하고 세포 
계수는 시간이 지남에 따라 선형으로 증가합니다. 시간이 흐르고 세포 수가 증가함에 
따라 웰의 pH는 낮아집니다.

그림 12. 5일 동안 배양된 HCT116-GFP 세포의 몽타주 이미지. HCT116-GFP 세포를 웰당 500개 세포로 96웰  
플레이트에 분주하고 24시간 동안 부착되도록 했습니다. 몽타주 이미지(2 x 2)는 GFP LED 큐브를 사용하여 
24시간마다 4x 대물렌즈로 만들어졌습니다.

결과 및 토의
핵에서 GFP를 발현하는 살아있는 HCT116 세포는 이미지 분석을 사용하여 쉽게 
계수됩니다. 녹색 형광은 세포 성장에 영향을 미칠 수 있는 핵산 결합 염색이 필요 없이 
각 세포를 식별합니다. HCT116-GFP 세포를 저밀도로 분주하고 5일 동안 모니터링하는 
경우, 560 흡광도를 사용하여 이전에 결정된 pH 검량선을 통해 각 웰의 pH를 
계산했습니다. 이들 배양물의 pH는 계수된 세포 수가 50배 증가했음에도 불구하고 5일 
동안 약 0.15만 감소했습니다(그림 11).

이 실험에서 세포는 5일이 지나도 컨플루언스에 도달하지 않는 밀도로 분주되었습니다
(그림 12). 이 상태에서는 세포의 접촉이 억제되지 않고 자유롭게 분열할 수 있습니다. 
분열을 막는 유일한 제한은 배지 영양분과 배지 pH 상태입니다.
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그림 11. 비컨플루언스 배양에서 시간 경과에 따른 
HCT116 세포 계수 및 pH의 변화. HCT116 세포를 
웰당 500개 세포의 밀도로 분주하였습니다. 24시간 
동안 부착되도록 둔 후에 5일 동안 2시간마다 96웰  
플레이트 배양물에 대해 이미지 기반 및 흡광도 
분석을 수행하고 결과를 표시했습니다. 이전에 
생성된 검량선의 데이터를 보간하여 pH를 
결정했습니다. 데이터는 각 데이터 포인트에서  
96개의 결정에 대한 평균과 SEM을 나타냅니다.

그림 13. 낮은 세포 밀도 분주에서 배지 착색과 세포 
수의 관계. 5일 동안 배양된 96웰 플레이트의 각 웰에 
대한 세포 수를 415/560 흡광도 비율에 대해 나타낸 
플롯. 각 데이터 포인트는 개체의 웰을 나타냅니다.
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장기 배양에서 세포 컨플루언스로 인한 성장 억제는 세포 계수를 통해 확인할 수 
있습니다. 그림 16에서 관측된 바와 같이, 이미지 기반 핵 계수를 통해 결정된 세포 수는 
시간이 지나면서 세포가 컨플루언스함에 따라 더 이상 증가하지 않습니다. 4-5일 후에도 
세포 수는 눈에 띄게 증가하지 않습니다. 그러나 존재하는 배지의 pH는 415/560 흡광도 
비율의 증가로 관측되는 것처럼 감소합니다. 세포 수는 거의 또는 전혀 증가하지 않음에도 
불구하고 노폐물은 계속해서 배설되고 존재하는 세포는 영양분을 소비합니다.

이러한 데이터는 Cytation 5가 이미징과 동시에 라이브셀 실험에서 세포 배양 pH를  
모니터링할 수 있음을 보여줍니다. 세포 배양은 일반적으로 세포 수와 세포 호흡의 
증가로 인해 산성이 되어 페놀 레드를 함유한 배지 제제의 색상이 황색으로 변합니다. 
단기 실험의 경우 pH 변화는 무시할 수 있는 경우가 많지만, 장기 라이브셀 실험에서는 
세포 수가 증가하고 지속 시간이 길어질수록 배지 제제의 완충 용량이 압도될 수 
있습니다. 배양 pH의 변화를 실시간으로 모니터링할 수 있으면 관측된 실험 결과에 
확신을 가지거나 유해한 pH 조건이 있는 실험을 중단할 수 있습니다.

그림 15. 5일 동안 배양된 HCT116-GFP 세포의 몽타주 이미지. HCT116-GFP 세포를 웰당 2,000개 세포로  
96웰 플레이트에 분주하고 24시간 동안 부착되도록 했습니다. 몽타주 이미지(2 x 2)는 GFP LED 큐브를 
사용하여 24시간마다 4x 대물렌즈로 만들어졌습니다.
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그림 14. 컨플루언스 배양에서 시간 경과에 따른 
HCT116 세포 계수 및 pH의 변화. HCT116 세포를 
웰당 2,000개 세포의 밀도로 분주했습니다. 24시간 
동안 부착되도록 둔 후에 5일 동안 2시간마다 96웰  
플레이트 배양에 대한 이미지 기반 및 흡광도 분석을 
수행했습니다. pH는 이전에 생성된 검량선에 
415/560 비율 값을 보간하여 결정했습니다. 
데이터는 각 데이터 포인트에서 96개의 결정에  
대한 평균과 SEM을 나타냅니다.

그림 16. 높은 세포 밀도 분주에서 배지 착색과 세포 
수의 관계. 5일 동안 배양된 96웰 플레이트의 각 웰에 
대한 세포 수를 415/560 흡광도 비율에 대해 나타낸 
플롯. 각 데이터 포인트는 개체의 웰을 나타냅니다.

HCT116-GFP 세포를 더 높은 밀도로 분주하면 pH 변화가 더 큰 문제가 되고 세포 수 
증가는 결국 중단됩니다(그림 14). 세포가 웰당 2,000개의 세포로 분주되면 세포 수가 
증가하여 pH가 낮은 분주 밀도보다 약 2배 더 떨어집니다. 이러한 pH 저하는 약 80시간  
후에 세포 수가 정체됨에도 불구하고 실험 기간 동안 계속됩니다. 세포 밀도가 더 높으면 
세포 수 증가가 중단됨에도 불구하고 세포는 전 기간에 걸쳐 계속 호흡하여 pH가 
감소합니다.

세포 컨플루언스는 그림 15에서 볼 수 있으며, 여기서 96시간과 120시간 사이에 관측된 
형광의 증가가 거의 없습니다.
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시간 경과에 따른 세포 수 또는 세포 컨플루언스를 모니터링하는 분석법은 항종양제의 
세포 성장 예방 효능을 테스트하는 데 일반적으로 사용됩니다. 배지 pH를 모니터링하기 
위해 페놀 레드 흡광도를 사용하면 보고된 억제가 조직 배양 배지 상태의 불량 때문이 
아니라 테스트 화합물의 결과라는 확인을 가질 수 있습니다.

Cytation 5는 라이브셀 이미징 실험을 통해 페놀 레드 흡광도 변화를 모니터링하는  
데 이상적인 플랫폼입니다. 이 리더는 전용 UV-vis 모노크로매터를 사용한 흡광도 측정 
기능과 6-포지션 대물렌즈 터릿 및 LED 광 큐브를 사용한 현미경 이미징 기능을 모두 
갖추고 있다는 점에서 독특합니다. 흡광도 판독이 빨라 전체 96웰 이미징 단계가 단 몇 
초 늘어나는 것만으로 세포 배양 상태에 관한 효과적인 정보를 얻을 수 있습니다. 리더 
기능을 제어하는 외에도 Gen5를 사용하여 이전에 수립된 pH 검량선에서 pH를 계산할 
수도 있습니다. 이 독특한 조합을 통해 장기간의 라이브셀 배양 실험을 지속적으로 
실시간 모니터링할 수 있습니다.

증식 어세이의 형광 마커
형광 마커를 사용하면 세포 사멸 및 괴사와 같은 세포 사멸 상태에 대한 추가 세부 
정보를 측정할 수 있습니다. 또한, 표지 세포 계수는 무표지 계수가 필요하지 않은 다양한 
세포 유형에 대해 우수한 결과를 제공합니다.

384웰에서 세포 증식의 자동 키네틱 이미징 어세이

어세이 원리
생명이 시작될 때부터 모든 다세포 유기체의 적절한 기능은 세포 사멸에 의존해 
왔습니다. 잘못 관리된 세포 사멸은 발달 이상부터 암에 이르는 현상의 근본 원인입니다. 
암세포가 조절된 세포 사멸을 회피하는 능력은 암 치료에 특히 문제가 됩니다.18 방사선, 
면역요법, 화학요법 등 암 치료의 목표는 암세포를 선택적으로 사멸시키는 것입니다. 
세포 사멸의 다양한 측면, 특히 암세포가 극복할 수 있는 측면을 이해하는 일은 임상의, 
1차 연구자 및 의약품 개발자 모두가 능동적으로 관심을 갖는 분야입니다.18  다양한 
세포 사멸 메커니즘을 겪고 있는 세포를 모니터링하는 이미징 기반 도구는 연속적이고 
실시간이며 높은 처리량 방식으로 세포 사멸을 조사하는 수단을 제공했습니다.

세포 사멸과 같은 조절된 세포 사멸과 괴사와 같은 우발적인 세포 사멸은 모두 세포 
스트레스 요인(예: 영양 결핍 또는 DNA 손상)에 반응하여 발생할 수 있는 과정이지만 
각각 서로 다른 특징적인 세포 변화를 생성합니다.19 초기 상태 세포 사멸의 특징은 
일반적으로 세포막의 내부 옆 내에서만 발견되는 막 성분인 phosphatidylserine이 외부 
옆으로 이동할 때 발생합니다. Phosphatidylserine의 이러한 노출은 식세포에 의한 
세포 또는 남은 세포 조각의 잡아먹힘을 촉진할 가능성이 있습니다.20 여기서는 형광 
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pSIVA-IANBD 프로브의 특정 결합 및 활성화를 통해 라이브셀의 phosphatidylserine 
노출을 광학적으로 모니터링합니다. 이 형광 프로브는 세포 사멸을 겪고 있는 세포의 
살아있는 키네틱 지표를 제공하고 세포의 사멸을 통해 지속됩니다.21

후기 단계의 세포 사멸과 괴사 과정 중 특징적인 변화는 세포막 무결성이 상실된다는 
것입니다.19 이러한 무결성 손실로 인해 DNA 염색 염료 프로피듐 요오드화물(PI)과 같이 
일반적으로 제외되는 세포핵에 분자가 들어갈 수 있습니다. 따라서 핵의 형광 PI 염색은 
괴사 및 후기 단계의 세포 사멸 과정을 겪는 세포의 척도로 실시간으로 모니터링할 수도 
있습니다.

여기에서는 고처리량 384웰 이미지 기반 어세이에서 며칠 동안 암세포 반응을 
모니터링하기 위해 장기간의 키네틱 무표지 세포 계수와 형광 이미징을 결합했습니다. 
넓은 시야각 카메라를 갖춘 Cytation 5를 사용하면 전체 384웰을 단일 이미지로 캡처할 
수 있습니다. 완전 자동화된 환경 제어를 위해 Cytation 5를 BioSpa와 결합하면 간소화한 
고처리량 이미지 기반 세포 분석의 워크플로를 사용할 수 있습니다.

재료 및 분석법

시약
HT-1080 섬유육종 세포는 ATCC(Manassas, VA)로부터 입수했습니다. Advanced 
DMEM, Fluorobright DMEM, 소태아혈청(FBS) 및 glutamine/penicillin/streptomycin은  
Thermo Fisher Scientific(Waltham, MA)에서 구입했습니다. Staurosporine, nocodazole,  
nigericin 및 camptothecin은 Tocris Bioscience(Minneapolis, MN)에서 구입했습니다. 
현미경 검사용 Kinetic Apoptosis Kit(ab129817)는 Abcam(Cambridge, MA)에서 
구입했습니다. Greiner 384웰 마이크로플레이트(Cat. 781091)은 Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO)에서 구입했습니다.

세포 배양 및 어세이 준비
HT-1080 세포는 10% FBS, 2mM glutamine 및 penicillin/streptomycin이 보충된  
Advanced DMEM 배지에서 5% CO2가 있는 가습 인큐베이터, 37°C 환경으로 
유지되었습니다. 세포는 일반적으로 80% 밀도로 계대배양되었습니다. 384웰 
마이크로플레이트에 분주하기 위해 HT-1080 세포를 수집하고 부유물을 웰당 500개  
세포 밀도로 첨가했습니다. 세포가 부착된 후(약 4시간), 배지를 Fluorobrite DMEM 
배지로 교환했습니다. Kinetic Apoptosis Kit 시약을 각 웰에 첨가하여 최종 농도가  
1μL/mL pSIVA-IANBD 및 2μL/mL PI가 되도록 했습니다. 여러 단계로 희석된 항종양성 
약물을 마이크로플레이트 전체에 첨가하고, 약물 첨가 직후 이미징을 시작했습니다.

자동화된 장기 라이브셀 이미징
완전 자동화된 장기 이미징을 위해 광시야각 카메라가 장착된 Cytation 5와 결합된 
BioSpa 8에서 세포를 유지했습니다. BioSpa 8은 72시간 실험 기간 동안 세포를 37°C, 
5% CO2 및 80-90% 습도로 유지했으며 환경 파라미터는 BioSpa 소프트웨어를 통해 
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실시간으로 모니터링 및 보고되었습니다. 마이크로플레이트는 이미징을 위해 2시간 
간격으로 BioSpa 인큐베이터에서 Cytation 5로 자동으로 옮겨졌습니다. Cytation 
5 내부의 추가 환경 제어는 이미징 절차 전반에 걸쳐 세포를 37°C 및 5% CO2로 
유지했습니다.

단일 이미지 전체 웰 캡처
384웰 마이크로플레이트의 전체 웰 이미징을 위해 광시야각 카메라가 장착된 Cytation 
5를 4x 배율 대물렌즈와 결합했습니다. Cytation 5의 넓은 시야를 통해 웰의 전체 배양 
영역에 대한 단일 이미지 캡처가 가능했습니다(그림 17). Cytation 5는 표 2와 같이 
이미징을 위해 구성되었습니다. 이미징 큐브 GFP(469/525nm) 및 PI(531/647nm)는 
각각 Kinetic Apoptosis Kit 시약 pSIVA 및 PI 신호의 검출에 사용되었습니다. 무표지 
세포 계수를 위해 이전에 설명한 대로 고대비 명시야 키트가 포함된 Cytation 5를 
사용했습니다.14

이미지 분석
이미지 처리는 Gen5 소프트웨어를 사용하여 수행되었습니다. 사용된 파라미터는 표 
3에 나와 있습니다. 감소된 백그라운드 및 강화된 대비를 전처리하여 모든 채널에서 
쉽게 세포를 식별할 수 있었습니다. 고대비 명시야 이미지의 경우, 처리를 통해 검정색 
백그라운드와 세포에 해당하는 밝은 흰색 점이 있는 이미지가 생성됩니다.

표 2. 이미지 획득을 위한 Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 소프트웨어 설정.

이미지 획득

파라미터 값

채널 명시야(고대비)

GFP 469,525

Propidium iodide 531,647

초점 레이저 자동 초점

대물렌즈 4x PL FL

Z-스택 아니요

몽타주 아니요

비연속 키네틱 과정 예

예상 총 시간 3일

예상 간격 2시간

표 3. Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 소프트웨어 이미지 처리 파라미터.

이미지 처리

파라미터 명시야 GFP 469,525 Propidium Iodide 
531,647

백그라운드 어두움 어두움 어두움

롤링 볼 직경 20 100 30

우선 순위 우수한 결과 우수한 결과 우수한 결과

이미지 스무딩 강도 5 사이클 1 사이클 1 사이클
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전처리된 이미지에 대해 세포 분석을 수행했으며 사용된 모든 채널에 대한 파라미터는 
표 4에 나와 있습니다. 각 채널에 대한 임계값은 Gen5의 이미지 통계 분석을 통해 
결정되었습니다. 대조 웰의 이미지 통계가 수행되었으며, 평균 이미지 신호 위 3개의 표준 
편차가 세포 분석을 위한 임계값으로 사용되었습니다. 고대비 명시야 이미지의 1차 마스크 
분석을 통해 총 세포 수를 확립했습니다. 세포 사멸 리포터 pSIVA에 대해 양성인 세포의 
수는 GFP 채널의 1차 마스크 분석을 통해 확립되었습니다. 괴사 마커인 PI에 대해 양성인 
세포의 수는 PI 채널의 1차 마스크 분석을 통해 확립되었습니다. 액체 메니스커스로 인해 
정사각형 웰의 모서리가 나머지 배양 영역보다 명시야에서 약간 덜 밝혀지는 이미징 
아티팩트가 생겨났으며(그림 17), 잠재적으로 형광 계수와 비교하여 무표지 세포 계수에 
편향을 일으켰습니다. Gen5 플러그 기능은 전체 웰 배양 영역의 약 92%에 해당하는 
명시야(직경 3,400μm 원)에서 가장 잘 비춰지는 웰 영역으로 세포 분석을 제한하는 데 
사용되었습니다. 따라서 플러그 기능을 사용하면 무표지 세포 계수 분석법을 사용하여  
형광 세포 수의 편향 없는 정규화가 가능했습니다.

표 4. Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 소프트웨어 세포 분석 파라미터.

세포 분석

1차 마스크

파라미터 명시야 세포 계수 pSIVA 계수 PI 계수

검출 채널 Tsf[명시야] Tsf[GFP 469,525] Tsf[Propidium iodide 531,647]

임계값 8000 4000 3000

백그라운드 어두움 어두움 어두움

접촉 개체 분할 예 예 예

마스크의 홀 채우기 예 예 예

최소 개체 크기 10µm 15µm 5µm

최대 개체 크기 100µm 100µm 100µm

1차 엣지 개체 포함 아니요 아니요 아니요

전체 이미지 분석 아니요 아니요 아니요

고성능 검출 옵션

롤링 볼 직경 자동 50 30

이미지 스무딩 강도 3 사이클 3 사이클 3 사이클

백그라운드 평가 켜짐 5% 5% 5%

1차 마스크 임계값 마스크 사용 임계값 마스크 사용 임계값 마스크 사용

곡선 피팅 및 통계

모든 데이터는 Gen5 소프트웨어를 사용하여 수집 및 분석했습니다. 데이터 
프리젠테이션에는 Gen5와 GraphPad Prism V8 소프트웨어가 모두 사용되었습니다. 
모든 커브 피팅 및 EC50 분석은 Gen5에서 수행되었습니다. Gen5의 Vmax 분석 시간은 
선형 회귀를 위해 5-포인트 창에서 수행되었습니다. 통계 분석은 Microsoft Excel에서 
Student�s t-test 함수(양측, 짝이 없음)를 사용하여 수행되었습니다.
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네 가지 항종양제인 staurosporine, nocodazole, camptothecin 및 nigericin의 세포 
증식에 대한 효과를 조사했습니다. t=0 시간에 첫 번째 이미지를 획득하기 직전에 
약물을 추가했습니다. Gen5 소프트웨어는 전체 384웰 플레이트의 증식률에 대한 
시각적 개요를 제공하는 세포 수의 곡선을 생성했습니다(그림 18). 증식에 미치는 각 
약물의 차등적 억제 효과는 Gen5 플레이트 개요에서 쉽게 평가되었습니다.

A B CA B CA B CA B C

그림 17. 무표지 고대비 세포 계수 분석법. (A) 고대비 명시야 키트로 캡처한 원본 고대비 초점이 맞춰지지 
않은 이미지. 384웰 플레이트에서 단일 웰의 전체 배양 영역은 파란색 점선으로 표시됩니다. (B) 표 3에 
표시된 전처리 단계 후의 고대비 명시야 이미지. (C) Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 
소프트웨어 세포 분석은 HT-1080 세포(노란색)를 식별 및 계수하고, 원래의 고대비 명시야 이미지에 이를 
중첩시켜 표시합니다.

결과 및 토의
자동화된 증식 키네틱 분석

인간 섬유육종 세포주 HT-1080의 무표지 이미지 기반 세포 계수를 384웰 플레이트에서 
3일에 걸쳐 2시간 간격으로 수행했습니다. 각 웰에 대해 4x 대물렌즈와 고대비 명시야 
키트를 사용하여 단일 이미지를 캡처했습니다. Gen5에서 세포 분석을 사용하여 세포 
수를 확립했습니다(그림 17).

staurosporine nocodazole camptothecin nigericin
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그림 18. 384웰 플레이트의 세포 증식 개요. 빨간색 곡선은 3일 실험 기간 동안 플롯한 세포 계수를 나타냅니다. 
약물 농도가 C행에서 P행으로 증가함에 따라 전체 384웰 플레이트에서 모든 약물에 대한 증식 감소가 
관측됩니다.
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두 가지 예시 약물인 nocodazole과 camptothecin의 경우 세포 수는 다양한 용량에 
걸쳐 함께 표시됩니다(그림 19A, 19B). 모든 추가 분석을 위해 각 조건에 대한 12개 
웰의 반복 실험을 평균화하고 함께 표시했습니다. 증식에 미치는 각 약물의 억제 효과를 
정량화하기 위해 Gen5에서 용량-반응 곡선을 생성했습니다(그림 19C, 19D). 24시간의 
단일 시점 분석을 통해 다양한 약물에 대한 용량-반응 곡선이 처음 생성되었습니다.

Gen5는 곡선 하 면적의 적분 분석을 통해 IC50 값을 추가로 비교합니다(그림 20). 
IC50 값을 계산하는 이 분석법은 약물 노출 시간과 무관하며 실험 기간 동안의 변화를 
고려합니다. Camptothecin의 경우 분석법 간에 IC50 값이 매우 일치했습니다. 비교를 
위해 nigericin 및 nocodozole에 대해서도 AUC 분석을 수행하여 IC50의 큰 변화에 대한 
어세이 감도를 입증했습니다(그림 20C).
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그림 19. HT-1080 섬유육종 세포 증식의 용량 의존적 억제. 3일 동안 (A) nocodazole(주황색 원, n=12 복제 
웰) 및 (B) camptothecin(녹색 원, n=12 복제 웰)의 여러 농도에 대해 평균 세포 계수 플롯을 중첩시켰습니다. 
오차 막대는 반복 실험의 표준 편차를 나타냅니다. Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 
소프트웨어는 (C) nocodazole(주황색 원) 및 (D) camptothecin(녹색 원)에 대해 24시간의 단일 시점에서 
무표지 세포 수에 대한 용량-반응 곡선을 생성했습니다. 4-파라미터 피팅은 검정색 실선으로 표시되고 보간된 
IC50 값은 점선으로 시각화됩니다. Nododazole의 경우 IC50은 48nM에 해당하고, camptothecin의 경우  
12nM에 해당합니다.

그림 20. IC50를 사용한 무표지 증식 용량-반응 곡선 
분석. (A) Camptothecin에 대해 여러 시점에 대한 
용량-반응 곡선을 중첩시켜 IC50 값을 시간에 따라 비교할 
수 있게 했습니다(18시간 = 9.5nM, 24시간 = 12.3nM, 
48시간 = 10.9nM, 68시간 = 8.2nM). 각 곡선에 대해 
4-파라미터 피팅이 색상으로 표시되고 IC50 보간은 
점선으로 시각화됩니다. (B) Agilent BioTek Gen5 
마이크로플레이트 리더 및 이미저 소프트웨어는 전체 
키네틱 계열(IC50 = 10nM)에 대한 곡선 하 면적(적분) 
분석을 통해 IC50 값에 대한 추가 추정치를 제공합니다. 
(C) 표시된 세 가지 약물에 대한 적분 기반 용량-반응 
곡선. 실선은 4-파라미터 피팅에 해당하고 점선은 IC50 
보간을 나타냅니다. IC50 값은 camptothecin의 경우 
10nM, nocodazole의 경우 39nM, nigericin의 경우 
193nM에 해당합니다.

A

A B C

B

DC
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형광 기반 키네틱 세포 사멸 표현형

증식에 미치는 전반적인 효과 외에도, 세포 사멸 및 괴사의 형광 리포터를 사용하여 
세포 사멸의 메커니즘을 조사했습니다. 명시야 이미지를 포착한 각 시점에서 세포 사멸 
마커 pSIVA 및 괴사 마커 PI에 대해 해당 형광 이미지를 얻었습니다(그림 21A). 세포는 
pSIVA 및 PI 신호에 대해 양성으로 확인되었으며(그림 21B, 식별 파라미터는 "재료 및 
분석법" 참조) 1차 마스크는 각 웰 및 시점에 대해 개별 세포를 식별했습니다(그림 21B, 
삽입 부분 참조).

세포 사멸의 정량 분석

pSIVA의 녹색 형광은 phosphotidylserine이 세포외 공간에 노출됨에 따라 증가합니다. 
예상한 대로, 세포 사멸 마커 pSIVA에 대해 양성인 세포의 수는 항종양제에 대한 
반응으로 시간이 지남에 따라 증가하지만 대조 웰에서는 상대적으로 낮은 수준에서 
안정적으로 유지됩니다(그림 22A). 이러한 거동은 nocodazole의 최고 농도와 최저 
농도에서 예상되지만 중간 농도에서는 pSIVA에 양성인 세포의 수가 시간이 지남에 
따라 계속 증가합니다. 이러한 축적은 많은 세포가 활발하게 세포 사멸을 겪고 있음에도 
불구하고 전반적으로 세포 집단이 계속 증식되어 발생합니다. 이 효과는 결과의 해석을 
모호하게 할 뿐만 아니라 시간 경과에 따른 결과적 용량-반응 곡선의 EC50 값을 왼쪽으로 
이동시킵니다(그림 22A, 하단 패널). 

세포의 지속적인 증식뿐만 아니라 조건과 반복 사이의 초기 세포 수 변동성을 제어하기 
위해 pSIVA 양성 세포 수는 무표지 세포 수를 통해 확립된 총 세포 수의 비율로 표시될 
수 있습니다(그림 22B). 중요한 것은, 세포 사멸 수를 총 세포 수로 정규화하면 무표지 
세포 수와 pSIVA 양성 수 모두의 절대적인 증가에도 불구하고 사멸 세포의 비율이 
주어진 약물 농도에서 안정적으로 유지된다는 것이 입증됩니다(그림 22B, 상단 패널). 

0시간 24시간

그림 21. 세포 사멸 및 괴사에 양성인 세포의 포획 및 식별. (A) 두 시점(표시됨)에서 pSIVA 세포 사멸 마커 
(녹색, 상부 패널) 및 PI 괴사 마커(빨간색, 하부 패널)에 대해 양성인 세포의 예시 이미지. 384웰 바닥 영역은 A의  
왼쪽 상단 패널에 파란색 점선 윤곽선으로 표시되었습니다. (B) 양성 세포 사멸 및 괴사 세포는 크기 및 신호 
임계값 파라미터("재료 및 분석법" 참조)로 식별되고 1차 마스크는 양성 세포로 식별되었습니다(명확성을 위해 
확대하여 삽입).

A B
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그림 22. 항종양제에 대한 세포 사멸 신호 반응. (A) 표시된 4가지 농도로 적용된 약물 nocodazole에 대한 
세포 사멸 세포 수. 총 세포 수가 증가하기 때문에 중간 농도에서 세포 사멸 세포 수가 계속 증가한다는 
점에 유의하십시오. 절대 세포 수를 얻기 위해 용량-반응 곡선이 생성되었으며 표시된 세 가지 시점에 
피팅되었습니다. EC50 값은 세포 증식으로 인해 시간이 지남에 따라 실질적으로 왼쪽으로 이동했습니다 
(EC50 24시간 = 106nM, EC50 48시간 = 30nM, EC50 68시간 = 17nM). (B) 패널 A의 세포 사멸 세포 수에 
대한 동일한 데이터이지만 총 세포 수로 정규화되었습니다(비율로 표시). 정규화된 세포 사멸 세포의 경우, 
모든 용량-반응 곡선은 일관되게 약 100nM의 EC50 값을 나타냈습니다. A 및 B 하단 패널 모두에 대해 Agilent 
BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 소프트웨어의 4-파라미터 피팅 선이 단색으로 표시되고 EC50 
보간선은 점선으로 표시됩니다.

A B

또한, 다양한 시점의 EC50 값은 시간이 지남에 따라 안정적이며 정규화된 계수와 거의 
동일합니다(그림 22B, 하단 패널). 따라서 절대 계수에만 기초하여 세포 사멸 형광 
신호를 정량화하면 중간 약물 농도의 세포가 계속 증식할 때 시간이 지남에 따라 EC50 
값이 계통적으로 크게 과소 평가됩니다.

세포 괴사의 정량 분석

또한 Kinetic Apoptosis Kit에는 괴사 및 후기 세포 사멸의 리포터로서 요오드화 
프로피듐(PI)이 포함되어 있습니다. PI는 세포막과 핵막이 모두 손상되면 세포에 들어가 
DNA를 삽입합니다. 후기 세포 사멸과 괴사 과정에서 모두 막의 온전성이 상실됩니다. 
여기서 PI 결합은 형광 이미징을 통해 모니터링되고 정량화됩니다. pSIVA 신호와 
마찬가지로, PI 신호는 일반적으로 nocodazole에 대해 나타난 바와 같이 시간이 
지남에 따라 그리고 약물 용량이 증가함에 따라 증가합니다(그림 23A). pSIVA 세포 
사멸 신호에서도 볼 수 있듯이 PI 양성 세포는 증식으로 인해 중간 약물 농도에서도 
증가합니다. 따라서 PI 양성 세포도 무표지 세포 수를 사용하여 전체 세포의 비율로 
정규화되었습니다(그림 23B).
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약물 효능의 비교 및 정량화를 위해, 24시간에 모든 약물에 대해 정규화된 괴사 및 세포 
사멸 신호에 대해 키네틱 분석 및 곡선 피팅을 수행했습니다(그림 24). 흥미롭게도, 
증식을 억제하는 nigericin의 효능에도 불구하고(IC50 = 100nM, 그림 20C), 사용된 가장 
높은 농도에서도 세포 사멸이나 괴사가 거의 발생하지 않았으며 세포 사멸과 괴사에 
대한 EC50 값은 결정되지 않았습니다.

또한, staurosporine의 최대 정체기 값은 두 프로세스 모두에 대한 EC50 값의 
유사성에도 불구하고 괴사율과 비교하여 세포 사멸율에 대해 더 높은 수준에 
도달했습니다. 이 차이는 잠재적으로 staurosporine이 HT-1080 세포에서 세포 사멸을 
우선적으로 개시한다는 것을 나타냅니다. 따라서 세포 사멸 및 괴사 신호의 시작 시기도 
Gen5를 사용하여 정량적으로 조사했습니다. 그림 25A에서, staurosporine(파란색) 
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그림 23. 항종양제에 대한 괴사 신호 반응. (A) 표시된 4가지 농도로 적용된 약물 nocodazole에 대한 괴사 세포 
수. 총 세포 수가 증가하기 때문에 중간 농도에서 괴사 세포 수가 계속 증가한다는 점에 유의하십시오. (B) 패널 
A의 세포 사멸 세포 수에 대한 동일한 데이터이지만 총 세포 수로 정규화되었습니다(비율로 표시).

그림 24. 세포 사멸 및 괴사에 대한 EC50 결정. 표시된 각 약물에 대해 괴사율(왼쪽 패널) 및 사멸 세포율에 
대한 용량-반응 곡선이 표시됩니다. Agilent BioTek Gen5 마이크로플레이트 리더 및 이미저 소프트웨어의 
4-파라미터 피팅이 각 피팅(실선) 및 보간된 EC50 값(점선)에 대해 표시됩니다. 세포 사멸의 경우, EC50 값은 
staurosporine의 경우 24nM, nocodazole의 경우 121nM, camptothecin의 경우 301nM에 해당합니다. 
괴사의 경우, EC50 값은 staurosporine의 경우 28nM, nocodazole의 경우 114nM, camptothecin의 
경우 301nM에 해당합니다. Nigericin에 대한 EC50 값(빨간색)은 세포 사멸 및 괴사 모두에 대해 결정되지 
않았습니다.

A

A

B

B
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그림 25. 세포 사멸과 괴사 과정의 시작 시간 비교. (A) 동일한 세포 군집에 대해 함께 플롯된 세포 사멸 
신호(채워진 원)와 괴사 신호(빈 원)에 대한 예시 선. Camptothecin(녹색 선)의 경우는 그렇지 않지만 
Staurosporine(파란색 선)의 경우에는 세포 사멸이 괴사 신호보다 먼저 일어납니다. (B) 세포 사멸("A"로 약칭) 
및 괴사("N"으로 약칭)에 대한 Vmax 파라미터의 시간을 비교하는 플롯입니다. Staurosporine만이 Vmax 시간 
사이에 유의미한(p=0.000001) 차이를 보였으며, 세포 사멸은 괴사보다 약 3.5시간 일찍 발생했습니다.

staurosporine
nocodazole
camptothecin
nigericin

camptothecin: 세포괴사

staurosporine: 세포 사멸
staurosporine: 세포괴사
camptothecin: 세포 사멸

%
 p

os
iti

ve

Time (hours)

Ti
m

e 
of

 V
m

ax
 (h

ou
rs

)

A B

및 camptothecin(녹색)에 대해 세포 사멸율 및 괴사율 선이 모두 표시됩니다. 눈으로 
보면 staurosporine으로 처리된 세포의 경우 세포 사멸 신호가 괴사 신호보다 먼저 
나타납니다. 비교를 위해, 두 선이 상당히 겹치기 때문에 세포 사멸율과 괴사율 신호의 
시작 시간은 camptothecin의 경우 거의 동일합니다. 이 차이를 정량화하기 위해 각 
선에 대해 Vmax 파라미터의 시간을 측정했습니다(자세한 내용은 "재료 및 분석법" 참조). 
각 약물의 Vmax 시간을 평가하기 위해 세포 사멸 및 괴사율의 최대 수준에 접근하는 
첫 번째 농도를 선택했습니다. 각 약물의 Vmax 시간이 그림 25B에 나와 있습니다. 
Staurosporine만이 두 신호 사이에 시작 시간의 차이를 보여, 세포 사멸이 약 3.5시간까지 
괴사에 앞서 나타났습니다. 이 발견은 세포 사멸의 메커니즘이 주로 세포 사멸을 통해 
이루어지고 괴사로 이어진다는 것을 나타냅니다.

BioSpa 8 자동 인큐베이터와 결합된 광시야각 카메라를 갖춘 Cytation 5는 세포 증식 
및 세포 사멸에 대한 이미지 기반 어세이를 정량화하는 완전 자동화되고 강력한 수단을 
제공합니다. 광시야 카메라를 사용하면 전체 배양 영역에 대한 단일 이미지 캡처가 
가능하므로 이미지 캡처 시간이 최소화되고 고처리량 응용 분야에서 소규모 배양 영역 
용기에 대한 호환성이 향상됩니다. Gen5 소프트웨어 및 세포 분석 루틴을 사용하면 
명시야 및 형광 기반 이미지 모두에서 세포 수를 빠르게 자동으로 식별할 수 있습니다. 
조건 간 증식률의 차이로 인한 EC50 판별 오차를 방지하려면 무표지 세포 계수를 
사용하여 형광 신호를 정규화하는 것이 중요합니다.
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자동화된 다중 파라미터 분석법을 활용한 키네틱 세포 사멸 분석 정량화

어세이 원리
세포 사멸 과정의 조절 및 조절 장애에 대한 깊은 통찰력은 암과 같은 질병 상태를 
이해하고 효과적이고 내약성이 좋은 치료법을 개발하는 데 중요합니다. 실제로, 보다 
효과적이고 독성이 적은 화학요법을 개발하기 위해 많은 프로그램화된 세포 사멸 경로와 
프로그램되지 않은 세포 사멸 경로가 연구되고 있습니다.22 그러나 세포 사멸 양식의 
다양성은 공유된 신호 요소, 중복 메커니즘 및 다양한 세포 사멸 경로 간의 복잡한 
혼선으로 인해 복잡해집니다.23 세포 사멸 경로의 형태학적 특징을 구별하는 것은 노동 
집약적일 수 있으며, 엔드포인트 어세이를 통합할 때 중요하면서도 일시적인 반응을 
놓칠 수 있는 경우가 많습니다.

여기에서는 라이브셀 이미징 시스템을 사용하여 실시간 세포 사멸을 평가하는 자동화된 
다중화 분석법을 보여줍니다. Abcam의 형광 프로브를 사용하여 세 가지 일반적인 
세포 사멸 바이오마커인 미토콘드리아 막 전위, 포스파티딜세린(PS) 외부화 및 세포막 
무결성을 측정합니다. 형광성의 양전하를 띤 테트라메틸로다민 에틸 에스테르(TMRE) 
염료는 세포막을 쉽게 통과하여 건강하고 활성 미토콘드리아에 축적되어 붉은 주황색 
신호를 생성합니다. 세포 사멸 및 괴사 세포에서처럼 미토콘드리아 막이 탈분극되거나 
비활성 상태가 되면 염료가 세포 전체로 확산됩니다. 녹색 형광 프로브인 pSIVA-IANBD는 
세포막 지질 이중층의 비극성 환경에 결합하여 세포 사멸과 괴사의 특징인 비가역적이고 
일시적인 포스파티딜세린 노출을 감지합니다. 마지막으로, 근적외선 형광 염료인 
DRAQ7은 건강한 세포에는 침투하지 않는 반면, 죽어서 투과된 괴사 및 괴사 세포의 
핵은 염색시킵니다. 실시간 형태학적 분석을 통해 이러한 염료를 단일 다중화 분석법에 
결합하면 세포 사멸 시스템을 특성 규명할 때 큰 이점을 얻을 수 있습니다. 섬유육종 
표적 세포와 염료를 알려진 억제제 화합물과 함께 마이크로플레이트에 결합하고 
자동화된 벤치탑 인큐베이터에서 배양했습니다. 이 플레이트는 총 48시간 동안 매  
2시간마다 결합된 마이크로플레이트 리더와 자동화된 디지털 이미저로 인큐베이터에서 
자동으로 옮겨졌습니다. 여기서 형광 이미징을 수행하여 세포 활동을 평가하고 고대비 
명시야 이미징을 통해 전체 배양 기간 동안 세포를 정확하게 계수했습니다.

재료 및 분석법
세포 및 배지

HT-1080 섬유육종 세포(부품 번호 CCL-121)는 ATCC(Manassas, VA)로부터 
입수했습니다. Advanced DMEM(부품 번호 12491-015), 소태아 혈청(부품 번호 
10437-036) 및 페니실린-스트렙토마이신-글루타민(100X)(부품 번호 10378-016)은 
Thermo Fisher Scientific(Waltham, MA)에서 구입했습니다.
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어세이 및 실험 구성 요소

TMRE-Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit(부품 번호 ab113852)의 
일부인 TMRE 형광 염료, Kinetic Apoptosis Kit(부품 번호 ab129817)의 일부인 
pSIVA-IANDB 녹색 형광 프로브, DRAQ7 근적외선 형광 염료(부품 번호 ab109202) 
및 알려진 토포이소머라제 I 억제제인 camptothecin(부품 번호 ab120115)은 
Abcam(Cambridge, MA)에서 제공되었습니다.

세포 준비

준비된 배지에 있는 총 2000개의 HT-1080 섬유육종 세포를 96웰 조직 배양 처리된 
마이크로플레이트의 웰에 첨가했습니다. 마이크로플레이트를 37°C/5% CO2에서 밤새 
배양하여 세포가 웰에 부착되도록 했습니다.

시약 및 억제제 희석

어세이 시약을 배지에서 다음 1x 작업 농도로 희석시켰습니다: 200nM TMRE; 10μL/mL  
pSIVAIANDB; 3μM DRAQ7. Camptothecin은 연속 1:4 희석을 사용하여 10μM에서 
0μM까지 8-포인트 적정을 생성하기 위해 시약이 포함된 배지에 희석시켰습니다.

어세이 절차

밤새 세포를 부착한 후, 배지를 마이크로플레이트에서 제거하고 화합물 희석액 외에 
TMRE, pSIVA 및 DRAQ7 시약을 포함하는 배지로 교체했습니다. 그런 다음 플레이트를 
이전에 37°C/5% CO2로 설정된 대기압 조건에서 BioSpa 8에 넣었습니다. 가습 환경을 
만들기 위해 팬에 물을 추가했습니다. 48시간 배양 기간 동안 총 25회의 이미징 반복과 
2시간마다 테스트 웰의 고대비 명시야 및 형광 이미징을 얻기 위해 플레이트가 자동으로 
Cytation 5로 이송되도록 BioSpa 8 소프트웨어를 프로그래밍했습니다. 웰당 대표적인 
세포 군집을 캡처하기 위해 각 채널(표 5)에서 단일 4x 이미지를 포착했습니다. 표적 
세포층에 적절하게 초점을 맞추고 가장 효율적인 감도를 보장하기 위해 레이저 자동 
초점이 통합되었습니다.

이미지 처리

캡처 후, 표 6의 설정을 사용하여 각 채널에서 백그라운드 신호(high background signal)를  
제거하기 위해 분석 전에 이미지를 처리했습니다.

표 5. 채널당 세포 이미징

이미징 채널 대상

HCBF 모든 세포

GFP 사멸 세포

RFP 활성 미토콘드리아 막 전위

CY5 괴사 세포

표 6. 이미지 전처리 파라미터.

2D 이미지 전처리 파라미터

채널 이미지 전처리 적용 백그라운드 롤링 볼 직경

HCBF 예 어두움 25

GFP 예 어두움 자동

RFP 예 어두움 150µm

CY5 예 어두움 자동
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처리된 이미지의 세포 분석

표 7 및 8의 기준을 사용하여 활성 미토콘드리아, 세포 사멸 및 괴사 활성에 대한 기준을 
충족하는 세포 수 외에 이미지당 총 세포 수를 결정하기 위해 처리된 이미지에 대해 세포 
분석을 수행했습니다.

표 7. 1차 및 2차 분석 기준.

총 세포 1차 분석

채널 Tsf[명시야]

임계값 10,000

백그라운드 어두움

접촉 개체 분할 체크됨

마스크의 홀 채우기 체크됨

최소 개체 크기 5μm

최대 개체 크기 100µm

1차 엣지 개체 포함 체크 해제됨

전체 이미지 분석 체크됨

고성능 검출 옵션

롤링 볼 직경 25µm

이미지 스무딩 강도 0

백그라운드 평가 켜짐 최저 픽셀의 5%

활성 미토콘드리아 세포 2차 분석

채널 Tsf[RFP]

2차 마스크 내에서 측정 체크됨

유형 1차 마스크 제외

1차 마스크로부터의 거리 1μm

링 폭 25µm

임계값 5,000

스무딩 0

분석법 마스크 전파

관심 지표 영역_2[Tsf[RFP]]

세포 사멸 세포 2차 분석

채널 Tsf[GFP]

2차 마스크 내에서 측정 체크됨

유형 1차 마스크 제외

1차 마스크로부터의 거리 1μm

링 폭 25µm

임계값 10,000

스무딩 0

분석법 마스크 전파

관심 지표 평균_2[Tsf[GFP]]

괴사 세포 2차 분석

채널 Tsf[CY5]

1차 마스크 내에서 측정 체크됨

1차 마스크 확장 15µm

관심 지표 평균[Tsf[CY5]]
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표 8. 이미지 전처리 파라미터.

하위 모집단 기준

세포 하위 모집단 채널 관심 지표 양성 세포 차단 기준

활성 미토콘드리아 RFP 영역_2[Tsf[RFP]] >100µm2

세포 사멸 GFP 평균_2[Tsf[GFP]] >10000 RFU

세포 괴사 CY5 평균[Tsf[CY5]] >2000 RFU

결과 및 토의
무표지 총 세포 계수

48시간 camptothecin 배양 기간 동안 총 세포 수를 정량화하기 위해 고대비 명시야, 
무표지 라이브셀 이미징을 수행했습니다. 세포의 초점 평면은 레이저 자동 초점을 
통해 자동으로 결정되었으며(그림 26A), 추가 이미지는 원래 초점 평면보다 약 
300μm 아래에서 캡처되었으며(그림 26B) 자동으로 전처리되어(표 6) 세포 대비를 
증가시켰습니다(그림 26C). 그런 다음 표 7의 총 세포 1차 분석 파라미터를 사용하여 
정량 분석을 수행하고, 세포 주위에 개체 마스크를 배치하여(그림 26D), 이미지당 총  
세포 수를 결정했습니다.

그림 26. 고대비 명시야 이미지 캡처, 전처리 및 분석. (A) 총 HT-1080 세포의 4x 초점 이미지. (B) 총 HT-1080 
세포의 4x 초점이 맞지 않는 이미지. (C) 초점이 맞지 않는 이미지의 전처리. (D) 전처리된 이미지의 세포 분석. 
이미지 내의 전체 세포 주위에 개체 마스크(빨간색)가 배치됩니다.

A B C D

키네틱 전체 세포 분석 결과(그림 27)는 camptothecin 농도의 증가가 HT-1080 세포 
증식에 미치는 효과를 확인시켜 주었습니다. 정확한 세포 수는 또한 고대비 명시야를 
사용한 1차 세포 분석이 긍정적으로 영향을 받은 세포 수를 정규화하여 사용 방법을 
보여줍니다.

총 키네틱 세포 계수

Time (Hours)
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그림 27. 키네틱적 HT-1080 총 세포 용량 반응 
곡선. 이미지당 평균 세포 수는 각 시점에서 각 
화합물 처리의 3회 반복 웰로부터 계산되었습니다. 
Camptothecin 농도는 다음과 같습니다: 
10,000nM, 2,500nM, 625nM, 156nM, 39nM, 
9.8nM, 2.4nM, 0nM.
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미토콘드리아 막 전위

TMRE 세포 투과 염료를 0의 시간에 첨가하여 미토콘드리아 막 전위를 
모니터링했습니다. 염료가 양전하를 띠기 때문에 음전하를 띤 미토콘드리아에 쉽게 
축적되는 반면, 탈분극된 미토콘드리아는 막 전위를 감소시키고 염료를 격리하지 
않습니다. Cytation 5 RFP 이미징 채널은 TMRE 프로브의 신호를 캡처하는 데 
사용되었습니다. 시간 0의 세포(그림 28A)는 활성 미토콘드리아를 함유하여 넓은 
영역의 세포질 프로브 신호를 유도했습니다. 미토콘드리아 막 온전성의 상실은 
프로브 발현의 감소 및 세포질 신호의 영역 축소로 이어집니다(그림 28B). 활성 
미토콘드리아 세포 2차 세포 분석(표 7)은 TMRE 프로브 RFP 신호 주위에 개체 
마스크를 배치했습니다(그림 28C 및 28D). 최소 개체 영역 기준(표 8)을 설정함으로써 
시간 경과에 따른 이미지당 활성 미토콘드리아 세포의 수가 결정되었습니다(그림 28E). 
이어서, 이 숫자를 이전에 결정된 총 세포 수로 나누어 키네틱적 활성 미토콘드리아 세포 
비율을 계산함으로써 정규화했습니다(그림 28F).

그림 28E 및 28F에 플롯된 곡선은 camptothecin이 미토콘드리아 막 온전성에 
부정적인 영향을 미쳐 세포 사멸을 유도한다는 알려진 현상을 입증했습니다.24 또한, 
이러한 결과는 BioSpa와 Gen5가 TMRE 라이브셀 미토콘드리아 막 전위 프로브를 
사용하여 정확한 결과를 제공할 수 있음을 확인시켜줍니다.

그림 28. 활성 미토콘드리아 이미징 및 분석. 2,500nM camptothecin을 사용하여 (A) 0시간; (B) 48시간의 배양 
후 4x 대물렌즈 및 RFP 이미징 채널로 캡처한 이미지. (C) 0시간 및 (D) 48시간 동안 2,500nM camptothecin으로  
처리된 세포의 활성 미토콘드리아 신호 주위에 2차 마스크를 배치하기 위해 세포 분석을 수행했습니다. 흰색: 
전처리된 고대비 명시야 세포 영역. 주황색: TMRE 세포질 신호. 빨간색: 개체 마스크. 그런 다음 (E) 총 활성 
미토콘드리아 세포 및 (F) 이미지당 미토콘드리아 세포 비율에 대해 키네틱 곡선을 플롯했습니다.

A B C D

활성 미토콘드리아 세포 계수 활성 미토콘드리아 세포 비율
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세포 사멸 외부 phosphatidylserine 노출

Phosphatidyserine(PS)은 건강한 세포막의 세포질 표면에 존재하는 인지질이며, 
세포 사멸의 초기 단계에서 외막으로 이동합니다. pSIVA(Polarity sensitive indicator 
of viability and apoptosis)인 가역 결합 프로브는 외부에 노출된 PS에 결합하여 
강렬한 녹색 신호를 생성하고 PS가 내부화될 때 방출됩니다. GFP 이미징 채널은 
pSIVA 형광 신호가 세포와 함께 camptothecin 배양 시 증가함에 따라 이를 검출하는 
데 사용되었습니다(그림 28A 및 28B). 세포 사멸 세포 이차 세포 분석(표 7)은 세포질 
pSIVA 프로브 GFP 신호 주위에 개체 마스크를 배치했습니다(그림 28C 및 28D).

세포 사멸 유도 시 pSIVA 프로브로부터의 신호는 면적과 무관하므로, 최소 개체 평균 
기준(표 8)은 시간 경과에 따른 사멸 세포를 식별했으며(그림 29E) 이는 총 세포 수에 
대해 다시 정규화되었습니다(그림 29F). 이들 그래프는 이미징 및 분석을 통해 다중화된 
환경에서 camptothecin 유도된 pSIVA 사멸 신호를 검출하고 정량화할 수 있음을 
확인시켜 주었습니다.

그림 29. 세포 사멸 이미징 및 분석. 2,500nM camptothecin을 사용하여 (A) 0시간; (B) 48시간의 배양 후 4x 
대물렌즈 및 GFP 이미징 채널로 캡처한 이미지. (C) 0시간 및 (D) 48시간 동안 2,500nM camptothecin으로 
처리된 세포의 pSIVA 신호 주위에 2차 마스크를 배치하기 위해 세포 분석을 수행했습니다. 흰색: 전처리된 
고대비 명시야 세포 영역; 녹색: pSIVA 세포질 신호; 빨간색: 개체 마스크. 그런 다음 (E) 총 사멸 세포 및 (F) 
이미지당 사멸 세포 비율에 대해 키네틱 곡선을 플롯했습니다.

사멸 세포 계수
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괴사 세포의 막 온전성 손실

근적외선 세포 비침투성 염료인 Deep Red Anthraquinone 7(DRAQ7)은 괴사의 징후인 
세포 막 온전성 손실 시 세포핵에 결합하여 CY5 이미징 채널을 사용하여 캡처된 빨간색 
형광 신호를 생성합니다. pSIVA와 유사하게, DRAQ7 형광 신호는 세포와 camptothecin 
배양 시 증가했습니다(그림 29A 및 29B). 괴사 세포 2차 세포 분석(표 7)은 핵 프로브 
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CY5 신호 주위에 개체 마스크를 배치했습니다. 최소 개체 평균 기준(표 8)은 시간이 
지남에 따라 괴사 세포를 다시 식별하고 총 세포 수로 정규화되었습니다(그림 30C).  
이 그래프는 이미징 및 분석으로 다중화 설정에서 단일 웰로부터 TMRE, pSIVA 및 
DRAQ7 신호의 camptothecin 유발 변화를 감지하고 정량화할 수 있음을 입증했습니다.

괴사 세포 비율
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그림 30. 세포 괴사 이미징 및 분석. 2,500nM camptothecin을 사용하여 (A) 0시간; (B) 48시간의 배양 후  
4x 대물렌즈 및 CY5 이미징 채널로 캡처한 이미지. (C) 1차 및 2차 세포 분석 후 이미지당 괴사 세포 비율.

가변 배양 분석 비교

BioSpa의 장점은 특정 시점뿐만 아니라 연장된 배양 기간 동안 키네틱적으로 일정한 
간격으로 camptothecin 처리 효과를 모니터링할 수 있다는 것입니다. 그림 31에 
따르면, 0시간, 12시간, 24시간 및 48시간 camptothecin 처리 후 결정된 괴사 세포 
비율로부터 플롯된 용량 반응 곡선에서 생성된 계산된 EC50 값은 단기 배양이 테스트 
분자의 실제 효능에 대한 잘못된 가정으로 이어질 수 있음을 보여줍니다. 키네틱 분석을 
도입하면 정확한 결론을 내릴 수 있습니다.

0시간, EC50 = 수렴되지 않음
12시간, EC50 = 332nM

24시간, EC50 = 211.8nM

48시간, EC50 = 160nM
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그림 31. 이미지 용량 반응 곡선당 camptothecin 괴사 세포 비율. 0, 12, 24, 48시간 동안 camptothecin 배양 
후 이미지 곡선당 유도된 괴사 세포 비율.

Cytation 5의 다중 형광 이미징 검출 채널을 사용하면 라이브셀 TMRE, pSIVA 및 
DRAQ7 프로브를 동일한 웰 내에서 다중화할 수 있어 다중 세포 사멸 경로를 측정하는 
간단하고 강력한 분석법을 제공합니다. BioSpa가 제공하는 적절한 환경 조건을 
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사용하면 연장된 배양 기간 동안 자동으로 이미지를 캡처할 수 있으므로 각 테스트 
분자의 효과에 대한 보다 완전한 그림을 얻을 수 있습니다. 마지막으로, 세포 분석 기술을 
Gen5 소프트웨어와 통합하면 정규화된 키네틱 유도 곡선과 시간 경과에 따른 여러 
테스트 농도의 반응을 확인하여 정확한 결론을 추론할 수 있습니다.

세포 증식, 생존력, 세포 사멸 및 괴사 측정을 위한 표지 분석에 Agilent BioTek 현
미경을 사용한 최근 발행물
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명시야 현미경으로 Saccharomyces cerevisiea 성장 실시간 모니터링

어세이 원리
효모는 출아 또는 분열을 통해 무성생식하는 단세포 진핵생물입니다(그림 32). 효모의 
크기는 다양할 수 있지만 일반적으로 직경은 3-8μm입니다. Saccharomyces cerevisiae는  
과학 연구, 베이킹 및 발효에 가장 일반적으로 사용되는 균주이며 효모라는 용어와 
동의어가 되었습니다.

고정된 환경에서 배양할 때 효모 세포는 (1) 유도; (2) 대수성장; (3) 감속; (4) 정지의  
4단계로 쉽게 나눌 수 있는 매우 예측 가능한 성장 패턴을 따릅니다. 유도기에서는 새로  
도입된 효모가 성숙하고 환경에 적응하기 때문에 성장이 일어나지 않습니다. 그 다음에는 
세포가 빠르게 성장하고 분열하는 대수성장기가 이어집니다. 세포 수에 비해 영양분은 
과잉이고, 노폐물은 미미할 정도로 충분히 희석됩니다. 이 단계의 성장률은 1차 
키네틱을 따릅니다. 세포 수가 증가함에 따라 각각 포화 효과가 있는 여러 파라미터 
(예: 기질 및 폐기물)가 중요해짐에 따라 세포 성장이 느려지기 시작합니다. 결국 효모 
세포는 높은 폐기물 농도 또는 완전한 기질 소비로 인해 성장이 일어나지 않는 정지기에 
도달합니다(그림 33).

하지만 이러한 다양한 단계는 성장 데이터의 해석을 어렵게 만듭니다. 정적 환경에서의 
성장률은 효모 세포의 성장 능력뿐만 아니라 영양분 고갈이나 폐기물 부산물의 축적과 
같은 환경 조건의 함수이기도 합니다. 관류 시스템을 사용하면 적절한 성장 영양분을 
유지할 수 있을 뿐만 아니라 생성되는 폐기물을 제거할 수 있으며 성장은 물리적 공간에 
의해서만 제한됩니다.

효모 성장 실험은 광산란 수직 측광법을 사용하여 마이크로플레이트에서 수행되는 
경우가 많으며, 이를 통해 다양한 실험 조건을 빠르게 테스트할 수 있습니다. 세포 수를 
간접적으로 측정하는 이 형식은 효모 세포 부유물이 응집되어 더 이상 부유 상태를 
유지할 수 없어 웰 바닥에 불투명한 덩어리가 형성될 때 어려움을 겪을 수 있습니다. 
이 현상으로 인해 흡광도 수준이 비정상적으로 높아져 분석이 불가능하지는 않더라도 
어려워집니다. 이 기술은 실제 흡광도가 아닌 광산란을 사용하기 때문에 다양한 광학 
장치(예: 다양한 형태의 리더)를 사용하여 측정하면 값이 달라집니다. 마찬가지로, 
크기가 다른 다양한 효모 균주를 비교하는 분석법은 세포 크기가 광산란에 상당한 
영향을 미치기 때문에 종종 문제가 될 수 있습니다.
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그림 32. Saccharomyces cerevisiea.

그림 33. 전형적인 효모 성장 곡선. Saccharomyces 
cerevisiea 부유물을 30°C에서 12시간 동안 YPD 
배지에서 성장시키고 Agilent BioTek Synergy 
H1 멀티모드 리더를 사용하여 2분마다 데이터를 
측정했습니다. 
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용액 주입구 폐기물 
배출구

세포 
주입구

흐름 주입구

흐름 배출구

흐름 배출구

배양 챔버
(A1-D1)

세포 주입구

에어 채널

그림 34. ONIX CellASIC 플레이트 구성.

그림 35. CellASIC 챔버 관측 창. CellASIC에는 완전히 분리된 4개의 관측 셀이 있으며, 각 셀에는 관류액을 
위한 6개의 서로 다른 주입구 소스가 있습니다. 관측 챔버 C1을 나타내었습니다.

기존의 ONYX 플레이트

ONIX Y04C-02 미세유체 플레이트는 반수체 효모 세포를 이용한 관류 연구를 위해 
ONIX2 미세유체 시스템과 함께 사용하도록 설계된 4챔버 세포 배양 플레이트입니다. 
Y04C 플레이트에는 4개의 독립 단위(A-D)가 있으며, 각각에는 6개의 주입구 웰(1-6), 
세포 주입구(8) 및 큰 배출구 웰(7)이 있습니다. 웰의 각 행(A-D)은 해당 배양 챔버를 
지정합니다(그림 34).

4개의 배양 챔버는 모두 단일 관측 창에 위치하여 이미징 대물렌즈 X-Y 이동을 
최소화합니다.  각각에는 시약과 성장 배지를 제공하기 위한 6개의 별도 미세유체 
주입구가 있습니다(그림 35).
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각 챔버는 3.0mm x 3.0mm 면적이며 유리와 상부 천장 사이의 높이가 서로 다릅니다
(3.5, 4.0, 4.5μm). 트랩 높이는 세포 주입구 소스에서 챔버를 가로질러 이동함에 따라 
거리가 감소합니다(그림 36).

주입구
배출구 7로 연결

배출구 7로 연결

세포 주입구 8

탄성 
천장

유리

그림 36. 배양 챔버. 배양 챔버에는 세 가지 다른 트랩 높이와 함께 9개의 위치 마커 "c"가 있습니다.

그림 37. 세포 트래핑 메커니즘.

각 관측 챔버는 단일 초점면을 유지하기 위해 이미징 유리 표면에 세포를 고정하는 
탄성 천장을 사용합니다. 세포가 관측 챔버에 걸리는 압력에 의해 이동하면서 결국 탄성 
천장과 유리 이미징 표면 사이에 갇혀 안정됩니다(그림 37).

재료 및 분석법
BactoYeast 추출물, 포도당, BactoPeptone, 염화나트륨, 일염기성 및 이염기성 인산염 
분말, 에탄올은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO)에서 구입했습니다. 효모 균주 By4742는  
ATCC(부품 번호 4012458)에서 구입했습니다. YPD(Yeast Extract-Peptone-Dextrose) 
배지는 BactoYeast 추출물 10g, BactoPeptone 20g 및 Dextrose 20g을 물 1리터에 
용해하고 고압멸균하여 준비했습니다. 필요한 경우 Milli Q 물 또는 표시된 시약을 
사용하여 YPD를 희석했습니다. 

모든 실험은 동일한 일반적인 형식을 따랐습니다. YPD 배지(50mL)를 사용한 효모 
밤샘 스톡 배양물을 30°C의 250mL 삼각 플라스크에서 125RPM의 궤도 진탕으로 
성장시켰습니다. 성장 실험에 앞서, 각 밤샘 배양 스톡 배양액 100μL를 신선한 1x YPD  
배지 9.9mL로 희석했습니다. 그런 다음 희석된 세포(50μL)를 세포 주입구 웰(위치 8)을  
사용하여 CellASIC Y04C-02 플레이트에 로드했습니다. 실험에 필요한 대로 시약을 
용액 주입구(위치 1-6)에 로드했습니다. 관류 타이밍과 속도는 ONIX2 Microfluidic 
시스템(Millipore-Sigma)을 사용하여 제어했습니다. 관류 압력은 10kPa로 
설정되었으며, 명시되지 않는 한 로드 직후 관류가 시작되었습니다.
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이미징

몽타주 명시야 이미지(2x2)는 20x 대물렌즈가 장착된 Agilent BioTek Lionheart FX 
자동화 현미경을 사용하여 12시간 동안 5분마다 키네틱적으로 생성했습니다. 카메라 
노출 설정은 각 실험 시작 시 수동으로 최적화되었으며 레이저 자동 초점을 사용하여 
이미지 초점이 유지되었습니다. 온도 조절이 활성화되었으며 달리 명시되지 않는 한  
30°C였습니다.

분석

몽타주 명시야 이미지는 선형 혼합 융합 분석법을 사용하여 스티칭했습니다. 효모 
세포를 식별하기 위해 스티칭한 명시야 이미지의 개체 마스크 계수로 세포 성장을 
평가했습니다. 백그라운드 선택은 "Light"로 설정되었으며 백그라운드 평탄화를 위한 
롤링 볼 직경은 3μm였습니다. 마스크 임계값은 4,500으로 설정되었으며, 1μm보다 
작거나 10μm보다 큰 개체는 제외됩니다.

결과 및 토의
배지 농도

세포 성장에 미치는 영양분 농도의 영향을 YPD 배지의 희석을 통해 조사했습니다. 
희석되지 않은 YPD(100%)를 물로 일련의 1:10 비율로 희석하고 관측 챔버에 
관류했습니다. 그림 38에서 볼 수 있듯이 성장 영양분의 희석은 세포 성장 속도에 현저한 
영향을 미칩니다. 배지의 영양분이 물로 희석됨에 따라 세포 증식이 급격히 감소합니다. 
1,000배 희석된 YPD를 사용한 관류는 12시간 동안 사실상 성장이 없는 반면, 완전 
배지는 같은 기간 동안 세포 수가 5,000% 증가했습니다.

염분 민감성

성장 배지의 이온 강도는 효모 세포가 탈이온수 또는 증류수로 희석된 제제화된 
영양분으로 구성되지 않은 혼합물에서 증식될 때 문제가 됩니다. 예를 들어, 오염된 
물의 정화 또는 셀룰로오스 분해물의 발효는 다양할 수 있으며 다량의 이온을 포함할 수 
있습니다.

효모 세포는 높은 염화나트륨 농도에서 성장 시 상당한 내성을 나타냅니다(그림 39). 
로드된 세포에 YPD 함유 외인성 NaCl을 관류시켜 효모 세포 성장에 미치는 이온 
강도의 효과를 평가했습니다. 최종 염화나트륨 농도가 0-1M 범위가 되도록 4가지 NaCl 
희석액을 추가했습니다. YPD의 농도는 모든 챔버에서 동일했습니다(90%). 고염 농도
(1M)는 세포 증식을 효과적으로 막는 반면, 0.5M 염화나트륨을 관류한 효모는 처리되지 
않은 효모 배양액 농도의 거의 80%까지 성장할 수 있었습니다. 낮은 염분 조건에서 
처리되지 않은 세포와 동일하거나 약간 더 나은 세포 성장이 가능했습니다.
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그림 38. 효모 세포 성장에 미치는 영양분 농도의 
영향.

그림 39. 이온 강도가 효모 세포 성장에 미치는 
영향. 효모 세포는 다양한 농도의 염화나트륨을 
함유한 YPD 배지로 관류되었고 세포는 명시야로 
이미지화되었습니다. 이미지 분석 세포 수는 시간의 
함수로 표시되었습니다. 각 데이터 포인트는 단일 
관측 챔버의 시점을 나타냅니다. 
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pH 감도

효모 세포 성장에 미치는 pH의 영향을 시험하기 위해, Saccharomyces cerevisiea 
배양물을 pH 4.5-9.5 범위에서 20mM 인산염이 보충된 YPD로 관류시켰습니다. 
모든 배양에서 YPD는 혼합물의 80%를 차지하고 인산염 완충액은 나머지 20%를 
차지합니다.

효모는 알칼리에 비해 산성 조건에서 훨씬 더 잘 성장하는 경향이 있습니다. 이는 pH 4.5 
YPD 혼합물로 관류된 세포가 pH 7.5 배지 농도의 거의 두 배까지 성장하는 그림 40에서 
입증됩니다. 알칼리 혼합물(pH 9.5)은 산성 배양보다 상당히 느린 성장을 보였지만 
여전히 복제가 가능했습니다.

에탄올 내성

효모는 설탕 발효의 부산물로 에탄올과 이산화탄소를 생성합니다. 폐기 부산물의 
농도가 중요해짐에 따라 그 존재는 세포 성장에 해를 끼칠 수 있습니다. 에탄올의 영향을 
조사한 결과, 높은 수준의 에탄올이 By4742 균주의 효모 성장을 억제한다는 것이 
분명해졌습니다. 이 세포들은 1% 이하의 에탄올 수준에 상당히 내성이 있습니다. 이러한 
수준 이상에서는 효모 균주의 성장이 현저하게 감소하는 것이 관측됩니다(그림 41).

Nocodazole 노출

Nocodazole은 미세소관의 중합을 방해하여 효과를 발휘하는 강력한 항종양제입니다.25 
출아 효모에서는 세포 주기의 G2/M 단계에서 세포를 정지시켜 모세포에서 분리되지 
않는 큰 아체를 생성합니다(그림 42).
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확대된 효모 세포

그림 40. 효모 세포 성장에 미치는 pH의 영향. 효모 
세포를 CellASIC 플레이트에 로드하고 다양한 pH 
수준의 인산염 완충액을 함유한 YPD(80%)를
관류했습니다. 데이터는 초기 판독값에서 세포 수의 
변화율을 나타냅니다. 각 데이터 포인트는 단일 관측 
챔버의 고유한 시점을 나타냅니다.

그림 41. 효모 세포 성장에 미치는 에탄올의 영향. 
효모 세포를 CellASIC 플레이트에 로드하고 다양한 
pH 수준의 인산염 완충액을 함유한 YPD(90%)를
다양한 농도의 에탄올. 데이터는 초기 판독값에서 
세포 수의 변화율을 나타냅니다. 각 데이터 포인트는 
단일 관측 챔버의 시점을 나타냅니다.

그림 42. 세포 주기의 명시야 이미지에 
Saccharomyces cerevisiea 세포가 포착되었습니다.  
30μM nocodazole로 3시간 동안 처리된 효모 
세포를 60x 에어 대물렌즈를 사용하여 명시야에서 
이미징했습니다.
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그림 43. Nocodazole을 관류한 효모 세포의 
키네틱적 성장 곡선. 효모를 CellASIC 플레이트에 
로드하고 즉시 YPD 배지를 관류시켰습니다.  
3시간 후, 관류 혼합물을 YPD에 다양한 농도의 
nocodazole을 포함하도록 변경했습니다. 
Nocodazole 관류의 시작은 화살표로 표시됩니다. 
데이터 포인트는 단일 관측 챔버의 초기 세포 계수에 
대한 변화율을 반영합니다.

그림 44. 0µM 또는 50µM nocodazole을 관류한 
Saccharomyces cerevisiea의 세포 수 비교. 효모 
세포를 CellASIC 플레이트에 로드하고 YPD 배지 
관류로 성장시켰습니다. 3시간 후 관류 혼합물을 
0μM 또는 50μM nocodazole을 함유하는 YPD로 
변경했습니다. 데이터는 개별 세포의 키네틱 세포 
수를 반영합니다.

G2/M에 정지된 출아 딸 효모 세포는 종종 모세포에서 분리되지 않고 일반적으로 확대된 
표현형을 나타냅니다. 이러한 현상은 세포 증식의 감소로 관측될 수 있습니다. 그림 
12에서 볼 수 있듯이 nocodazole에 의한 세포 주기 차단은 농도에 따라 달라집니다. 
50μM nocodazole에 노출된 세포는 노출 직후 사실상 증식을 멈춥니다. 더 낮은 
농도에서는 세포 증식의 감소가 관측됩니다(그림 43).

관류의 효과는 그림 44에 나와 있습니다. CellASIC 플레이트에 분주되고 YPD 배지로 
관류된 효모 세포는 세포 발아를 통해 수가 증가합니다. 50μM nocodazole로 관류를 
시작한 직후, 배양은 분열을 멈추고 세포 수는 더 이상 증가하지 않습니다. 배양은 동시에 
분주되지만 계속해서 아체가 생기고 세포 수가 급격히 증가합니다.

이러한 데이터는 ONIX2 미세유체 플랫폼과 함께 Lionheart FX로 세포를 계수하여 
효모 성장을 정량화할 수 있음을 보여줍니다. 반복적인 이미징을 위해 CellASIC Y04C 
플레이트가 다양한 크기의 트랩을 사용하여 모세포를 고정합니다. 명시야 이미징과 
디지털 이미지 분석을 통해 실시간으로 세포 정량을 수행할 수 있습니다.

배양물의 관류는 신선한 영양분을 추가할 뿐만 아니라 폐기물을 제거하는 수단을 
제공합니다. 한 가지 예로, 발효에 의한 에탄올 생산을 들 수 있습니다. 이 폐기물은 
영양분의 유무에 관계없이 성장을 효과적으로 제거하는 수준까지 축적될 수 있습니다. 
연속 흐름 시스템에 의한 이 부산물의 제거는 부산물 축적으로 인한 정지상을 방지할 
수 있다고 생각됩니다. 균주 개발의 맥락에서 이는 에탄올 저항성을 개발할 필요성을 
없애줍니다.

일반적으로, 관류를 사용하면 감소되지 않는 성장이 가능하여 영양분이 추가되지 않고 
폐기물이 지속적으로 제거되지 않는 정적 실험에서 관찰되는 정지상이 거의 완전히 
제거됩니다. 관측 영역 챔버가 완전히 채워지면 세포 성장으로 인해 세포가 이미징 영역 
밖으로 밀려나면서 세포 수에 변화가 없어지기 시작합니다. 더 큰 몽타주를 사용하는 
이미징을 통해 실험 창을 연장할 수 있습니다.

이러한 데이터는 ONIX2 미세유체 플랫폼과 함께 Lionheart FX를 사용하여 효모 
세포 성장의 환경적 변화와 약물 유발 변화를 모두 모니터링할 수 있음을 보여줍니다. 
데이터는 광산란을 기반으로 한 간접 측정이 아닌 실제 세포 수입니다. 이러한 
실험에서는 효모 균주의 능력을 분석하기 위해 긴 키네틱 실행을 사용했습니다. 
주의해야 할 중요한 점은 현저하게 다른 성장률에도 불구하고 일부 다른 배양 조건에서 
최종 세포 밀도가 동일했다는 것입니다. 이는 장기간 배양이 끝난 후 엔드포인트 결정이 
누락되었을 수 있다는 사실을 나타냅니다. 실시간으로 효모 세포를 자동 계산하는  
Gen5의 기능으로 데이터 분석이 간소화되었습니다.
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