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MIKROSKOPOWE METODY REJESTRACJI WEWNATRZKOMORKOWYCH ODPOWIEDZI
WAPNIOWYCH

WPROWADZENIE

Jony wapnia (Ca*") pelnia bardzo wazna
funkcje w réznorodnych procesach komor-
kowych takich jak przekaznictwo sygnailow,
transkrypcja, wydzielanie, przewodnictwo
nerwowe czy apoptoza (CLAPHAM 2007). W
przeciwienstwie do pozostalych wtoérnych
przekaznikow, ktorych iloS¢ w komorce re-
gulowana jest przez synteze¢ i rozklad, steze-
nie jonow wapnia w cytozolu ([Ca*]) jest
efektem kontrolowanego wypltywu z komor-
kowych magazyné6w wapniowych lub na-
ptywu ze Srodowiska zewnetrznego. Efekt
sygnalow wapniowych jest SciSle zalezny
od ich umiejscowienia w czasie i przestrze-
ni, a takze od obecnosci odpowiednich bia-
tek efektorowych. Z kolei niekontrolowany,
nadmierny wzrost stezenia jonOw wapnia w
cytozolu moze doprowadzi¢ do Smierci ko-
morki. Do doglebnego poznania procesOw
regulowanych przez Ca®*" nieodzowne bylo

opracowanie metod pomiarow [Ca*’]. Cho-
ciaz istniejace metody analityczne (atomo-
wa spektrometria absorpcyjna) umozliwiaja
okreslenie iloSci catkowitego wapnia w tkan-
ce, a biochemiczne metody radioizotopowe
przy uzyciu #Ca* okreslenie jego inkorpo-
racji, nie nadaja si¢ one do rejestracji dyna-
micznych sygnaléw wapniowych w komorce
(TSIEN 1999). Stalo sie to mozliwe dopiero
wraz z rozwojem technik mikroskopii swietl-
nej ukierunkowanych na pomiary wewnatrz-
komorkowego stezenia jonOw wapnia i od-
powiedzi wapniowych. W niniejszej pracy
przegladowej omowione zostana zagadnienia
zwiazane z niezbednym wyposazeniem mi-
kroskopowym i obecnie stosowanymi son-
dami wapniowymi, jak réwniez omowione
zostana najwazniejsze kierunki badan, w kto-
rych mikroskopowe pomiary [Ca®']. odgry-
waja kluczowa role.

HOMEOSTAZA WAPNIOWA

Stezenie wolnych jonow Ca** w komor-
kach eukariotycznych wynosi ok. 100 nM.
Znacznie wyzsze stezenie (ok. 400 uM) wy-
krywane jest w retikulum endoplazmatyczym
(ER), ktore pelni funkcje gtéwnych komor-
kowych magazynéw wapniowych. Z kolei
stezenie Ca*' na zewnatrz komorki utrzymuje
sie w granicach 1-2 mM, czyli cztery rzedy

wielkoSci wiecej niz w cytozolu (CLAPHAM
2007). Utrzymanie tak znacznego gradientu
stezel jonOwW wapnia zapewniane jest przez
blonowe pompy wapniowe, ktore nieustan-
nie wypompowuja Ca* z cytozolu przy wy-
korzystaniu energii zmagazynowej w ATP.
W blonie komorkowej jest to PMCA (ang.
plasma membrane calcium ATPase), a w blo-
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nie ER — SERCA (ang. sarcoendoplasmic re-
ticular calcium ATPase). W usuwaniu jonow
wapnia duza role, zwlaszcza w neuronach,
odgrywa  wymiennik  sodowo-wapniowy,
wykorzystujac przy tym potencjal blonowy
zgromadzony przez pompe¢ sodowo-potaso-
wa. Jak wida¢, komoérka przeznacza znacz-
ne zasoby energii na utrzymanie niskiego
spoczynkowego [Ca*]. Przypuszcza sie, ze
pierwotna tego przyczyna bylo zapobieganie
wytracaniu sie fosforanu wapnia, a dopie-
ro w toku ewolucji gradient Ca** zaczal byc¢
wykorzystywany w przekaznictwie sygnalow
(CrapHAM 2007). Do kontrolowanego napty-
wu jonOw wapnia przez blon¢ komorkowa
shuza kanaly wapniowe. Pod wzgledem pel-
nionej funkcji, mozna wsrod nich wyrdznic
kilka klas. Sa wsrod nich kanaty bramkowa-
ne napieciem, odgrywajace kluczowa role w
komorkach pobudliwych, kanaty regulowane
przez magazyny wapniowe (okreslane jako
kanaly SOCE; ang. store-operated calcium en-
try), jak rowniez kanaly przepuszczalne dla
Ca* zalezne od ligandow, jak np. neuronalne
receptory NMDA czy wiele kanatow z rodzi-
ny TRP (ang. transient receptor potential).
W btonie ER wyrdznia si¢ dwa glowne typy
regulowanych kanaléw przepuszczalnych dla
Ca*": receptory IP, oraz receptory rianodyno-
we (RyR). Te pierwsze ulegaja aktywacji po
zwigzaniu czasteczki [P, wyprodukowanej
na btonie komorkowej w odpowiedzi na bo-
dziec zewnetrzny, natomiast receptory riano-
dynowe regulowane sa przez lokalne stezenie
jonoéw wapnia i sa kluczcowym ogniwem po-
Zytywnego sprzezenia zwrotnego, w ktorym
naptyw Ca* do komorki stymuluje wyrzut
Ca?* z magazynow wewnatrzkomorkowych.
Ostatnim elementem homeostazy wapniowe;j
sa bialka buforujace Ca** w cytozolu, zapobie-
gajace niekontrolowanemu wzrostowi [Ca*],
oraz przedtuzajace odpowiedz wapniowa. W
biatkach tych znalez¢ mozna domeny wiaza-
ce Ca?', najczeSciej jest to domena okreslana
w jezyku angielskim jako EF-hand. Funkcje
buforujace pelnia tez organelle, zwlaszcza
mitochondria. Od dawna bylo wiadomo, ze
mitochodnria moga aktywnie transportowac
Ca* z cytozolu, wykorzystujac elektroche-

miczny gradient na wewnetrznej blonie mi-
tochondrialnej, wytworzony przez lancuch
oddechowy. Jednak dopiero stosunkowo nie-
dawno udato sie zidentyfikowac biatko odpo-
wiedzialne za ten proces (PATRON i wspotaut.
2013). Co wiecej, mitochondria zwykle lo-
kalizuja sie¢ w bezposSrednim sasiedztwie ER,
ulatwiajac przeplyw Ca** do ich wnetrza po
aktywacji receptorow IP, (DE BRITO i SCORRA-
NO 2010). Bialko odpowiedzialne za fizyczne
polaczenie tych dwoch organelli rowniez zo-
stalo niedawno zidentyfikowane (DE BRITO i
SCORRANO 2008). Niewatpliwie, bardzo duzo
zasobow komorkowych przeznaczonych jest
na utrzymanie wlasciwej homeostazy wap-
niowej. Jest ona niezbedna do prawidlowego
przebiegu procesow kontrolowanych przez
Ca*, a jej zachwianie moze doprowadzic¢
do uruchomienia mechanizmoéw apoptozy
i Smierci komoérki. Komorka w odpowiedzi
na bodziec zewnetrzny, na przyklad zwia-
zanie liganda przez receptor na btonie pla-
zmatycznej, moze zareagowac odpowiednim
sygnalem wapniowym, ktorego lokalizacja i
czas trwania s3 kluczowe dla jego wlaSciwej
interpretacji (CLAPHAM 2007). Sygnaly wap-
niowe moga przybiera¢ dos¢ skomplikowana
posta¢, na przyklad oscylacji lub fal wapnio-
wych rozchodzacych sie w obrebie komorki.
Odpowiedz komorki zalezy od aktywacji kon-
kretnych biatek efektorowych regulowanych
przez Ca*', wsrod ktorych wyr6zni¢ mozna
enzymy takie jak kinazy, proteazy czy fosfa-
tazy. CzeS¢ z nich wiaze Ca** bezpoSrednio,
inne natomiast poSrednio, poprzez wyspecja-
lizowane w tym bialka, jak np. kalmoduline.
Mozliwos¢ rejestracji sygnalow wapniowych,
ich wielkoSci i czasu trwania, jest niezbed-
na dla poznania proceséw komoérkowych
regulowanych przez Ca** oraz identyfikacji
i charakterystyki bialek zaangazowanych w
homeostaze wapniowa. Obecnie, metoda naj-
czeSciej stosowana w tym celu przez badaczy
jest mikroskopia fluorescencyjna. Do bada-
nych komorek wprowadzona zostaje odpo-
wiednia sonda wapniowa, ktorej wlaSciwosci
fluorescencyjne zaleza od iloSci zwiazane-
go przez nia Ca*, co z kolei odzwierciedla
[Ca*]. w badanej komorce.

MIKROSKOP FLUORESCENCYJNY DO REJESTRACJT WEWNATRZKOMORKOWEGO STEZENIA
JONOW WAPNIA

Zdecydowana wickszoS¢ sond wapnio-
wych to czasteczki fluorescencyjne. Takie
czasteczki po pochtonieciu fotonu, ulegaja

wzbudzeniu, a nast¢pnie emituja cz¢SC zaab-
sorbowanej energii w postaci Swiatla o dlu-
gosci fali zawsze wigkszej niz Swiatlo wzbu-
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Ryc. 1. Wz6r chemiczny sondy wapniowej fura-2.

Czes$¢ sondy pochodzaca od chelatora wapnia, BAP-
TA, zaznaczona jest na szarym tle. W czgsto stosowa-
nej wersji fura-2/AM, ujemny tadunek grup karbok-
sylowych zneutralizowany jest przez estry acetoksy-
metylowe (AM), co gwarantuje przechodzenie sondy
przez btony komorkowe.

dzenia. Fluorescencja jest zjawiskiem bardzo
szybkim; czas polowicznego zaniku mierzony
jest w nanosekundach, w przeciwienstwie
do fosforescencji, w ktorej Swiattlo emitowa-
ne jest przez minuty, a nawet godziny. Do
pomiarow [Ca*] in vitro wystarczajacym
urzadzeniem jest spektrofluorymetr kuweto-
wy. W badaniach przesiewowych, na komor-
kach z sondami wapniowymi, czesto wyko-
rzystywany jest fluorescencyjny czytnik sza-
lek wielodotkowych. Jednak do precyzyjnych
pomiaréw  wewnatrzkomorkowego [Ca*']
najlepszym rozwiazaniem jest mikroskop
fluorescencyjny, poniewaz umozliwia on ob-
razowanie i analiz¢ pojedynczych komorek,
podczas gdy wyzej wymienione urzadzenia
odczytuja jedynie Srednia wartoS¢ fluorescen-
¢ji dla badanej probki. NajczeSciej stosowany
jest odwrocony mikroskop fluorescencyjny
szerokiego pola z osSwietleniem episkopo-
wym (PALMER i TSIEN 2006). W przypadku
obrazowania komorek w hodowli, sekcjono-
wanie optyczne w o0si z, oferowane przez
mikroskopy konfokalne, jest zwykle zbedne,
poniewaz analiza najczeSciej sprowadza si¢
do uSrednienia sygnalu pochodzacego z ca-
tej komorki. Niemniej jednak, mikroskopy
konfokalne takze sa z powodzeniem uzywa-
ne do pomiarow [Ca*'], a w przypadku ob-
razowania tkanek mozliwoS¢ odciecia niepo-
zadanego sygnalu spoza plaszczyzny ognisko-
wania moze by¢ kluczowa dla powodzenia
eksperymentu (HASDEMIR i wspoétaut. 2000).
W takich sytuacjach jeszcze wigksza korzySc

oferuje mikroskop dwufotonowy, ktory jest
niezbednym, cho¢ bardzo kosztownym, na-
rzedziem do obrazowania komorek glebiej
potozonych w tkance i jest czesto wykorzy-
stywany w badaniach #n vivo na myszach i
innych organizmach.

Jak w kazdych badaniach z uzyciem flu-
orescencji, mikroskop powinien by¢ wy-
posazony w odpowiednie zestawy filtrow,
umozliwiajace ograniczenie Swiatla wzbu-
dzania (pochodzacego tradycyjnie z rtecio-
wej lub ksenonowej lampy tukowej, albo
z coraz czeSciej stosowanych lamp metalo-
halogenkowych i LED) do odpowiedniego
zakresu dlugoSci fal, jak rowniez do zbie-
rania Swiatla fluorescencji i jego odseparo-
wania od Swiatla wzbudzania. Szczegéllne
wymagania niosa ze soba sondy ratiome-
tryczne (patrz nizej), dla ktorych nalezy
wyposazy¢ mikroskop w urzadzenie do
szybkiej zmiany filtrow wzbudzania i/lub
filtrow emisyjnych (w zaleznoSci od typu
sondy). Alternatywa dla tego pierwszego
jest monochromator, ktory daje mozliwosc
ptynnej i szybkiej zmiany zakresu Swiatla
wzbudzania. SzczegoOlnie istotny jest takze
wybor kamery zbierajacej obrazy komorek.
Na rynku jest wiele roznych kamer, sto-
sowanych w badaniach naukowych, opar-
tych zaré6wno na technologii CCD, jak i
coraz czeSciej CMOS, rozniacych sie wydaj-
nosScia kwantowa detektorow, poziomem
szumoOw, rozpietoScia tonalna, szybkoScia
czy rozdzielczoScia matrycy. Przy pomia-
rach [Ca*] wielkoS¢ (w pikselach) uzyski-
wanych obrazow ma zwykle drugorzedne
znaczenie, znacznie istotniejsze sa szybkoSc
kamery i czulo§¢ matrycy (rozumiana jako
zdolnos¢ do detekcji niewielkiej iloSci foto-
noéw ponad poziom szumu). Chociaz kon-
strukcja mikroskopu fluorescencyjnego za-
sadniczo nie ulega obecnie wi¢kszym zmia-
nom (za wyjatkiem pewnych innowacyj-
nych rozwiazan oraz mikroskopow do spe-
cjalistycznych zastosowan, jak badania wy-
sokoprzepustowe), to jednak postep tech-
nologiczny umozliwia wytwarzanie coraz
doskonalszych komponentéw mikroskopu,
takich jak obiektywy o wysokiej aperturze
i niewielkim poziomie aberacji optycznych,
filtry o coraz wickszej transmisji Swiatla,
coraz lepsze kamery, nie wspominajac o
komputerach sterujacych wszystkimi kom-
ponentami wspolczesnego mikroskopu i
umozliwiajacych obrobke danych. Wszyst-
ko to zapewnia uzyskiwanie wysokiej jako-
Sci obrazéw, nawet w czasie rzeczywistym
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(30 klatek na sekunde), co ma szczegOlnie
istotne znaczenie dla obrazowania szybko
zachodzacych sygnalow wapniowych.

Przy omawianiu zestawu mikroskopowe-
go do pomiarow [Ca*], nalezy wspomniec
o dodatkowym wyposazeniu mikroskopow,
bardzo przydatnym do przyzyciowego ob-
razowania komorek, a mianowicie inkuba-
torach lub specjalnych naktadkach na stoli-
ki mikroskopowe, zapewniajacych kontrole
temperatury i atmosfery. Eksperymenty cze-
sto wymagaja podawania réznych zwiaz-
kow chemicznych badz zmiany czynnikow
fizycznych (np. temperatury), wywolujacych
lub modulujacych odpowiedz wapniowa.
Zdaniem autora, najlepszym sposobem na
kontrolowana zmiane warunkow doswiad-
czenia jest perfuzja. Komorki umieszcza si¢
na szkietku mikroskopowym w specjalnej

komorze do obrazowania, przez ktéra prze-
plywa roztwor fizjologiczny, napedzany pom-
pa strzykawkowa lub grawitacyjnie. Perfuzja
umozliwia wielokrotne podawanie i odphuki-
wanie zwiazkéw chemicznych w ramach jed-
nego eksperymentu, bez ryzyka poruszenia
preparatu, zwykle towarzyszacemu probom
ich podawania za pomoca pipety.

Na rynku oferowane sa takze mikrosko-
powe systemy do badan wysokoprzepusto-
wych, w ktorych obrazowane sa komorki
rosnace w szalkach wielodotkowych. Poda-
wanie zwiazkéw chemicznych do komorek
i obrazowanie sa w pelni zautomatyzowane.
Systemy takie doskonale nadaja si¢ do badan
przesiewowych na komorkach z sonda wap-
niowa, majacych na celu identyfikacj¢ poszu-
kiwanych biatek lub zwiazkow chemicznych
o pozadanym dzialaniu farmakologicznym.

DZIALANIE I CHARAKTERYSTYKA SOND WAPNIOWYCH

Dzialanie wapniowych sond fluorescen-
cyjnych polega na zwiazaniu jonOw wapnia
i emisji fluorescencji o intensywnoSci zalez-
nej od iloSci zwiazanego Ca?" (TSIEN 1999).
Po wprowadzeniu do komorki, sondy umoz-
liwiaja oznaczenie poziomu wolnych jonow
wapnia w cytozolu badZ poszczegolnych or-
ganellach. Chociaz sondy bezposrednio nie
daja informacji o stezeniu jonOw wapnia, jed-
nostki sygnatu fluorescencji mozna zazwyczaj
przeliczy¢ na absolutne wartoSci stezenia po
przeprowadzeniu Kkalibracji. Polega ona na
zmierzeniu fluorescencji w warunkach za-
réwno wysycenia sondy Ca*, jak rOwniez ze-
rowego [Ca*'] w komorce (osiagane poprzez
calkowita chelacje Ca**) na koniec ekspery-
mentu (PALMER i TSIEN 20006). Przy znanej
stalej dysocjacji sondy dla Ca** (K ), mozliwe
jest wtedy obliczenie st¢zenia jonOw wapnia
w molach/litr w trakcie zarejestrowanego
pomiaru.

Obecnie dostepnych jest wiele sond wap-
niowych, rozniacych si¢ wlaSciwosSciami. Nie
ma sondy idealnej, kazda ma swoje zalety i
wady, i w trakcie planowania eksperymentu
nalezy zastanowicC sie¢, ktora sonda bedzie naj-
wlaSciwsza. Jakie wiec mozna wymieni¢ po-
zadane cechy? Cze$S¢ z nich bedzie taka sama
jak dla wszystkich barwnikow fluorescencyj-
nych uzywanych do badan przyzyciowych ko-
morek. Pozostate beda specyficzne dla sond
wapniowych. By¢ moze najwazniejsza cecha
jest jasnoS¢. W przeciwienistwie do obrazowa-
nia w Swietle przechodzacym, w mikroskopii

fluorescencyjnej kazdy zebrany foton ,jest na
wage zlota”, stad stawiane sa bardzo duze wy-
magania co do barwnikoéw fluorescencyjnych
(pozadany jest wysoki wspolczynnik absorpcji
i wydajnos¢ kwantowa) oraz mikroskopowe;j
aparatury (pozadana jest wysoka transmisja
elementéow optycznych i wysoka wydajnos¢
kwantowa detektorow, takich jak kamery).
Wtasciwe obrazowanie przyzyciowe komorek
wyznakowanych markerami fluorescencyjnymi
zawsze polega na znalezieniu odpowiedniego
kompromisu pomiedzy intensywnoScia oswie-
tlenia, szybkoscia zbierania obrazow i ich jako-
Scia (mierzona jako stosunek sygnatu do szu-
mu). Zwiekszenie intensywnosci oSwietlenia
prowadzi do lepszych jakoSciowo obrazow i/
lub wigkszej rozdzielczoSci czasowej (wigcej
obrazOw w jednostce czasu), ale to pociaga
za soba niepozadane zjawiska fototoksyczno-
Sci i wySwiecania barwnika fluorescencyjnego.
Poniewaz jasnos¢ sond wapniowych zalezy od
[Ca*], warunki obrazowania musza byc¢ tak
dobrane, aby zapewni¢ akceptowalna jakoS¢
obrazu zarowno dla minimalnego, jak i maksy-
malnego mierzonego [Ca*']. Jasno$¢ sond wap-
niowych ma jeszcze jedno istotne znaczenie.
Poniewaz wiaza one Ca*', sila rzeczy zawsze
dzialaja jak bufory wapniowe i tym samym
ingeruja w homeostaze wapniowa (HASDE-
MIR i wspotaut. 2006). Sondy o duzej jasnosci
moga by¢ uzywane w mniejszym stezeniu by
osiagna¢ odpowiednia jakoS¢ obrazow i tym
samym beda mniej zaburza¢ badany proces.
Kolejna istotna cecha barwnikow fluorescen-
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cyjnych, ktora juz zostala wspomniana, jest
odpornos¢ na wysSwiecanie (HASDEMIR i wspot-
aut. 2006). Wyswiecanie polega na nieodwra-
calnej utracie wilaSciwosci fluorescencyjnych
czasteczki w wyniku intensywnej iluminacji, i
bardzo niekorzystnie wplywa na mozliwy czas
trwania obrazowania, a takze komplikuje inter-
pretacje wynikOw, poniewaz czesto trudno od-
r6znic ostabienie sygnatu fluorescencji z powo-
du zmiany [Ca®'] od oslabienia sygnalu w wy-
niku wySwiecania. Jest jednak pewna kategoria
sond wapniowych, ktora umozliwia rejestracje
zmian [Ca?'], zasadniczo niewrazliwa na zmia-
ny sygnalu spowodowane wySwiecaniem czy
zmiana plaszczyzny ogniskowania w trakcie
prowadzenia eksperymentu. Sa to tak zwane
sondy ratiometryczne. Takie sondy charaktery-
zuja sie odmienna odpowiedzia na zmieniajace
sie [Ca*'] w zaleznosci od dlugosci fali Swiatta
iluminacji badZz emisji. W przypadku ratiome-
trycznego wzbudzania, stosuje si¢ naprzemien-
ne naSwietlanie dwiema réznymi dhugoSciami
fali, z ktorych jedna daje wzrost intensywnosci
fluorescencji przy rosnacym stezeniu jonow
wapnia, a druga — przy malejacym. W przypad-
ku ratiometrycznych sond emisyjnych, stosuje
si¢ jedna dlugoS¢ fali wzbudzania, natomiast
fluorescencje rejestruje si¢ naprzemiennie dla
dwoch réznych dhugosci fali, przy ktorych son-
da cechuje si¢ przeciwnym kierunkiem zmiany
intensywnosci fluorescencji na zmiane [Ca®'].
Uzyskane w ten sposOb intensywnosci fluore-
scencji dzieli si¢ jedna przez druga (stad na-
zwa  ratiometryczne”; ang. ratio — stosunek).
W przypadku rzeczywistej zmiany stezenia jo-
néw wapnia w ukladzie eksperymentalnym,
licznik i mianownik zmienia warto$¢ w od-
wrotnym kierunku, i iloraz ulegnie zmianie.
Natomiast na skutek spadku sygnalu w wyniku
wySwiecania badz utraty wlaSciwej plaszczy-
zny ogniskowania, licznik i mianownik ulegna
zmniejszeniu i nie wplyna na ratiometryczny
wynik. Jest to niewatpliwie zaleta, i nic dziw-
nego, ze sondy ratiometryczne sa czesto prefe-
rowane przez badaczy nad zwyklymi sondami,
cechujacymi si¢ prosta zaleznoScia intensyw-
nosci fluorescencji od st¢zenia jonOwW wapnia.
Co takze istotne, odczyty z sond ratiometrycz-
nych sa latwiejsze do skalibrowania, czyli do
przeksztalcenia na absolutne wartosci ste¢ze-
nia. Sondy ratiometryczne maja jednak swoje
wady. Ratiometryczne sondy wzbudzania wy-
magaja uzycia urzadzen do szybkiej zmiany fil-
trow wzbudzania lub monochromatora. Sondy
emisyjne wymagaja szybkiego zmieniacza fil-
trow emisyjnych, zastosowania dwoch kamer
z ukladem rozdzialu Swiatta badZz mikroskopu

konfokalnego z dwoma detektorami (a najle-
piej z detektorem spektralnym). Poza tym za-
stosowanie sond ratiometrycznych, zwlaszcza
tych opartych na dwufalowym wzbudzaniu,
czesto wyklucza szybkie obrazowanie w czasie
rzeczywistym, poniewaz jeden punkt czasowy
wymaga zarejestrowania dwoch obrazow, a
czas poSwiecony na zmiane ukladu optycznego
pomiedzy obrazami dodatkowo zmniejsza roz-
dzielczos$¢ czasowa.

Specyficzne cechy sond to zakres dyna-
miki i kinetyka (PALMER i TSIEN 20006). Zakres
dynamiki jest definiowany jako stosunek in-
tensywnosci fluorescencji sondy przy mak-
symalnym wysyceniu Ca** (F_ ) do inten-
sywnosci fluorescencji przy zerowym [Ca?']
(F_.). W przypadku sond ratiometrycznych
stosuje si¢ odpowiednio wyliczone stosun-
ki intensywnosci fluorescencji (R, i R ).
Preferowane sa sondy o duzym zakresie dy-
namiki, poniewaz umozliwiaja one zareje-
strowanie nawet niewielkich zmian stezenia
jonow wapnia, ktore moga zosta¢ przeoczo-
ne w przypadku uzycia sond o niewielkiej
dynamice. Kinetyka z kolei zalezy od warto-
Sci stalej szybkosci wiazania Ca** (k) i sta-
lej szybkosci dysocjacji (k). Sondy o duzej
kinetyce nadaja sie do rejestracji szybkich
zmian [Ca*'], np. oscylacji wapniowych. W
przypadku uzycia sond o stabej kinetyce,
oscylacje moga zosta¢ zarejestrowane jako
pojedyncza odpowiedz. Natomiast znajomosc
stalej dysocjacji w rownowadze (K ), definio-
wanej jako iloraz k.. i k, jest kluczowa w
doborze sondy do odpowiedniej lokalizacji
wewnatrzkomorkowej. Sondy o niskim K, sa
odpowiednie do rejestracji [Ca*'] w cytozolu,
gdzie stezenie tego kationu jest niewielkie,
podczas gdy sondy o wysokim K, powinny
by¢ uzywane do oznaczania st¢zenia jonow
wapnia w organellach.

Przy wyborze sondy nalezy tez pamie-
ta¢ o tym, ze ich specyficznos¢ wobec Ca**
nie jest absolutna, a w niektorych przypad-
kach wrecz niewielka (TSIEN 1999). Niektore
sondy oprocz Ca** moga wiazac¢ inne jony,
np. Mg?*, z takim samym efektem na emisje
Swiatla fluorescencji. ObecnoS¢ niektorych
jonow, a takze pH Srodowiska, moze z kolei
dos¢ znacznie wplywaé na wilasSciwosci sond
wapniowych, wlacznie z tlumieniem ich flu-
orescencji. Taka interferencja ze strony in-
nych jonow w ukladzie eksperymentalnym
jest rzecz jasna, zwykle niepozadana (z wy-
jatkiem pewnych typow eksperymentow, w
ktorych ttumienie fluorescencji sondy moz-
na z powodzeniem wykorzystac). Poniewaz
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gradient jonOwW wapnia na btonach komor-
kowych jest bardzo wysoki, wplyw innych
jonOW na rejestracje odpowiedzi wapnio-
wych nie jest zwykle duzy, natomiast moga

one dos$¢ znacznie zaburzy¢ warto$¢ K, son-
dy wzgledem tej oznaczonej in vitro, i w ten
sposob zafalszowac¢ obliczenia absolutnych
stezel jonoOw wapnia w komorce.

RODZAJE SOND WAPNIOWYCH

Sondy wapniowe najtatwiej podzieli¢ na
sondy chemiczne i genetycznie kodowane.
Te pierwsze sa niskoczasteczkowymi zwiaz-
kami syntetyzowanymi chemicznie, te dru-
gie zwykle wprowadza si¢ do komorek jako
cDNA, ktore ulega ekspresji do fluorescen-
cyjnego biatka wiazacego Ca*". Stad tez gene-
tycznie kodowane sondy beda w niniejszej
pracy rowniez okresSlane jako bialkowe son-
dy wapniowe. W rozwoju jednych i drugich
ogromny wkilad mial amerykaniski bioche-
mik chinskiego pochodzenia Roger Tsien. W
2008 r. otrzymal on Nagrode Nobla w dzie-
dzinie chemii za prace nad biatkiem zielonej
fluorescencji (ang. green fluorescent prote-
in, GFP). Jednak nalezy pamictac, ze Tsien
opublikowatl tez wiele pionierskich prac na
temat sond wapniowych, zaro6wno tych che-
micznych, jak i genetycznie kodowanych, i
trudno wyobrazi¢ sobie postep w tej dziedzi-
nie bez jego zastug.

Sondy chemiczne oparte sa na zwiazku
wiazacym Ca?', zwanym BAPTA, ktory z ko-
lei pochodzi od bardziej znanej czasteczki
chelatujacej jony wapnia, EGTA (TSIEN 1999).
Cho¢ juz sama BAPTA ma pewna zdolnos¢
do fluorescencji, w sondach wapniowych
potaczona jest ona z odpowiednim fluorofo-
rem. Zwigzanie Ca*" przez grupy karboksy-
lowe BAPTA powoduje zmiane wiaSciwosci
fluorescencyjnych fluoroforu. Prawdopodob-
nie najczeSciej stosowana sonda chemiczna
jest fura-2, posiadajaca grupe benzofuranowa
(stad nazwa sondy), zsyntetyzowana przez
polskiego chemika Grzegorza Grynkiewi-
cza w laboratorium Tsiena (GRYNKIEWICZ i
wspotaut. 1985). Wzor chemiczny fura-2 jest
przedstawiony na Ryc. 1. Jest to sonda ratio-
metryczna, ktora standardowo wzbudza sie
naprzemiennie Swiattem o dhlugoSci fali 340
i 380 nm, a fluorescencj¢ rejestruje si¢ dla
dtugosci fali powyzej 500 nm. Zwiazanie Ca**
przez fura-2 powoduje wzrost intensywnosci
fluorescencji przy wzbudzaniu 340 nm i spa-
dek przy wzbudzaniu 380 nm. Z kolei przy
wzbudzaniu Swiattem o dlugoSsci fali 357 nm,
fura-2 jest niewrazliwa na zmiany stezenia jo-
now wapnia; jest to jej punkt izozbestyczny.
Fura-2 ma niskie K, (140 nM) i Swietnie na-

daje sie do pomiarow [Ca*] w cytozolu. Inna
czesto stosowana sonda chemiczna to fluo-4
(i podobna do niej fluo-3), ktora zawiera flu-
orofor w postaci grupy ksantenowej, przypo-
minajacy fluoresceing, i ktora wymaga stan-
dardowego zestawu filtrow do fluoresceiny
lub GFP. Fluo-4 nie jest sonda ratiometrycz-
na, ale intensywnoS¢ jej fluorescencji ulega
dramatycznemu zwickszeniu po zwiazaniu
Ca*. Jej K, choC troche wyzsze niz w przy-
padku fura-2, wciaz jest odpowiednie do mo-
nitorowania [Ca**] w cytozolu. Fluo-4 bardzo
dobrze nadaje si¢ do rejestracji szybkich od-
powiedzi wapniowych, jak np. spontaniczne
iskry wapniowe w izolowanych komorkach
miesnia serca, generowane przez receptory
rianodynowe. Sonda ta jest tez Cz€sto stoso-
wana w badaniach przesiewowych.

Z powodu ujemnego ladunku grup kar-
boksylowych, btony komorkowe nie sa prze-
puszczalne dla niskoczasteczkowych sond
wapniowych, ktore musza by¢ wprowadzane
do komorek za pomoca mikroinjekcji. Uzycie
sond w postaci estrow acetoksymetylowych
(AM), dostepnych komercyjnie dla wielu z
nich, umozliwia prostszy, bo oparty na zwy-
ktej inkubacji, spos6b wprowadzania ich do
komorek. Estry AM przechodza przez blony,
a nastepnie ulegaja deesteryfikacji przez na-
tywne enzymy komorkowe i zostaja uwiezio-
ne w cytozolu. W pewnych warunkach sondy
wapniowe moga akumulowac si¢ nie tylko w
cytozolu, ale rowniez w organellach. Sonda
rhod-2/AM ma dodatnio natadowany fluoro-
for i duza tendencje do akumulacji wewnatrz
mitochondriow, stad jej czeste zastosowanie
do pomiarow [Ca®] w tych organellach. Dtu-
gotrwala inkubacja w podwyzszonej tempe-
raturze (37°C) takze sprzyja gromadzeniu
sie estrOw sond chemicznych w organellach.
Zjawisko to mozna wykorzysta¢ do pomia-
row [Ca*] wewnatrz ER za pomoca mag-fu-
ra-2. Sonda ta spektralnie jest podobna do
fura-2, ale ma duzo wyzsze K, odpowiednie
do pomiaréw [Ca?] w tym organellum. Do-
datkowo, selektywne usuniecie btony komor-
kowej, bez jednoczesnego uszkodzenia btony
ER, za pomoca tagodnego detergentu, np.
digitoniny, umozliwia pozbycie si¢ resztek
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cytozolowej frakcji sondy mag-fura-2 i daje
latwa kontrole nad Srodowiskiem zewnetrz-
nym ER. Podanie Ca** w obecnosci ATP, daje
wtedy mozliwoS¢ zmierzenia szybkoSci pom-
powania Ca** do ER przez SERCA. Zasadni-
czo jednak wiekszos¢ sond chemicznych jest
uzywana do pomiaréow [Ca*'] w cytozolu, po-
niewaz ich specyficzna lokalizacja w wybra-
nych organellach jest trudna do osiagniecia.
Drugim rodzajem sond wapniowych sa
sondy bialkowe. Pierwsza stosowana sonda
tego rodzaju jest bialko akworyna, wyizolo-
wane z meduzy Aequorea victoria (R1ZZUTO
i wspotaut. 1992). W przeciwienstwie do po-
zostalych omawianych sond w tym artykule,
akworyna nie jest biatkiem fluorescencyjnym,
a bioluminescencyjnym. Zwijzanie jonow
wapnia przez Akworyn¢ prowadzi do reakcji
enzymatycznej i emisji niebieskiego Swiatta.
Jednak niewielka ilos¢ emitowanych foto-
now stanowita bardzo powazna przeszkode
w szerokim zastosowaniu tej sondy. Stad wy-
nikneta potrzeba rozwoju genetycznie kodo-
wanych sond dzialajacych na innej zasadzie.
Obecnie uzywane sondy oparte sa na bial-
ku zielonej fluorescencji (GFP), wyizolowa-
nym z tego samego organizmu co akworyna
(McCoMBS i PALMER 2008, WHITAKER 2010).
Chociaz samo GFP nie wiaze jonow wapnia,
metodami inzynierii genetycznej stworzono
rozmaite fuzje tego biatka (lub bialek po-
krewnych, takich jak CFP (ang. cyan fluore-
scent protein) lub YFP (ang. yellow fluore-
scent protein) z fragmentami biatek wiaza-
cych Ca?: kalmoduliny (CaM) lub troponiny
C, w taki sposob, aby sonda zmieniata wia-
Sciwosci fluorescencyjne w odpowiedzi na
zmiane [Ca?']. Jeden typ sond biatkowych,
okreslanych jako kameleony, wykorzystuje w
tym celu zjawisko rezonansowego transferu
energii (FRET). Polega ono na nieradiacyj-
nym transferze energii z czasteczki wzbudzo-
nej do czasteczki akceptorowej, pozostaja-
cej w jej bezposredniej bliskoSci (zwykle w
zasiegu 1-10 nm). Czasteczka akceptorowa
przechodzac nastepnie do stanu spoczynko-
wego, emituje Swiatto. Kameleony zawieraja
dwa bialka fluorescencyjne, najczesciej jest to
para CFP i YFP (lub ich warianty), polaczone
kalmodulina i peptydem M13 pochodzacym
z kinazy lekkiego tancucha miozyny (MLCK).
Zwiazanie Ca* przez kalmodulin¢ ulatwia jej
oddzialywanie z peptydem M13, co z kolei
prowadzi do zmiany konformacyjnej calej
sondy, zmniejszenia odlegloSci pomiedzy
CFP i YFP, i w efekcie do transferu energii.
Wzrost [Ca*'] powoduje wiec zwickszenie

fluorescencji YFP, przy jednoczesnym spad-
ku fluorescencji CFP. Jak latwo z tego wy-
wnioskowaé¢, kameleony sa sondami ratiome-
trycznymi. Pozostate sondy biatkowe skladaja
si¢ z pojedynczego biatka fluorescencyjnego
oraz peptydow wiazacych Ca?*'. W sondach
tego typu, oddzialywanie z Ca** wplywa na
otoczenie fluoroforu i zmienia jego wtasci-
woSsci fluorescencyjne. Efektem zwykle jest
wzrost intensywnosci fluorescencji, i tylko w
nielicznych przypadkach monomeryczne son-
dy biatkowe sa ratiometryczne.

Genetycznie kodowane sondy wapniowe
maja wiele zalet w porownaniu z sondami
niskoczasteczkowymi. Metodami inzynierii
genetycznej mozna doda¢ do nich odpowied-
nie peptydy sygnalowe i zapewni¢ wysoce
specyficzna lokalizacje w organellach komor-
kowych (WHITAKER 2010). Stad te sondy sa
uzywane do pomiaréw [Ca®*] w mitochon-
driach i ER. Czeste zastosowanie znajduja
w pomiarach in vivo, w organizmach. Ich
trwala ekspresje z genomu mozna uzyskac
za pomoca transdukcji rekombinowanym
wirusem, ewentualnie za pomoca klasycz-
nych metod tworzenia linii transgenicznych
(McComBs i PALMER 2008). Co wigcej, przy
zastosowaniu odpowiedniego promotora,
mozna uzyska¢ ich tkankowo specyficzna
ekspresje. Genetycznie kodowane sondy za-
tem Swietnie nadaja si¢ do dlugotrwalej re-
jestracji stezenia jonOw wapnia w tkankach
in vivo. Do tego typu eksperymentéw sondy
niskoczasteczkowe sa mniej przydatne, po-
niewaz ich wprowadzenie do tkanek juz nie
jest takie proste jak do komoérek w hodowli,
a poza tym sa aktywnie wypompowywane z
komorek i ich lokalizacja wewnatrzkomorko-
wa jest ograniczona w czasie. Sondy biatko-
we sa szczegOlnie atrakcyjne do monitorowa-
nia [Ca*’], w mozgu, np. w transgenicznych
organizmach modelowych dla choréb neu-
rodegeneracyjnych. KUCHIBHOTLA i wspolaut.
(2008) za pomoca kameleona YC3.60 stwier-
dzili wzrost [Ca*]. w neuronach zlokalizo-
wanych w sasiedztwie zlogow beta-amyloidu
(tworéw charakterystycznych dla choroby
Alzheimera) u myszy. Sondy wapniowe moga
by¢ takze stosowane jako metoda rejestracji
potencjalow czynnoSciowych w mozgu, po-
niewaz przebieg potencjalu zwiazany jest z
naplywem Ca?** do neuronow przez kanaly
wapniowe bramkowane napi¢ciem. Do tego
celu szczegoOlnie przydatna wydaje sie byc
monomeryczna sonda GCaMP3, ktéra po-
mysSlnie zastosowano do pomiar6w aktywno-
Sci neuronalnej zaro6wno u kregowcow, jak i
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bezkregowcow (TIAN i wspoétaut. 2009). To
zastosowanie dobrze wpasowuje si¢ w no-
woczesne techniki optogenetyczne, majace
na celu sterowanie przewodnictwem nerwo-
wym w mozgu za pomoca Swiatla lasera. Do
okresSlonych grup neuronéw wprowadza sie
Swiattoczule kanaly jonowe, opsyny, pocho-
dzace z alg lub pewnych bakterii, ktorych
stymulacja prowadzi do aktywacji badz ha-
mowania neuronow, w zaleznosci od uzytej
opsyny (KNOPFEL i wspoétaut. 2010). Gene-
tycznie kodowane sondy wapniowe sa wiec
potencjalnymi  detektorami optogenetycz-
nych manipulacji.

Sondy biatkowe maja jednak tez swoje
wady. Przede wszystkim nie doréwnuja son-
dom niskoczasteczkowym pod wzgledem ki-
netyki i zakresu dynamiki (McCCOMBS i PAL-
MER 2008, WHITAKER 2010). Zakres dynami-
ki wspomnianej sondy GCaMP3 wyliczony
zostal na poziomie 12, co stanowi ok. 10%
zakresu jej niskoczasteczkowego odpowied-
nika, sondy fluo-4. Wsrod ratiometrycznych

kameleonow najwickszy zakres dynamiki
uzyskano dla sondy YC3.60, wynoszacy 0.6.
Jeszcze nizszy zakres dynamiki, bo wyno-
szacy zaledwie 2, oferuje kameleon DI1ER,
czesto stosowany do pomiaréw jonow wap-
nia wewnatrz ER (PALMER i wspotaut. 2004,
McComBs i PALMER 2008). Niewatpliwie po-
prawa tego parametru w sondach kolejnych
generacji bylaby bardzo pozadana. Nalezy tez
pamietaé, ze sondy genetycznie kodowane
powstaja wewnatrz komorki w wyniku eks-
presji wprowadzonego cDNA. Ich skladanie,
a zwlaszcza dojrzewanie fluoroforu sa zalezne
od czynnikéw chemicznych i fizycznych, np.
temperatury, i moze przebiega¢ odmiennie w
roznych komoérkach i organellach (MCCOMBS
i PALMER 2008, WHITAKER 2010). Wybor sond
biatkowych pod wzgledem spektralnym jest
takze doS$¢ ograniczony; wiekszos¢ sond emi-
tuje Swiatlo zielone badz zotte, cho¢ ostatnio
uzyskano sondy emitujace Swiatlo o wigkszej
dhugosci fali (ZHAO i wspotaut. 2011).

NAPLYW WAPNIA REGULOWANY PRZEZ MAGAZYNY WAPNIOWE

Chociaz pomiary [Ca*] okazaly si¢ nie-
odzowne w zrozumieniu wielu roznorod-
nych proceséw i szlakow sygnatlowych, wy-
rzut Ca** z ER i nastepujacy po nim naplyw
zewnatrzkomorkowego Ca?>* do cytozolu
jest prawdopodobnie najcz¢Sciej badana
odpowiedzia komorkowa za pomoca sond
wapniowych, takich jak fura-2. Zwiazanie li-
gandu, np. histaminy lub ATP, przez odpo-
wiedni metabotropowy receptor sprzezony
z biatkiem Gq (GPCR) na btonie komoérko-
wej prowadzi do aktywacji enzymu fosfoli-
pazy C i produkcji czasteczki IP, (CLAPHAM
2007). IP, nast¢pnie dyfunduje do cytozolu
i oddzialuje z receptorem IP, na blonie ER,
w wyniku czego dochodzi do wyrzutu Ca?*'
z ER do cytozolu. Od dawna wiadomo bylo,
ze ten proces nieodlacznie powiazany jest z
nastepujacym po nim naptywem Ca*" ze Sro-
dowiska zewnatrzkomorkowego do cytozolu
(PUTNEY 2009). Jednak mechanizm odpowie-
dzialny za te¢ sekwencje zdarzen pozostawat
dtugo nieznany. W 1986 r. James Putney
sformutowal hipoteze gloszaca, ze naptyw
Ca* do komorki jest bezposrednio zalezny
od spadku jego stezenia w magazynach wap-
niowych. Zjawisko to zostalo pierwotnie na-
zwane pojemnosciowym naplywem wapnia
(ang. capacitative calcium entry, CCE), choc¢
obecnie czeSciej stosowane jest okreSlenie

naplyw wapnia regulowany przez magazyny
wapniowe (ang. store-operated calcium en-
try, SOCE) (PUTNEY 2009). Funkcja SOCE jest
zwigkszenie [Ca*’], do poziomu niezbednego
do aktywagcji szlakow sygnatowych, jak row-
niez uzupelnienie magazynow wapniowych
(ER) przy wykorzystaniu aktywnoSci pompy
SERCA. Hipoteze Putneya umocnito odkrycie
tapsigarginy, zwigzku pochodzenia roSlin-
nego, ktory jest inhibitorem pompy SERCA.
Podanie tapsigarginy (lub podobnie dziataja-
cego kwasu cyklopiazonowego) takze prowa-
dzi do naplywu zewnatrzkomorkowego Ca*',
cho¢ w tym przypadku jest to konsekwencja
pasywnego i stosunkowo wolnego wycieku
Ca** z ER do cytozolu, ktory daje sie zaob-
serwowac po inaktywacji pompy SERCA. To
pokazato, ze szlak sygnalowy zalezny od IP,
nie jest bezposrednio zaangazowany w ak-
tywacje naptywu wapnia do komorki. Na to
samo wskazywala tez obserwacja, ze naptyw
Ca?>* mozna eksperymentalnie opdzni¢ po-
przez usuniccie zewnatrzkomorkowego Ca?”
na czas aktywacji receptorow GPCR, az do
momentu jego ponownego dodania po usta-
niu produkcji IP,. Jednak bialka odpowie-
dzialne za SOCE pozostawaly nieuchwytne
przez wiele lat, mimo ze nad ich identyfika-
cja pracowato wiele grup badawczych. Wy-
suwane po kolei kandydatury kanalow wap-
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Ryc. 2. Naplyw jonéw wapnia regulowany przez magazyny wapniowe (SOCE) jest silnie zreduko-
wany w komorkach z deplecja kanalu wapniowego ORAIL.

Hodowane komorki Hela szczepu dzikiego (kontrola) albo z deplecja biatka ORAI1, naladowano sonda wap-
niowa fura-2/AM (przez 20 minut w temperaturze pokojowej), a nastepnie obrazowano za pomoca mikro-
skopu fluorescencyjnego. Do perfuzji uzyto roztwordow fizjologicznych zawierajacych 1,5 mM Ca** albo 2
mM EGTA, w kolejnosci takiej jak przedstawiono nad wykresami. AktywnoS¢ SERCA zostala zablokowana
przez podanie 10 pM kwasu cyklopiazonowego (CPA) w roztworze z EGTA, w celu wywolania opdznionej
odpowiedzi SOCE. Wykresy przedstawiaja wzgledne jednostki fluorescencji sondy rejestrowane w czasie 480
sekund przy wzbudzaniu Swiattem o dlugosci fali 340 nm (gorny rzad), 380 nm (Srodkowy rzad), a takze
ratiometryczny wynik (340/380; dolny rzad). Czarna krzywa przedstawia Srednia pomiaru dla wszystkich ko-
morek w polu widzenia, a szary obszar — odchylenie standardowe dla pomiaru. Pierwszy wzrost [Ca*], jest
spowodowany pasywnym wyplywem Ca* z ER po zablokowaniu aktywnoSci SERCA, a drugi (widoczny tylko
dla kontroli) jest spowodowany odpowiedzia SOCE. Ich wzgledna amplituda moze si¢ znaczaco réznic¢, w
zaleznoSci od typu badanych komorek.

niowych, gtdwnie z rodziny TRP, jako kanaly
SOCE, byly zwykle szybko odrzucane, ponie-
waz ich charakterystyka elektrofizjologiczna
odbiegata od tej zademonstrowanej dla endo-
gennego kanalu SOCE. W tym przypadku po-
miary naptywu Ca?* za pomoca sond wapnio-

wych i metody elektrofizjologiczne dawaly
niejednoznaczne wyniki. Dopiero w 2005 r.
dwoém grupom badawczym udalo si¢ ziden-
tyfikowac¢ pierwszy niepodwazalny kompo-
nent maszynerii SOCE, a mianowicie biatko
STIM1 (Liou i wspotaut. 2005, ROOS i wspot-
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aut. 2005). Obydwie grupy zastosowaly bada-
nia przesiewowe na komorkach, w ktérych
przeprowadzono deplecje biatek za pomoca
metody interferencji RNA, a pomiar SOCE
odbywal si¢ we fluorescencyjnym czytniku
szalek wielodotkowych 2z wykorzystaniem
sond fluo-4 lub fura-2. STIM1 lokalizuje si¢
w ER oraz zawiera domene EF-hand wigzaca
Ca** wewnatrz tego organellum. STIM1 nie
jest kanalem wapniowym, lecz petni kluczo-
wa funkcje jako sensor jonow wapnia w ER.
Rok poOzniej udato sie zidentyfikowac¢ wiasci-
wy kanal wapniowy, tj. biatko ORAI1 (FESKE i
wspotaut. 20006, VIG i wspotaut. 2006, ZHANG
i wspotaut. 2006). Na podstawie wielu kolej-
nych prac badawczych ustalono, ze obnize-

nie stezenia jonow wapnia w ER, powoduje
odlaczenie Ca** od bialka STIM1, oligomery-
zacje i przemieszczenie sie¢ STIM1 w obre-
bie ER w poblize btony komorkowej, gdzie
nast¢pnie aktywuje kanal wapniowy ORAI1
(SOBOLOFF i wspotaut. 2012). Tak wiec pra-
wie dwadzieScia lat od powstania hipotezy
Putneya, sukcesem zakoficzyly sie poszuki-
wania kluczowych bialek zaangazowanych
w SOCE, przy wykorzystaniu nowoczesnych
metod biologii molekularnej i komorkowej,
w tym sond wapniowych. Przyklad ekspery-
mentu demonstrujacego odpowiedZz SOCE
w komorkach Hela jest zaprezentowany na
Ryc. 2.

PODSUMOWANIE

Rozwo0j mikroskopowych metod pomia-
row wewnatrzkomorkowego stezenia jonow
wapnia byt kluczowy dla doglebnego po-
znania procesOw i szlakow sygnalowych z
udzialem tego waznego wtOrnego przekaz-
nika. Koszt podstawowego mikroskopowego
systemu obrazowania zdatnego do tego typu
badan jest relatywnie niewielki i obecnie
wiele laboratoriow dysponuje odpowiednia
aparatura. Co wiecej, rejestracja i analiza ko-
morkowych odpowiedzi wapniowych w ho-
dowanych komorkach za pomoca niskocza-
steczkowych sond wapniowych jest nieskom-
plikowana, a metodologia moze by¢ szybko
przyswojona przez nowych adeptow. W
ostatnich latach, stosujac niskoczasteczkowe
sondy wapniowe, udato sie zidentyfikowac
dwa kluczowe biatka odpowiedzialne za na-
ptyw Ca* regulowany przez magazyny wap-

niowe, a mianowicie STIM1 i ORAIL. Z kolei
intensywny rozwoj genetycznie kodowanych
sond wapniowych, jaki ma miejsce ostatnio,
umozliwia rejestracje [Ca*'], w komorkach in
vivo, zarobwno w bezkregowcach, jak i kre-
gowcach. Pomiary [Ca*'], w zywych organi-
zmach maja niewatpliwa przewage nad po-
miarami w hodowanych komoérkach; umozli-
wiaja Sledzenie odpowiedzi wapniowych w
komorkach w ich naturalnym Srodowisku. To
oczywiScie daje szans¢ na znalezienie odpo-
wiedzi na wiele waznych pytan naukowych.
Co jest szczegoOlnie atrakcyjne, genetycznie
kodowane sondy wapniowe moga by¢ z po-
wodzeniem stosowane jako reportery aktyw-
noSci neuronalnej w mozgu. Obok aktywato-
row optogenetycznych, stanowia wiec wazne
narzedzie w badaniach nad przewodnictwem
i sterowaniem uktadu nerwowego.

MIKROSKOPOWE METODY REJESTRACJI WEWNATRZKOMORKOWYCH ODPOWIEDZI
WAPNIOWYCH

Streszczenie

Jony wapnia to wtoérny przekaznik sygnatow od-
grywajacy wazna role¢ w roznorodnych procesach
wewnatrz komorki, takich jak przekaznictwo sygna-
tow, transkrypcja, wydzielanie, przewodnictwo ner-
wowe czy apoptoza. Mikroskopia fluorescencyjna
przy wykorzystaniu specyficznych sond wapniowych
jest metoda niezbedna dla ich pelnego zrozumie-
nia. Umozliwia precyzyjne i szybkie (nawet w czasie
rzeczywistym) Sledzenie zmian ste¢zenia jonoéw wap-
nia w pojedynczych komorkach w odpowiedzi na
zewnetrzne bodZce. Niniejszy artykul przegladowy
ma na celu zapoznanie czytelnika z podstawowymi
mechanizmami komorkowej homeostazy wapniowej,

a takze ze stosowana w ich badaniach metodologia.
Omowione sa najwazniejsze cechy mikroskopowych
systemoOw obrazowania uzywanych do rejestracji ste-
zenia jonow wapnia. W dalszej cze¢Sci przedstawione
sa rodzaje oraz zalety i ograniczenia obecnie stoso-
wanych sond wapniowych, w kontekScie konkret-
nych typow realizowanych badan naukowych. Przy-
szty kierunek tych badafi zostal wyznaczony i umoz-
liwiony przez intensywnie rozwijane genetycznie
kodowane sondy wapniowe, dobrze dostosowane do
dlugotrwatego monitorowania odpowiedzi wapnio-
wych in vivo w modelowych orgamizmach badaw-
czych, takich jak myszy.
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MICROSCOPIC METHODS FOR RECORDING OF INTRACELLULAR CALCIUM RESPONSES

Summary

Calcium ion is an important second messenger
molecule for many various processes inside the cell,
such as signalling, transcription, secretion, neuro-
transmission and apoptosis. Fluorescence micros-
copy with the use of calcium sensors is an indis-
pensable method for our complete understanding of
those processes. It enables accurate and fast (even
in real-time) recording of changes in calcium con-
centration in individual cells in response to extracel-
lular stimuli. This review article aims at getting the
reader familiar with the basics of calcium homeosta-

sis and the methodology to investigate it. Presented
are the most important features of imaging systems
used to monitor calcium levels. Subsequently, vari-
ous types of as well as advantages and limitations
of modern calcium sensors are discussed, in the
context of current lines of scientific investigations.
The future directions of research have been set and
enabled by the intensively developed genetically-
encoded calcium sensors, well suited for long-term
monitoring of calcium responses in vivo in model
organisms, such as mice.
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