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            Abstract
          
        

        
          세포 배양기를 이용한 세포배양 관찰 및 세포 기반 분석 작업은 신약 개발 등에 있어서 중요한 요소 중 하나이다. 하지만 현재 대부분의 상용화된 세포 배양기는 크기가 커서 운반, 설치 및 유지 보수에 많은 비용이 소비된다. 이에 본 논문에서는 세포 배양 시 가장 중요한 요소인 온도와 습도가 제어되는 소형 세포 배양기의 시스템을 제안하고 이의 컨트롤러를 개발하였다. 세포 배양의 조건을 확인하기 위하여 온도 및 습도 제어 프로그램을 작성하여 장치를 구동하고 결과를 확인하였다. 실험결과 대형 세포 배양기와의 차이가 거의 존재하지 않는 것을 알 수 있었으며 향후 신약개발 및 약물평가 등의 분야에서 제안된 소형 세포 배양기 시스템이 활용 가능할 것으로 기대된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Cell culture observation and cell-based assay using a cell incubator are one of the important factors in the development of new drugs. However, most commercial cell incubators are large in size and are expensive to transport, install and maintain. In this paper, we propose a small cell incubator system that controls temperature and humidity, which is the most important factor in cell culture, and developed its controller. In order to confirm the condition of cell culture, a temperature and humidity control program was prepared and the device was driven and the results were confirmed. Experimental results show that there is almost no difference from large-scale cell incubator. It is expected that the proposed small cell incubator system will be available in the field of new drug development and drug evaluation in the future.
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      Ⅰ. 서 론
      최근 바이오산업의 비약적인 발전 및 신약 개발 등에 활용을 위해 세포 배양기를 활용한 실시간 세포배양 관찰 및 세포 기반 분석 작업이 증가하고 있다[1]-[3]. 세포 기반 분석기술(Cell-based Assays)은 줄기세포, 3D 배양 등의 신기술의 급속한 발전으로 관련 연구 및 신산업으로의 성장이 기대되는 분야이며[4][5], 2014년 기준으로 세포 기반의 분석시장은 연 34억 달러의 세계적 규모를 형성하였으며 향후 10년 동안 연평균 11% 이상으로 꾸준히 성장하고 확대될 전망이다[6].

      세포배양을 위해서는 현미경, 배양기, 배양 용기 등이 필요한데 이 중 배양기는 온도, 습도, 가스농도 등의 조건들을 상시적으로 충족시켜주는 장치를 말한다. 현재 그림 1과 같은 상용화된 세포 배양기가 시중에 판매되고 있다. 하지만 현재 대부분의 상용화된 세포 배양기는 형태와 크기에 있어 냉장고와 유사하다. 이러한 대형 세포 배양기는 운반이 쉽지 않고 설치와 유지, 보수에 비용이 많이 소비되며 실시간 세포 관찰이 어려운 상황이 대부분이다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Commercialized cell incubator
        
        

        

      

      보통 세포 배양은 실험용 쥐에서 추출한 세포를 배양액과 함께 배양 용기에 넣어 세포 배양기 안에서 배양을 하는데, 이때 온도, 습도, CO2 농도 등의 배양조건이 세포생존에 지대한 영향을 끼치기 때문에 항상 유지되어야 한다.

      기존의 상용 세포 배양기는 내부 구조가 밀폐되어 있기 때문에 세포배양과 동시에 관측할 수 있는 장비를 내부에 구축하기 어렵다. 그러므로 배양을 위해서는 상용화 된 배양 용기에 세포를 담아 밀폐된 세포 배양기 내부에서 배양하게 되는데 이때 세포 관측을 위해서는 배양 용기를 배양기에서 꺼내어 배양 조건이 불충분한 환경에서 현미경을 이용하여 관측하게 된다.

      신약의 화학적 특성을 분석하기 위해서는 보통 세포를 배양하면서 생물현미경으로 세포의 형상이나 움직임을 관측하여야 한다[7]-[9]. 이 때 배양조건이 불충분한 공간에 세포가 장시간 노출되게 되어 세포의 생물학적 특성이 변하게 된다. 이러한 문제를 해결하기 위해 현미경 위에 장착이 되며 온도, 습도, CO2 농도를 유지할 수 있는 장치가 필요한 것이다.

      앞서 언급한 문제들을 해결하기 위해서 대형 세포 배양기를 소형화하고 각 조건과 기능들을 소형 세포 배양기에서 구현시키는 방법이 요구된다. 이를 구현하기 위해서 장치의 소형화, 센서 신호처리, 히터 제어 등의 기술이 요구되며 이러한 기술들을 접목하여 배양조건이 충족되는 소형 세포 배양기가 필요한 상황이다.

      이에 본 논문에서는 현미경에 장착된 테이블 위에 거치가 가능하고 세포 배양 및 관찰이 동시에 가능한 온습도가 제어되는 소형 세포 배양기 시스템을 제안하고 그 컨트롤러를 개발하고자 한다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 소형 세포 배양기 시스템
      
        2.1 전체 시스템 구성
        본 논문에서 제안하는 전체적인 시스템의 구성은 그림 2와 같다. 크게 챔버(Chamber)와 컨트롤러, 가습기로 이루어져 있다. 세포 배양기 내부의 온도 및 습도를 제어하기 위하여 상하부 챔버에 히팅 글라스(Heating Glass)를 이용하여 내부가 보이는 구조로 제작을 하여 서로 결합되는 세포배양 챔버를 구성하였다. 가습기는 CO2 가스를 습기와 함께 공급하는 역할을 하게 된다. 또한 이들을 제어하기 위한 터치형 소형 PC가 장착된 컨트롤러를 개발하였다. 본 논문에서 개발한 컨트롤러는 세포 배양 시 가장 중요한 요소인 온습도를 제어하는 역할을 담당하게 된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Configuration of whole system
          
          

          

        

      

      
        2.2 컨트롤러 설계
        컨트롤러는 메인 보드, 전원 공급장치, 터치형 소형 PC로 구성되어 있다. 세포 배양기 내부에 장착되어 있는 센서 및 히터를 제어하는 역할을 하게된다. 제작된 PCB는 크게 전원부, 제어부, 통신부, AC 전원 제어부, PT100 온도센서 측정부로 구성되어 있다.

        아트웍(Artwork) 설계 시 DC와 AC부를 철저히 구분하여 AC 노이즈 방지와 쇼트로 인한 발열 및 화재를 예방할 수 있도록 설계되었다. 특히 PT100 온도센서 측정 시 노이즈를 최소화하기 위하여 디지털 그라운드와 아날로그 그라운드를 분리하여 설계하였고 그라운드 바이어(Via)를 배치하여 그라운드 전위 차이에 따른 문제를 최소화하였다. 그림 3은 제작된 컨트롤러 보드이다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Developed controller board
          
          

          

        

        
          2.2.1 메인 제어부 회로
          메인 제어부에 사용되는 마이크로 컨트롤러는 ATmega128을 사용하였다. ATmega128에 내장된 10비트 AD 컨버터를 이용하여 실시간으로 온도를 측정하고 이 데이터를 기반으로 AC, DC 히터를 PWM(Pulse Width Modulation) 제어를 한다. 또한 USART 통신을 활용하여 PC와 데이터를 송수신하고 모니터링이 가능하며 원하는 제어를 할 수 있는 장점을 가지고 있다. 그림 4는 메인 제어부 회로를 나타낸다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Main control circuit
            
            

            

          

        

        
          2.2.2 DC-DC 컨버터
          DC 전원회로는 24V 전압이 인가될 때 각각 12V와 5V를 출력되게 설계되었다. 글라스 히터의 경우 최대 25W의 전력을 소모하므로 약 36W까지 출력이 가능한 스위칭 레귤레이터로 설계하였고 메인 제어부는 리니어 레귤레이터로 전원을 공급한다. 그림 5는 DC-DC 컨버터 회로를 나타낸다.

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              DC-DC converting circuit
            
            

            

          

        

        
          2.2.3 PT100 온도센서 측정 회로
          온도센서로 사용된 PT100 센서를 측정하기 위하여 OP amp로 브릿지 회로를 구성하였다. 0~255℃ 온도 값은 0~5V의 전압 값으로 변환되고 변환된 전압 값을 AD 컨버터를 통하여 온도 값으로 변환시켜 표현하였다. 특히 PT100 센서 대신에 195.9Ω의 저항을 삽입하고 가변저항을 조절하여 출력 값을 5V로 조절하면 온도센서 오차를 보정할 수 있는 특징을 가지고 있다. 그림 6은 PT100 온도센서 측정 회로를 나타낸다.

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              PT100 temperature sensor measuring circuit
            
            

            

          

        

        
          2.2.4 히터 제어회로
          DC 히터 제어는 트랜지스터와 MOSFET을 이용하여 구성하였다. 마이크로컨트롤러에서 출력되는 PWM 신호는 상보형(Complementary) 트랜지스터 회로를 거쳐 n-채널 FET를 제어한다. 상보형 트랜지스터 회로는 FET ON/OFF 시간을 최소화시켜 게이트 전압을 충분히 공급하여 발열을 줄여 안정적인 제어가 가능한 특징을 가지고 있다. 그림 7은 히터 제어회로도이다.

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Heater control circuit
            
            

            

          

        

      

      
        2.3 MFC 프로그램
        컨트롤러를 구동시키기 위하여 컨트롤러에 장착된 터치형 소형컴퓨터에 윈도우 기반의 MFC 프로그램을 작성하였다. 작성된 MFC 프로그램은 온도, 습도, 가습기의 온도를 나타내며 직관적인 값을 확인하기 위한 그래프를 실시간으로 확인할 수 있도록 구성하였다. 특히 컨트롤러와의 통신연결을 확인할 수 있는 메뉴를 배치하였다. 측정된 온도 값은 10초 주기로 기록되는 데이터를 저장할 수 특징을 가지고 있다.

        그림 8은 작성된 MFC 프로그램의 구동화면이다. 그림에서 하단의 그래프는 세포 배양기의 온도(상부/하부)와 습도의 변화를 직관적으로 알아볼 수 있도록 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            MFC program running screeen
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 실험 및 고찰
      
        3.1 실험방법
        세포를 배양하기 위한 온도 및 습도에 대한 특성을 확인하기 위하여 세포 배양기 내부에 장착되는 배양 용기를 가공하여 내부에 아두이노 온습도 센서를 배치시켜 각 부분의 온도 및 습도에 대한 분포를 확인하였다.

        그림 9는 소형의 아두이노 센서가 장착된 배양 용기의 모습이다. 사용된 온습도 센서는 SHT31-D이며 I2C 인터페이스를 지원하고 온도는 ±0.3℃, 습도는 ±2%의 측정 정밀도를 가지고 있다.

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            Well plate with arduino sensor
          
          

          

        

      

      
        3.2 결과 및 고찰
        온도 및 습도의 분포를 평가하기 위하여 세포 배양기의 설정 온도 값을 37~40℃로 각각 변화시켜 120분 이상 순차적으로 실험을 진행하였다.

        그림 10은 각각의 설정온도에서의 온도의 변화를 표현하였다. 그래프 A는 설정온도 37℃, B는 38℃, C는 39℃ D는 40℃를 나타내며 표현된 그래프를 통해 알 수 있는 사실은 상온에서 구동을 시작하여 설정된 온도 값에 도달하는 시간은 약 30~40분 정도 소요되며 이후의 온도 값은 외부온도의 영향을 받는 것으로 추정되어 외부온도를 24℃로 보정하였다.

        
          
          

          Fig. 10. 
				
          

          
            Graph of internal temperature of cell incubator
          
          

          

        

        그림 11은 설정온도별 온도 분포 그래프를 나타내며 각 설정 온도별 보정 값에 대한 온도의 상하편차의 균일성은 ±0.46으로 내부온도 편차를 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 11. 
				
          

          
            Calibrated temperature graph for each set temperature
          
          

          

        

        세포 배양기의 내부 평균 습도는 표 1과 같이 설정온도 37~40℃까지의 내부습도가 일정하게 유지됨을 확인할 수 있었으며 최종 습도의 분포는 평균 59.8%이다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Internal average humidity of cell incubator
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Setting Temp.
              	Average Humi.
            

          
          
            	1
            	37℃
            	59.11%
          

          
            	2
            	38℃
            	60%
          

          
            	3
            	39℃
            	59.9%
          

          
            	4
            	40℃
            	60.2%
          

          
            	Average
            	59.8 %
          

        

        

        본 논문의 실험을 통해 확인한 데이터와 기존 상용 대형 세포 배양기와의 비교를 위해 직접적인 가열방식의 구조를 가지고 있는 Thermo사의 세포 배양기의 온습도 특성을 확인하였다. 그 결과 Thermo 사의 제품(311모델)의 최종 온도의 평균값은 36.25℃(±0.42)였고 습도는 평균 61%(±3%)의 측정값을 확인할 수 있었다. 결론적으로 본 논문의 결과 값과 현재 상용화된 세포 배양기와 오차범위 내에서 큰 차이가 없음을 알 수 있었다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 논문에서는 기존에 바이오산업 및 신약 개발 등에 사용되던 대형 세포 배양기를 소형화시켜 제작하고 이를 통해 온습도가 제어되는 컨트롤러를 개발하였다. 세포 배양의 조건을 충족하기 위하여 온도 및 습도 제어 프로그램을 작성하여 장치를 구동하고 결과를 확인하였다.

      실험결과 상용 세포 배양기와의 차이점이 거의 존재하지 않는 것을 본 연구를 통해 알 수 있었으며 앞으로 신약개발 및 약물평가 등 세포기반 분석시장에서 제안된 소형 세포 배양기 시스템이 활용 가능할 것으로 기대된다.

      향후 연구과제로는 현미경 및 스테이지와의 연동을 통하여 세포의 형상을 자동으로 측정하고 기록할 수 있는 시스템을 구축하는 것이다. 이를 통해 본 연구가 향후 바이오산업 발전에 역할을 담당하길 바란다.
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