mlkm)sk

ﬂuorescen(:)gna
— tworcze rozwiniecie klasyki

Mikroskopia HCS/HCA jest uzupelnieniem mikroskopii

klasycznej, ktorej rola w dokumentowaniu morfologii, biochemii

czy réznicowania komorek jest nie do przecenienia.

dy w XV wieku bracia Hans i Zachariasz
Glansenowie budowali pierwszy przy-

rzad umozliwiajacy dziesieciokrotne
powiekszenie obrazu, w wieku XVII Antoni van
Leeuwenhoek konstruowat swoje soczewki,
dzieki ktérym po raz pierwszy cztowiek zoba-
czyt bakterie, czy wreszcie gdy Robert Hook
za pomocg swojego mikroskopu wprowadzit nas
w $wiat komorek, zaden z nich nie przewidy-
wat prawdopodobnie, Ze mikroskopia optyczna
stanie sie podstawowym narzedziem nie tylko
w badaniach naukowych, ale takze w diagno-
styce laboratoryjnej oraz kontroli jako$ci wwielu
dziedzinach przemystu.

Niniejszy artykut koncentruje sie na prezen-
tacji aktualnych mozliwosci, zalet i ograniczen
jednej z odmian mikroskopii optycznej, jaka jest
wysokoprzepustowa automatyczna mikroskopia
fluorescencyjna, umozliwiajaca wieloptaszczy-
znowa analize matematyczna danych z uzyski-
wanych obrazow.

Ewolucja mikroskopii optycznej
Klasyczna mikroskopia optyczna pozwala
na obserwacje w $wietle przechodzacym mate-
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Marek Michatowski

riatu barwionego z uzyciem zwiazkéw chemicz-
nych poprawiajacych kontrast lub specyficz-
nie wigzacych sie z okre§lonymi strukturami
komoérkowymi. Taki sposéb barwienia ograni-
czamozliwosci obserwacji jedynie do materiatu
utrwalonego. Zastosowanie kontrastu fazowego
opracowanego przez Fritsa Zernike’a oraz kon -
trastu interferencyjno-réznicowego, ktéry
wynalazt polski fizyk Jerzy Nomarski, pozwo-
lito na obserwacje preparatéw zywych komérek,
ich ruchow, podziatéw i réznicowania morfo-
logicznego.

Rozwdj optyki, fizyki, elektroniki i metod
rejestracji obrazu doprowadzit do ewolucji
mikroskopii optycznej oraz opracowania mikro-
skopdéw fluorescencyjnych, ktérych odmiang
sa mikroskopy konfokalne.

Tego typu urzadzenia zwiekszaja mozliwo-
Sciidentyfikacji substruktur komoérkowych, ich
lokalizacji lub migracji czy okreslania fenotypu
komorek. Mikroskopia fluorescencyjna umoz-
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liwia obrazowanie materiatu utrwalonego, jak
i obrazowanie przyzyciowe.

Mikroskop epifluorescencyjny zbudowany
jest ze zrédta Swiatta wzbudzajacego fluore-
scencje, ktérym moze by¢ lampa rteciowa, kse-
nonowa, metalo-halogenkowa, LED (ang. light-
-emitting diode, dioda elektroluminescencyjna),
SSI (podobne do zrédet LED; ang. solid-state
illiminator, zrédto Swiatta na ciele statym) lub
laser, oraz systemu filtréw optycznych i luster
dichroicznych kierujacych wigzke poprzez
obiektyw na preparat. Wzbudzone $wiatto jest
zbierane przez obiektyw i przekazywane nafiltry
emisyjne, anastepnie do detektora (ludzkie oko,
fotopowielacz czy kamera cyfrowa). W chwili
obecnej kamery typu CCD zastepowane sg nowo-
czes$niejszymi kamerami typu CMOS lub sCMOS.

Wmikroskopach fluorescencyjnych rejestru-
jemy obraz $wiatta fluorescencyjnego o zde-
finiowanej dtugosci fali, emitowanego przez
wzbudzone barwniki fluorescencyjne. Barwniki
moga by¢ zwigzane z przeciwciatami monoklo-
nalnymi rozpoznajacymi okreslone antygeny
na powierzchni lub wewnatrz komérki (po raz
pierwszy wykorzystat to Albert Coons w1941r.),
z biatkami fluorescencyjnymi produkowanymi
przez komorki (np. GFP, za ktérego odkrycie
Chalfie, Shimomura i Tsien otrzymali nagrode
Nobla w 2008 roku; DsRED, MCherry), a takze
moga by¢ dostarczane do komdrek bezposrednio
(wowezas przydatna cecha barwnikéw jest ich
zdolno$¢ wigzania do okreslonych przedziatow
komoérkowych lub organelli).

W mikroskopach konfokalnych (podstawy
tej techniki opracowat i opatentowat w1961 1.
Marvin Minsky) wzbudzone $wiatto zbierane
jest z poszczegolnych ptaszczyzn ogniskowa-
nia (planéw fokalnych) za pomoca pojedynczej
szczeliny optycznej umieszczonej pomiedzy
obiektywem i detektorem. Dzieki temu uzysku-
jemy obraz wytacznie z ptaszczyzny ognisko-
wania, bez rejestrowania fluorescencji emito-
wanej przez barwniki znajdujace sie powyzej lub
ponizej tej ptaszczyzny, co pozwala na znaczng
redukcje tta fluorescencji i w konsekwencji
— uzyskiwanie obrazéw o powiekszonym kon-
trascie i rozdzielczosci. Otrzymanie obrazu
catego preparatu wymaga jego skanowania,
osobno dla kazdego planu fokalnego.

Klasyczne mikroskopy fluorescencyjne
i bedace ich odmiang laserowe, skaningowe
mikroskopy konfokalne, umozliwity badaczom
poznanie ultrastruktur komérkowych, procesow

fizjologicznych i biochemicznych w komorce,
mechanizméw regulacyjnych, a takze mecha-
nizmow réznicowania komorek czy ich ruchu.
Pozwolity rowniez na inne podejscie do ana-
lizy preparatéow tkankowych oraz organi-
zméw modelowych. Wynikiem obrazowania
w mikroskopach fluorescencyjnych sa pliki
graficzne (JPG, TIFF itp.), ktére nastepnie moga
by¢ poddawane dalszej obrdbce i analizie przy
uzyciu specjalistycznego, zewnetrznego opro-
gramowania.

Rozwdj oprogramowania i sprzetu pozwolit
na czesciowa automatyzacje procesu obrazo-
wania, jednakze wymaga ona statej obecnosci
operatora zaréwno podczas kazdorazowego
dobierania parametréw mikroskopowych pro-
cesu, rejestracji obrazéw, a takze podczas ich
analizy. Bardzo czesto uzyskiwane obrazy
musza by¢ eksportowane do innych programéow
pozwalajacych na opracowywanie i analize.
Klasyczne mikroskopy epifluorescencyjne czy
konfokalne lokalizowane s3 z reguty w dedy-
kowanych pomieszczeniach, ktére wymagaja
zaciemnienia. Najwiekszymi ograniczeniami
dla tych typéw mikroskopii sg mata przepu-
stowos¢ oraz brak mozliwosci standaryzacji
procesu obrazowania i analizy obrazéw.

Rozbudowane mikroskopy epifluorescen-
cyjne czy konfokalne charakteryzuja sie znaczna
liczba urzadzen peryferycznych podtaczonych
do gtéwnego korpusu, co naraza je na wptyw
warunkow zewnetrznych i uszkodzenia.

Oczywistg zaletq takich rozwigzan jest moz-
liwos¢ precyzyjnego dobierania parametrow
obrazowania i analizy dla kazdego poszcze-
gblnego preparatu. Ma to istotne znaczenie
w przypadku badan strukturalnych lub bio-
chemicznych, jednak jest mozliwe dla bardzo
ograniczonej liczby preparatow.

W przypadku rozbudowanych do§wiadczen,
w ktérych nalezy zobrazowac preparaty mate-
riatu poddawanego réznym wariantom ekspe-
rymentu, przepustowos¢ klasycznej mikrosko-
pii epifluorescencyjnej czy konfokalnej moze
okazac sie niewystarczajgca. Wyobrazmy sobie
eksperyment, w ktérym mamy zbada¢ wptyw
jakiego$ zwiazku na aktywacje okreslonego
enzymu. Musimy zdefiniowa¢ podawane dawki
(cytotoksycznosé) zwigzku, metode jego poda-
wania (np. warunki pH, obecno$¢ jonéw, deter-
gentéw itp.), optymalng metode detekcjiiwiele
innych czynnikéw. Mamy wiec do wykonania
bardzo duzg liczbe obrazowan i analiz obrazu
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Zrodto $wiatta

INFRASTRUKTURA I TECHNOLOGIE .-

3% Zrodto $wiatta przechodzacego
g

|l Preparat

Obiektyw

Lustro dichroiczne

Detektor . Lustro
Filtry dichroiczne

emisyjne

Wirujacy dysk

System autoogniskowania

optyczny

Ryc. 1. Ogdlny schemat budowy i drogi swietlnej systeméw HCS/HCA

juz na etapie opracowywania oraz walidacji
metodyki eksperymentu. Ograniczona prze-
pustowo$¢ klasycznych mikroskopow epiflu-
orescencyjnych czy konfokalnych powoduje,
ze badacze czesto rezygnuja z czesci zaplano-
wanych eksperymentéw ze wzgledu na limity
czasowe i dostepno$¢ mikroskopdw.

Rozwigzaniem tych probleméw okazat sie
opracowany w 1884 roku przez Paula Nipkowa
wirujacy dysk optyczny zawierajacy spiral-
nie utozone otworki spetniajgce funkcje wielu
szczelin optycznych. Pozwolito to na potacze-
nie szybko$ci obrazowania mikroskopu epiflu-
orescencyjnego z mozliwosciami jako$ciowymi
obrazowania mikroskopu konfokalnego przy
zachowaniu niskiej fototoksycznosci.

Kolejnym krokiem byto skonstruowanie
systemow wysokoprzepustowej automatycz-
nej mikroskopii fluorescencyjnej (ang. High-
-Content Screening - HCS/High-Content Analysis
- HCA). S3 to systemy pozwalajace na auto-
matyczne uzyskiwanie bardzo duzych ilo$ci
wynikéw w krotkim czasie, w wystandaryzowa-
nych warunkach. Wyniki obrazowania sg auto-
matycznie przeksztatcane w dane liczbowe,
wykresy itp., uwzgledniajace statystyke.

W tej czedci artykutu zostang przedstawione
najpopularniejsze rozwiazania technologiczne
z tego zakresu.

W systemach HCS/HCA cate urzadzenie jest
zintegrowane, a w jego sktad wchodza:

1. zrédta Swiatta wzbudzajacego fluorescencje,

2. zrédto Swiatta do obrazowania w $wietle
przechodzacym,

3. system automatycznego ogniskowania,

4. lustradichroicznei filtry wzbudzeniowe wraz

z uktadem sterowania,

5. system dyskow optycznych (dla opcji kon-
fokalnej),
6. filtry emisyjne wraz z uktadem sterowania,
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7. optyka do obrazowania w $wietle przecho-
dzacym,

8. obiektywy zamontowane na rewolwerze
Z automatyka wyboru obiektywu i pozycjo-
nowania,

9. uktad detekcji,

10.uktad mechaniczny sterujacy ruchamiipozy-
cjonowaniem stolika,

11. system pozwalajgcy na obrazowanie przy-
zyciowe (opcjonalnie),

12.system dozowania reagentéw (opcjonalnie).
Systemy HCS/HCA nie wymagaja dedyko-

wanych, zaciemnionych pomieszczen labora-

toryjnych.
Jako Zrédta $wiatta w systemach HCS/HCA
najczesciej stosowane sg:

a) Lampy LED, ktorych zaletami sg niska foto-

toksyczno$¢ oraz mozliwo$¢ zdefiniowania
dtugosci fali wzbudzajacej fluorescencje.
Lampy LED charakteryzuja sie waskim wid-
mem emisji, co gwarantuje stabilnos¢ ener-
getyczna $wiatta wzbudzajacego fluorescen-
cje.
Maja zastosowanie przy wielokrotnym obra-
zowaniu tych samych obiektéw w czasie,
do obrazowania epifluorescencyjnego oraz
konfokalnego. Stosowane sg rowniez zrédta
Swiatta oparte na ciele statym (Solid-State
Iluminator - SSI), ktérych charakterystyka
jest zblizona do lamp LED.

b) Lasery, ktorych zaletami sg zdefiniowana
dtugos¢ fali oraz duza ilo$¢ energii dostar-
czana do fluorochromoéw, dzieki czemu
skraca sie czas ekspozycji i uzyskiwania
obrazéw fluorescencji nawet dla obiektow,
z ktérymi zwigzana jest niewielka ilo$¢ flu-
orochromu. Wadami $wiatta laserowego sa
wysoka fototoksyczno$¢ oraz powodowanie
zjawiska wy$wiecania fluorochromow (tzw.
fotobleachingu).
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Automatyzacja obrazowania
i przepustowos¢, ktorg
umozliwiajg systemy
HCS/HCA, ma bardzo duze

znaczenie w aplikagjach
wymagajacych obrazowania
konfokalnego i analiz 3D
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» ¢) Znacznie rzadziej mozna spotka¢ dzisiaj roz-

wigzania HCS/HCA oparte o lampy metalo-

-halogenkowe czy rteciowe spotykane w kla-

sycznych mikroskopach fluorescencyjnych.

Jest to spowodowane znacznie mniejsza

stabilno$cia widma emitowanego przez

te lampy oraz krétsza zywotnoscia takich
zrédet Swiatta.

Stosowane w systemach HCS/HCA automa-
tyczne lustra dichroiczne czy zestawy filtrow
nie réznig sie¢ od analogicznych elementéw
optycznych w mikroskopach klasycznych.
W systemach HCS/HCA istotna jest spraw-
no$¢ automatyki zmieniajgcej pozycjonowanie
luster i filtréw.

Obrazowanie konfokalne w systemach HCS/
HCA jest uzyskiwane za pomocg wirujgcych
dyskéw optycznych posiadajacych odpowiednio
rozmieszczone na swojej powierzchni szczeliny
optyczne. W zalezno$ci od konstrukcji sys-
temu moga by¢ stosowane dyski pojedyncze
lub podwdjne.

Dyski pojedyncze stosuje sie, jezeli Zrédtem
Swiatta wzbudzajgcego fluorescencje sa lampy
LED lub SSI. W przypadku zastosowania lase-
réow jako zrédta Swiatta z reguty stosuje sie
podwdijne dyski optyczne, z ktérych pierwszy
wyposazony jest w soczewki skupiajgce pro-
mienie lasera na szczelinach rozmieszczonych
nadrugim dysku. Pozwala to na doprowadzenie
do preparatu znacznie wiekszej ilosci fotonow
i co za tym idzie - skrécenie czasu ekspozy-
¢ji. W niektoérych aparatach HCS/HCA zamiast

.4i i ¢
x
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obrazowania konfokalnego stosuje sie progra-
mowa dekonwolucje obrazéw (proces polegajacy
na zdefiniowaniu funkcji opisujgcej zaktécenie
iprogramowym odfiltrowaniu tej funkcji wcelu
poprawy jako$ci sygnatu).

Niektore z dostepnych na rynku systemoéw
HSC/HCA wyposazone sg w obiektywy z auto-
matyczng immersjg wodng, ktora umozliwia
uzyskiwanie znacznie jasniejszych i ostrzej-
szych obrazéw w stosunku do obiektywéw bez
immersji. W systemach automatycznych nie
ma mozliwo$ci stosowania immersji olejowej.

Detektorem w systemach HCS/HCA jest
monochromatyczna kamera cyfrowa (najcze-
Sciej SCMOS). W niektérych systemach stosuje
sie do 4 kamer sCMOS umozliwiajacych symul-
taniczng rejestracje 4 kanatéw fluorescencii,
co wymaga wdrozenia metodyki pozwalajacej
namaksymalne ograniczenie zjawiska crosstalk
(zachodzenie na siebie widm emisji barwnikow
fluorescencyjnych powodujace czeSciowa reje-
stracje sygnatu pochodzacego z jednego barw-
nikawkanale drugiego barwnika). Zastosowanie
4 kamer pozwala na znaczne skrécenie procesu
obrazowania wielokolorowego, co ma istotne
znaczenie w trybie konfokalnym.

Niektore systemy HCS/HCA sg wyposazone
w uktady dozowania. Ma to zastosowanie jedy-
nie w przypadkach badania szybkich kinetyk
(np.wyrzut wapnia) na poziomie pojedynczych
komorek.

Systemy HCS/HCA posiadajg z reguty jedno
zintegrowane oprogramowanie do: zarzadzania
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pracg systemu, przygotowywania protokotow
wykonawczych, akwizycji zdjeé¢, ich automa-
tycznej analizy oraz przeksztatcania danych
obrazowych na matematyczne, wraz z oblicze-
niami statystycznymi.

Jak dziatajg systemy HCS/HCA?
W istocie sg to zabudowane mikroskopy epi-
fluorescencyjne i/lub konfokalne, ale pracujace
automatycznie, bez konieczno$ci statego nad-
zoru uzytkownika. Aparat wykonuje czynnosci
zapisane w protokole wykonawczym. Praca
z systemem rozpoczyna sie od uruchomienia
zapisanego protokotu wykonawczego, jego
modyfikacji lub stworzenia nowego. Protokdt
definiuje wszystkie funkcje mikroskopowe
(wybor zrédta Swiatta, filtréw, luster dichro-
icznych, obiektywu, przystony, czasu ekspozy-
cji, trybu rejestracji obrazu itp.) oraz metodyke
analizy obrazu (uczymy aparat rozpoznawac
konkretne obiekty o okreslonej charaktery-
styce, w niektoérych aparatach mozliwa jest
opcja uczenia maszynowego dotyczacego np.
znajdowania obiektéw podobnych czy wreszcie
analiz fenotypowych). Analiza obrazu polega
na kwantyfikacji zawartych w nim informacji
o intensywnosci fluorescencji interesujacych
nas obiektéw w stosunku do kontroli. Protokdt
wykonawczy okresla réwniez sposéb matema-
tycznego przedstawienia wynikéw oraz trybu
ich graficznej prezentaciji.

Z poziomu protokotu definiuje sie takze para-
metry inkubacji probek w trybie obrazowania
przyzyciowego oraz ewentualng wspotprace
aparatu z systemem automatycznego przygo-
towywania probek. Aparat moze sekwencyjnie
realizowac rézne protokoty wykonawcze.

Faktycznym wynikiem pracy systemu HCS/
HCA s3 dane matematyczne lub ich prezenta-
cja graficzna, jednakze dane matematyczne
uzyskuje sie na podstawie analizy zdje¢ wyko-
nywanych i gromadzonych przez urzadzenie.
Systemy HCS/HCA generuja bardzo duze ilosci
danych, do ktérych przechowywania musza by¢
przeznaczone dedykowane serwery lub wirtu-
alne magazyny danych (chmury).

Z czego to wynika?

Jezeli do eksperymentu potrzebujemy np.
2 ptytek 96-dotowych, zaktadajgc obrazowa-
nie w jednym polu widzenia na dotek z zasto-
sowaniem 3 barwnikéw fluorescencyjnych,
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Zalety systeméw HCS/HCA

1. Mozliwos$¢é wykonywania obrazowania i ana-

lizy obrazu dla wielu prébek z gwarancjq iden-
tycznych warunkéw dla kazdego pojedynczego
obrazowania, co zapewnia petng standaryzacje
uzyskiwanych wynikéw. Umozliwia to planowa-
nie i realizacje bardzo rozbudowanych ekspery-
mentéw z wykorzystaniem wystandaryzowanego
narzedzia pomiarowego.

. Mozliwos¢ przeprowadzania réznego typu analiz

dla tych samych obrazéw (analiz danych inten-
sywnosci fluorescencji obiektow z wykorzystaniem
réznych algorytmdw, np. do analiz morfologicz-
nych, ilosciowych, funkcjonalnych).

. Bardzo duza przepustowosé w stosunku do kla-

sycznej mikroskopii optyczne;.

. Mozliwos¢ bezobstugowej pracy systemu (po uru-

chomieniu protokotéw) w trybie 24/7.

. Gromadzenie wynikdw w bazie danych z mozli-

woscig pozniejszej analizy merytorycznej i staty-

stycznej off-line.

w trybie epifluorescencyjnym, to z takiego
eksperymentu uzyskamy 576 zdje¢ w formacie
np. 16 bit TIFF. Z reguty konieczne jest wyko-
nanie obrazowan wiekszej liczby pol widzenia
z kazdego dotka ptytki, co znacznie zwieksza
ilos¢ gromadzonych danych. Jezeli obrazujemy
w trybie konfokalnym dla wielu ptaszczyzn
ogniskowania — liczba zdjeé¢, a wiec danych,
wzrasta znaczaco.

Jednakze posiadajac takie ilosci danych,
mozemy analizowac je w sposéb istoty staty-
stycznie. Gromadzenie danych na dedykowa-
nych serwerach lub w chmurach pozwala naich
ponowna analize off-line oraz dostep do wyni-
kow z dowolnego miejsca posiadajacego moz-
liwos¢ podtaczenia internetu.

Do czego wykorzystuje sie
systemy HCS/HCA?

Wszystkie typy aplikacji mikroskopowych oparte
0 obrazowanie fluorescencyjne, a takze obra-
zowanie w Swietle przechodzacym, sa dostepne
dla systeméw HCS/HCA (nalezy pamietac,

|
e
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Ograniczenia

systeméw HCS/HCA
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1. Systemy HCS/HCA z zatozenia nie pozwalajg

na indywidualny dobdr parametrow obrazowania
dla kazdego pojedynczego preparatu (szkietka,
dotka ptytki), w zwigzku z tym z punktu widzenia
estetycznego obrazy uzyskiwane z klasycznych
mikroskopdéw fluorescencyjnych mogg byc¢ bar-
dziej szczegdtowe czy obiektywnie tadniejsze.
W koncu celem obrazowania HCS/HCA jest uzy-
skanie danych liczbowych, a nie ilustracji fotogra-
ficznej; parametry obrazowania i analizy obrazu
dobiera sie pod tym kgtem.

. Oczywiscie istnieje ryzyko uzyskania btednych

wynikéw wynikajgcych z wysokiej przepustowo-
sci systemu z jednej strony i zmiennosci materiatu
biologicznego z drugiej. Bardzo istotny jest proces
walidacji materiatu biologicznego, ktéry ma by¢
obrazowany oraz samych parametrow obrazo-
wania i analizy obrazu.

. Gromadzenie bardzo duzych ilosci danych wyma-

gajgce dedykowanych serweréw lub wirtualnych
magazyndw danych.

ze zreguty aparaty te sg wyposazone w kamery
monochromatyczne, wiec klasyczne barwienia
stosowane w mikroskopii $wiatta przechodza-
cego s3 w tym wypadku niedostepne).

Aparaty HCS/HCA pozwalajg na kwantyfikacje
wynikéw obrazowania w badaniach struktural-
nych, jak i funkcjonalnych.

Roéznica w stosunku do klasycznej mikro-
skopii optycznej polega na podejsciu do ekspe-
rymentu. W systemach klasycznych wykonuje
sie znacznie mniej zdje¢, z ktdrych kazde jest
indywidualnie traktowane na etapie ustawien
parametrow obrazowania, rejestracji i ana-
lizy. W systemach HCS/HCA uzyskujemy zna-
czaco wiecej zdje¢ wykonanych w identycznych
warunkach i poddanych identycznej anali-
zie. Dlatego klasyczna mikroskopia optyczna
wykorzystywana jest gtéwnie do obrazowania
wynikéw eksperymentéw lub przedstawia-
nia zjawisk, natomiast mikroskopia HCS/HCA
pozwala na przeprowadzanie eksperymentéw
bazujacych na standaryzacji i analizie wie-

loparametrowej danych eksperymentalnych
uzyskiwanych na drodze obrazowania bardzo
duzej iloéci badanych obiektow.

Przyktadem moze by¢ badanie wptywu
wybranych inhibitoréw na cykl komérkowy.
Nie jest mozliwe uzyskanie istotnych staty-
stycznie wynikéw dziatania kilku r6znych inhi-
bitoréw podawanych réwnolegle w wielu ste-
zeniach na te sama linie komérkowa metodami
klasycznej mikroskopii fluorescencyjnej. Ale
ta technika umozliwi uzyskanie znakomitych
zdjec pokazujacych wptyw inhibitoréw wwybra-
nych stezeniach do zobrazowania wynikéw
uzyskanych innymi metodami (np. cytometrii
przeptywowej). Ten sam eksperyment prze-
prowadzony w systemie HCS/HCA dostarczy
wiarygodne (analogiczne dla cytometrii) wyniki
matematyczne, jednocze$nie umozliwiajac ana-
lize obrazéw pod katem mechanizmu dziatania
badanych inhibitoréw.

Automatyzacja obrazowania i przepustowos¢,
ktérg umozliwiaja systemy HCS/HCA ma bar-
dzo duze znaczenie w aplikacjach wymagaja-
cych obrazowania konfokalnego i analiz 3D (np.
w badaniu sferoidéw, preparatéow tkankowych
czy organizmdéw modelowych). Mozliwoé¢
prowadzenia rozbudowanych eksperymentéw
pozwalajacych na analize 3D w czasie rzeczywi-
stym daje systemom HCS/HCA istotna przewage
nad systemami klasycznymi.

Podsumowujac, przeanalizujmy zalety iogra-
niczenia systeméw HCS/HCA.

Podsumowanie

Opisane w artykule systemy HCS/HCA sg twor-
czym rozwinieciem klasycznej mikroskopii flu-
orescencyjnej, ale nie stoja wobec niej w opozy-
cji. Mikroskopia HCS/HCA jest uzupetnieniem
mikroskopii klasycznej, ktorej rolaw dokumen-
towaniu morfologii, biochemii czy réznicowa-
niakomérek jest nie do przecenienia. Klasyczna
mikroskopia fluorescencyjna ma przede wszyst-
kim zastosowanie w badaniach strukturalnych,
wktérych zdjecie jest akceptowalnym wynikiem
eksperymentu.

W badaniach strukturalnych i funkcjonal-
nych systemy HCS/HCA pozwalajg na uzyski-
wanie wynikéw liczbowych istotnych staty-
stycznie. Systemy HCS/HCA pozwalajg réwniez
nausprawnienie pracy laboratorium i uzyskiwa-
nie wigkszej liczby wynikéw, a oprogramowa-
nie pozwala na ich analize, ktorej wyniki tatwo
wykorzysta¢ w publikacjach.
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