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opracowanie metod pomiarów [Ca2+]i. Cho-
ciaż istniejące metody analityczne (atomo-
wa spektrometria absorpcyjna) umożliwiają 
określenie ilości całkowitego wapnia w tkan-
ce, a biochemiczne metody radioizotopowe 
przy użyciu 45Ca2+ określenie jego inkorpo-
racji, nie nadają się one do rejestracji dyna-
micznych sygnałów wapniowych w komórce 
(Tsien 1999). Stało się to możliwe dopiero 
wraz z rozwojem technik mikroskopii świetl-
nej ukierunkowanych na pomiary wewnątrz-
komórkowego stężenia jonów wapnia i od-
powiedzi wapniowych. W niniejszej pracy 
przeglądowej omówione zostaną zagadnienia 
związane z niezbędnym wyposażeniem mi-
kroskopowym i obecnie stosowanymi son-
dami wapniowymi, jak również omówione 
zostaną najważniejsze kierunki badań, w któ-
rych mikroskopowe pomiary [Ca2+]i odgry-
wają kluczową rolę.

Jony wapnia (Ca2+) pełnią bardzo ważną 
funkcję w różnorodnych procesach komór-
kowych takich jak przekaźnictwo sygnałów, 
transkrypcja, wydzielanie, przewodnictwo 
nerwowe czy apoptoza (Clapham 2007). W 
przeciwieństwie do pozostałych wtórnych 
przekaźników, których ilość w komórce re-
gulowana jest przez syntezę i rozkład, stęże-
nie jonów wapnia w cytozolu ([Ca2+]i) jest 
efektem kontrolowanego wypływu z komór-
kowych magazynów wapniowych lub na-
pływu ze środowiska zewnętrznego. Efekt 
sygnałów wapniowych jest ściśle zależny 
od ich umiejscowienia w czasie i przestrze-
ni, a także od obecności odpowiednich bia-
łek efektorowych. Z kolei niekontrolowany, 
nadmierny wzrost stężenia jonów wapnia w 
cytozolu może doprowadzić do śmierci ko-
mórki. Do dogłębnego poznania procesów 
regulowanych przez Ca2+ nieodzowne było 
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HOMEOSTAZA WAPNIOWA

Stężenie wolnych jonów Ca2+ w komór-
kach eukariotycznych wynosi ok. 100 nM. 
Znacznie wyższe stężenie (ok. 400 μM) wy-
krywane jest w retikulum endoplazmatyczym 
(ER), które pełni funkcję głównych komór-
kowych magazynów wapniowych. Z kolei 
stężenie Ca2+ na zewnątrz komórki utrzymuje 
się w granicach 1–2 mM, czyli cztery rzędy 

wielkości więcej niż w cytozolu (Clapham 
2007). Utrzymanie tak znacznego gradientu 
stężeń jonów wapnia zapewniane jest przez 
błonowe pompy wapniowe, które nieustan-
nie wypompowują Ca2+ z cytozolu przy wy-
korzystaniu energii zmagazynowej w ATP. 
W błonie komórkowej jest to PMCA (ang. 
plasma membrane calcium ATPase), a w bło-
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miczny gradient na wewnętrznej błonie mi-
tochondrialnej, wytworzony przez łańcuch 
oddechowy. Jednak dopiero stosunkowo nie-
dawno udało się zidentyfikować białko odpo-
wiedzialne za ten proces (Patron i współaut. 
2013). Co więcej, mitochondria zwykle lo-
kalizują się w bezpośrednim sąsiedztwie ER, 
ułatwiając przepływ Ca2+ do ich wnętrza po 
aktywacji receptorów IP3 (De Brito i Scorra-
no 2010). Białko odpowiedzialne za fizyczne 
połączenie tych dwóch organelli również zo-
stało niedawno zidentyfikowane (De Brito i 
Scorrano 2008). Niewątpliwie, bardzo dużo 
zasobów komórkowych przeznaczonych jest 
na utrzymanie właściwej homeostazy wap-
niowej. Jest ona niezbędna do prawidłowego 
przebiegu procesów kontrolowanych przez 
Ca2+, a jej zachwianie może doprowadzić 
do uruchomienia mechanizmów apoptozy 
i śmierci komórki. Komórka w odpowiedzi 
na bodziec zewnętrzny, na przykład zwią-
zanie liganda przez receptor na błonie pla-
zmatycznej, może zareagować odpowiednim 
sygnałem wapniowym, którego lokalizacja i 
czas trwania są kluczowe dla jego właściwej 
interpretacji (Clapham 2007). Sygnały wap-
niowe mogą przybierać dość skomplikowaną 
postać, na przykład oscylacji lub fal wapnio-
wych rozchodzących się w obrębie komórki. 
Odpowiedź komórki zależy od aktywacji kon-
kretnych białek efektorowych regulowanych 
przez Ca2+, wśród których wyróżnić można 
enzymy takie jak kinazy, proteazy czy fosfa-
tazy. Część z nich wiąże Ca2+ bezpośrednio, 
inne natomiast pośrednio, poprzez wyspecja-
lizowane w tym białka, jak np. kalmodulinę. 
Możliwość rejestracji sygnałów wapniowych, 
ich wielkości i czasu trwania, jest niezbęd-
na dla poznania procesów komórkowych 
regulowanych przez Ca2+ oraz identyfikacji 
i charakterystyki białek zaangażowanych w 
homeostazę wapniową. Obecnie, metodą naj-
częściej stosowaną w tym celu przez badaczy 
jest mikroskopia fluorescencyjna. Do bada-
nych komórek wprowadzona zostaje odpo-
wiednia sonda wapniowa, której właściwości 
fluorescencyjne zależą od ilości związane-
go przez nią Ca2+, co z kolei odzwierciedla 
[Ca2+]i w badanej komórce.

nie ER — SERCA (ang. sarcoendoplasmic re-
ticular calcium ATPase). W usuwaniu jonów 
wapnia dużą rolę, zwłaszcza w neuronach, 
odgrywa wymiennik sodowo-wapniowy, 
wykorzystując przy tym potencjał błonowy 
zgromadzony przez pompę sodowo-potaso-
wą. Jak widać, komórka przeznacza znacz-
ne zasoby energii na utrzymanie niskiego 
spoczynkowego [Ca2+]i. Przypuszcza się, że 
pierwotną tego przyczyną było zapobieganie 
wytrącaniu się fosforanu wapnia, a dopie-
ro w toku ewolucji gradient Ca2+ zaczął być 
wykorzystywany w przekaźnictwie sygnałów 
(Clapham 2007). Do kontrolowanego napły-
wu jonów wapnia przez błonę komórkową 
służą kanały wapniowe. Pod względem peł-
nionej funkcji, można wśród nich wyróżnić 
kilka klas. Są wśród nich kanały bramkowa-
ne napięciem, odgrywające kluczową rolę w 
komórkach pobudliwych, kanały regulowane 
przez magazyny wapniowe (określane jako 
kanały SOCE; ang. store-operated calcium en-
try), jak również kanały przepuszczalne dla 
Ca2+ zależne od ligandów, jak np. neuronalne 
receptory NMDA czy wiele kanałów z rodzi-
ny TRP (ang. transient receptor potential). 
W błonie ER wyróżnia się dwa główne typy 
regulowanych kanałów przepuszczalnych dla 
Ca2+: receptory IP3 oraz receptory rianodyno-
we (RyR). Te pierwsze ulegają aktywacji po 
związaniu cząsteczki IP3 wyprodukowanej 
na błonie komórkowej w odpowiedzi na bo-
dziec zewnętrzny, natomiast receptory riano-
dynowe regulowane są przez lokalne stężenie 
jonów wapnia i są kluczowym ogniwem po-
zytywnego sprzężenia zwrotnego, w którym 
napływ Ca2+ do komórki stymuluje wyrzut 
Ca2+ z magazynów wewnątrzkomórkowych. 
Ostatnim elementem homeostazy wapniowej 
są białka buforujące Ca2+ w cytozolu, zapobie-
gajace niekontrolowanemu wzrostowi [Ca2+]i 
oraz przedłużające odpowiedź wapniową. W 
białkach tych znaleźć można domeny wiążą-
ce Ca2+, najczęściej jest to domena określana 
w języku angielskim jako EF-hand. Funkcje 
buforujące pełnią też organelle, zwłaszcza 
mitochondria. Od dawna było wiadomo, że 
mitochodnria mogą aktywnie transportować 
Ca2+ z cytozolu, wykorzystując elektroche-

MIKROSKOP FLUORESCENCYJNY DO REJESTRACJI WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO STĘŻENIA 
JONÓW WAPNIA

Zdecydowana większość sond wapnio-
wych to cząsteczki fluorescencyjne. Takie 
cząsteczki po pochłonięciu fotonu, ulegają 

wzbudzeniu, a następnie emitują część zaab-
sorbowanej energii w postaci światła o dłu-
gości fali zawsze większej niż światło wzbu-
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oferuje mikroskop dwufotonowy, który jest 
niezbędnym, choć bardzo kosztownym, na-
rzędziem do obrazowania komórek głębiej 
położonych w tkance i jest często wykorzy-
stywany w badaniach in vivo na myszach i 
innych organizmach. 

Jak w każdych badaniach z użyciem flu-
orescencji, mikroskop powinien być wy-
posażony w odpowiednie zestawy filtrów, 
umożliwiające ograniczenie światła wzbu-
dzania (pochodzącego tradycyjnie z rtęcio-
wej lub ksenonowej lampy łukowej, albo 
z coraz częściej stosowanych lamp metalo-
halogenkowych i LED) do odpowiedniego 
zakresu długości fal, jak również do zbie-
rania światła fluorescencji i jego odseparo-
wania od światła wzbudzania. Szczególne 
wymagania niosą ze sobą sondy ratiome-
tryczne (patrz niżej), dla których należy 
wyposażyć mikroskop w urządzenie do 
szybkiej zmiany filtrów wzbudzania i/lub 
filtrów emisyjnych (w zależności od typu 
sondy). Alternatywą dla tego pierwszego 
jest monochromator, który daje możliwość 
płynnej i szybkiej zmiany zakresu światła 
wzbudzania. Szczególnie istotny jest także 
wybór kamery zbierającej obrazy komórek. 
Na rynku jest wiele różnych kamer, sto-
sowanych w badaniach naukowych, opar-
tych zarówno na technologii CCD, jak i 
coraz częściej CMOS, różniących się wydaj-
nością kwantową detektorów, poziomem 
szumów, rozpiętością tonalną, szybkością 
czy rozdzielczością matrycy. Przy pomia-
rach [Ca2+]i wielkość (w pikselach) uzyski-
wanych obrazów ma zwykle drugorzędne 
znaczenie, znacznie istotniejsze są szybkość 
kamery i czułość matrycy (rozumiana jako 
zdolność do detekcji niewielkiej ilości foto-
nów ponad poziom szumu). Chociaż kon-
strukcja mikroskopu fluorescencyjnego za-
sadniczo nie ulega obecnie większym zmia-
nom (za wyjątkiem pewnych innowacyj-
nych rozwiązań oraz mikroskopów do spe-
cjalistycznych zastosowań, jak badania wy-
sokoprzepustowe), to jednak postęp tech-
nologiczny umożliwia wytwarzanie coraz 
doskonalszych komponentów mikroskopu, 
takich jak obiektywy o wysokiej aperturze 
i niewielkim poziomie aberacji optycznych, 
filtry o coraz większej transmisji światła, 
coraz lepsze kamery, nie wspominając o 
komputerach sterujących wszystkimi kom-
ponentami współczesnego mikroskopu i 
umożliwiających obróbkę danych. Wszyst-
ko to zapewnia uzyskiwanie wysokiej jako-
ści obrazów, nawet w czasie rzeczywistym 

dzenia. Fluorescencja jest zjawiskiem bardzo 
szybkim; czas połowicznego zaniku mierzony 
jest w nanosekundach, w przeciwieństwie 
do fosforescencji, w której światło emitowa-
ne jest przez minuty, a nawet godziny. Do 
pomiarów [Ca2+] in vitro wystarczającym 
urządzeniem jest spektrofluorymetr kuweto-
wy. W badaniach przesiewowych, na komór-
kach z sondami wapniowymi, często wyko-
rzystywany jest fluorescencyjny czytnik sza-
lek wielodołkowych. Jednak do precyzyjnych 
pomiarów wewnątrzkomórkowego [Ca2+] 
najlepszym rozwiązaniem jest mikroskop 
fluorescencyjny, ponieważ umożliwia on ob-
razowanie i analizę pojedynczych komórek, 
podczas gdy wyżej wymienione urządzenia 
odczytują jedynie średnią wartość fluorescen-
cji dla badanej próbki. Najczęściej stosowany 
jest odwrócony mikroskop fluorescencyjny 
szerokiego pola z oświetleniem episkopo-
wym (Palmer i Tsien 2006). W przypadku 
obrazowania komórek w hodowli, sekcjono-
wanie optyczne w osi z, oferowane przez 
mikroskopy konfokalne, jest zwykle zbędne, 
ponieważ analiza najczęściej sprowadza się 
do uśrednienia sygnału pochodzącego z ca-
łej komórki. Niemniej jednak, mikroskopy 
konfokalne także są z powodzeniem używa-
ne do pomiarów [Ca2+]i, a w przypadku ob-
razowania tkanek możliwość odcięcia niepo-
żądanego sygnału spoza płaszczyzny ognisko-
wania może być kluczowa dla powodzenia 
eksperymentu (Hasdemir i współaut. 2006). 
W takich sytuacjach jeszcze większą korzyść 

Ryc. 1. Wzór chemiczny sondy wapniowej fura-2. 

Część sondy pochodząca od chelatora wapnia, BAP-
TA, zaznaczona jest na szarym tle. W często stosowa-
nej wersji fura-2/AM, ujemny ładunek grup karbok-
sylowych zneutralizowany jest przez estry acetoksy-
metylowe (AM), co gwarantuje przechodzenie sondy 
przez błony komórkowe.
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komorze do obrazowania, przez którą prze-
pływa roztwór fizjologiczny, napędzany pom-
pą strzykawkową lub grawitacyjnie. Perfuzja 
umożliwia wielokrotne podawanie i odpłuki-
wanie związków chemicznych w ramach jed-
nego eksperymentu, bez ryzyka poruszenia 
preparatu, zwykle towarzyszącemu próbom 
ich podawania za pomocą pipety. 

Na rynku oferowane są także mikrosko-
powe systemy do badań wysokoprzepusto-
wych, w których obrazowane są komórki 
rosnące w szalkach wielodołkowych. Poda-
wanie związków chemicznych do komórek 
i obrazowanie są w pełni zautomatyzowane. 
Systemy takie doskonale nadają się do badań 
przesiewowych na komórkach z sondą wap-
niową, mających na celu identyfikację poszu-
kiwanych białek lub związków chemicznych 
o pożądanym działaniu farmakologicznym.

(30 klatek na sekundę), co ma szczególnie 
istotne znaczenie dla obrazowania szybko 
zachodzących sygnałów wapniowych.

Przy omawianiu zestawu mikroskopowe-
go do pomiarów [Ca2+]i, należy wspomnieć 
o dodatkowym wyposażeniu mikroskopów, 
bardzo przydatnym do przyżyciowego ob-
razowania komórek, a mianowicie inkuba-
torach lub specjalnych nakładkach na stoli-
ki mikroskopowe, zapewniających kontrolę 
temperatury i atmosfery. Eksperymenty czę-
sto wymagają podawania różnych związ-
ków chemicznych bądź zmiany czynników 
fizycznych (np. temperatury), wywołujących 
lub modulujących odpowiedź wapniową. 
Zdaniem autora, najlepszym sposobem na 
kontrolowaną zmianę warunków doświad-
czenia jest perfuzja. Komórki umieszcza się 
na szkiełku mikroskopowym w specjalnej 

DZIAŁANIE I CHARAKTERYSTYKA SOND WAPNIOWYCH

Działanie wapniowych sond fluorescen-
cyjnych polega na związaniu jonów wapnia 
i emisji fluorescencji o intensywności zależ-
nej od ilości związanego Ca2+ (Tsien 1999). 
Po wprowadzeniu do komórki, sondy umoż-
liwiają oznaczenie poziomu wolnych jonów 
wapnia w cytozolu bądź poszczególnych or-
ganellach. Chociaż sondy bezpośrednio nie 
dają informacji o stężeniu jonów wapnia, jed-
nostki sygnału fluorescencji można zazwyczaj 
przeliczyć na absolutne wartości stężenia po 
przeprowadzeniu kalibracji. Polega ona na 
zmierzeniu fluorescencji w warunkach za-
równo wysycenia sondy Ca2+, jak również ze-
rowego [Ca2+] w komórce (osiągane poprzez 
całkowitą chelację Ca2+) na koniec ekspery-
mentu (Palmer i Tsien 2006). Przy znanej 
stałej dysocjacji sondy dla Ca2+ (Kd), możliwe 
jest wtedy obliczenie stężenia jonów wapnia 
w molach/litr w trakcie zarejestrowanego 
pomiaru. 

Obecnie dostępnych jest wiele sond wap-
niowych, różniących się właściwościami. Nie 
ma sondy idealnej, każda ma swoje zalety i 
wady, i w trakcie planowania eksperymentu 
należy zastanowić się, która sonda będzie naj-
właściwsza. Jakie więc można wymienić po-
żądane cechy? Część z nich będzie taka sama 
jak dla wszystkich barwników fluorescencyj-
nych używanych do badań przyżyciowych ko-
mórek. Pozostałe będą specyficzne dla sond 
wapniowych. Być może najważniejszą cechą 
jest jasność. W przeciwieństwie do obrazowa-
nia w świetle przechodzącym, w mikroskopii 

fluorescencyjnej każdy zebrany foton „jest na 
wagę złota”, stąd stawiane są bardzo duże wy-
magania co do barwników fluorescencyjnych 
(pożądany jest wysoki współczynnik absorpcji 
i wydajność kwantowa) oraz mikroskopowej 
aparatury (pożądana jest wysoka transmisja 
elementów optycznych i wysoka wydajność 
kwantowa detektorów, takich jak kamery). 
Właściwe obrazowanie przyżyciowe komórek 
wyznakowanych markerami fluorescencyjnymi 
zawsze polega na znalezieniu odpowiedniego 
kompromisu pomiędzy intensywnością oświe-
tlenia, szybkością zbierania obrazów i ich jako-
ścią (mierzoną jako stosunek sygnału do szu-
mu). Zwiększenie intensywności oświetlenia 
prowadzi do lepszych jakościowo obrazów i/
lub większej rozdzielczości czasowej (więcej 
obrazów w jednostce czasu), ale to pociąga 
za sobą niepożądane zjawiska fototoksyczno-
ści i wyświecania barwnika fluorescencyjnego. 
Ponieważ jasność sond wapniowych zależy od 
[Ca2+], warunki obrazowania muszą być tak 
dobrane, aby zapewnić akceptowalną jakość 
obrazu zarówno dla minimalnego, jak i maksy-
malnego mierzonego [Ca2+]. Jasność sond wap-
niowych ma jeszcze jedno istotne znaczenie. 
Ponieważ wiążą one Ca2+, siłą rzeczy zawsze 
działają jak bufory wapniowe i tym samym 
ingerują w homeostazę wapniową (Hasde-
mir i współaut. 2006). Sondy o dużej jasności 
mogą być używane w mniejszym stężeniu by 
osiągnąć odpowiednią jakość obrazów i tym 
samym będą mniej zaburzać badany proces. 
Kolejną istotną cechą barwników fluorescen-
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konfokalnego z dwoma detektorami (a najle-
piej z detektorem spektralnym). Poza tym za-
stosowanie sond ratiometrycznych, zwłaszcza 
tych opartych na dwufalowym wzbudzaniu, 
często wyklucza szybkie obrazowanie w czasie 
rzeczywistym, ponieważ jeden punkt czasowy 
wymaga zarejestrowania dwóch obrazów, a 
czas poświęcony na zmianę układu optycznego 
pomiędzy obrazami dodatkowo zmniejsza roz-
dzielczość czasową.

Specyficzne cechy sond to zakres dyna-
miki i kinetyka (Palmer i Tsien 2006). Zakres 
dynamiki jest definiowany jako stosunek in-
tensywności fluorescencji sondy przy mak-
symalnym wysyceniu Ca2+ (Fmax) do inten-
sywności fluorescencji przy zerowym [Ca2+] 
(Fmin). W przypadku sond ratiometrycznych 
stosuje się odpowiednio wyliczone stosun-
ki intensywności fluorescencji (Rmax i Rmin). 
Preferowane są sondy o dużym zakresie dy-
namiki, ponieważ umożliwiają one zareje-
strowanie nawet niewielkich zmian stężenia 
jonów wapnia, które mogą zostać przeoczo-
ne w przypadku użycia sond o niewielkiej 
dynamice. Kinetyka z kolei zależy od warto-
ści stałej szybkości wiązania Ca2+ (kON) i sta-
łej szybkości dysocjacji (kOFF). Sondy o dużej 
kinetyce nadają się do rejestracji szybkich 
zmian [Ca2+], np. oscylacji wapniowych. W 
przypadku użycia sond o słabej kinetyce, 
oscylacje mogą zostać zarejestrowane jako 
pojedyncza odpowiedź. Natomiast znajomość 
stałej dysocjacji w równowadze (Kd), definio-
wanej jako iloraz kOFF i kON, jest kluczowa w 
doborze sondy do odpowiedniej lokalizacji 
wewnątrzkomórkowej. Sondy o niskim Kd są 
odpowiednie do rejestracji [Ca2+] w cytozolu, 
gdzie stężenie tego kationu jest niewielkie, 
podczas gdy sondy o wysokim Kd powinny 
być używane do oznaczania stężenia jonów 
wapnia w organellach. 

Przy wyborze sondy należy też pamię-
tać o tym, że ich specyficzność wobec Ca2+ 
nie jest absolutna, a w niektórych przypad-
kach wręcz niewielka (Tsien 1999). Niektóre 
sondy oprócz Ca2+ mogą wiązać inne jony, 
np. Mg2+, z takim samym efektem na emisję 
światła fluorescencji. Obecność niektórych 
jonów, a także pH środowiska, może z kolei 
dość znacznie wpływać na właściwości sond 
wapniowych, włącznie z tłumieniem ich flu-
orescencji. Taka interferencja ze strony in-
nych jonów w układzie eksperymentalnym 
jest rzecz jasna, zwykle niepożądana (z wy-
jątkiem pewnych typów eksperymentów, w 
których tłumienie fluorescencji sondy moż-
na z powodzeniem wykorzystać). Ponieważ 

cyjnych, która już została wspomniana, jest 
odporność na wyświecanie (Hasdemir i współ-
aut. 2006). Wyświecanie polega na nieodwra-
calnej utracie właściwości fluorescencyjnych 
cząsteczki w wyniku intensywnej iluminacji, i 
bardzo niekorzystnie wpływa na możliwy czas 
trwania obrazowania, a także komplikuje inter-
pretację wyników, ponieważ często trudno od-
różnić osłabienie sygnału fluorescencji z powo-
du zmiany [Ca2+] od osłabienia sygnału w wy-
niku wyświecania. Jest jednak pewna kategoria 
sond wapniowych, która umożliwia rejestrację 
zmian [Ca2+], zasadniczo niewrażliwą na zmia-
ny sygnału spowodowane wyświecaniem czy 
zmianą płaszczyzny ogniskowania w trakcie 
prowadzenia eksperymentu. Są to tak zwane 
sondy ratiometryczne. Takie sondy charaktery-
zują się odmienną odpowiedzią na zmieniające 
się [Ca2+] w zależności od długości fali światła 
iluminacji bądź emisji. W przypadku ratiome-
trycznego wzbudzania, stosuje się naprzemien-
ne naświetlanie dwiema różnymi długościami 
fali, z których jedna daje wzrost intensywności 
fluorescencji przy rosnącym stężeniu jonów 
wapnia, a druga — przy malejącym. W przypad-
ku ratiometrycznych sond emisyjnych, stosuje 
się jedną długość fali wzbudzania, natomiast 
fluorescencję rejestruje się naprzemiennie dla 
dwóch różnych długości fali, przy których son-
da cechuje się przeciwnym kierunkiem zmiany 
intensywności fluorescencji na zmianę [Ca2+]. 
Uzyskane w ten sposób intensywności fluore-
scencji dzieli się jedna przez drugą (stąd na-
zwa „ratiometryczne”; ang. ratio — stosunek). 
W przypadku rzeczywistej zmiany stężenia jo-
nów wapnia w układzie eksperymentalnym, 
licznik i mianownik zmienią wartość w od-
wrotnym kierunku, i iloraz ulegnie zmianie. 
Natomiast na skutek spadku sygnału w wyniku 
wyświecania bądź utraty właściwej płaszczy-
zny ogniskowania, licznik i mianownik ulegną 
zmniejszeniu i nie wpłyną na ratiometryczny 
wynik. Jest to niewątpliwie zaleta, i nic dziw-
nego, że sondy ratiometryczne są często prefe-
rowane przez badaczy nad zwykłymi sondami, 
cechującymi się prostą zależnością intensyw-
ności fluorescencji od stężenia jonów wapnia. 
Co także istotne, odczyty z sond ratiometrycz-
nych są łatwiejsze do skalibrowania, czyli do 
przekształcenia na absolutne wartości stęże-
nia. Sondy ratiometryczne mają jednak swoje 
wady. Ratiometryczne sondy wzbudzania wy-
magają użycia urządzeń do szybkiej zmiany fil-
trów wzbudzania lub monochromatora. Sondy 
emisyjne wymagają szybkiego zmieniacza fil-
trów emisyjnych, zastosowania dwóch kamer 
z układem rozdziału światła bądź mikroskopu 
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one dość znacznie zaburzyć wartość Kd son-
dy względem tej oznaczonej in vitro, i w ten 
sposób zafałszować obliczenia absolutnych 
stężeń jonów wapnia w komórce. 

gradient jonów wapnia na błonach komór-
kowych jest bardzo wysoki, wpływ innych 
jonów na rejestrację odpowiedzi wapnio-
wych nie jest zwykle duży, natomiast mogą 

RODZAJE SOND WAPNIOWYCH

Sondy wapniowe najłatwiej podzielić na 
sondy chemiczne i genetycznie kodowane. 
Te pierwsze są niskocząsteczkowymi związ-
kami syntetyzowanymi chemicznie, te dru-
gie zwykle wprowadza się do komórek jako 
cDNA, które ulega ekspresji do fluorescen-
cyjnego białka wiążącego Ca2+. Stąd też gene-
tycznie kodowane sondy będą w niniejszej 
pracy również określane jako białkowe son-
dy wapniowe. W rozwoju jednych i drugich 
ogromny wkład miał amerykański bioche-
mik chińskiego pochodzenia Roger Tsien. W 
2008 r. otrzymał on Nagrodę Nobla w dzie-
dzinie chemii za prace nad białkiem zielonej 
fluorescencji (ang. green fluorescent prote-
in, GFP). Jednak należy pamiętać, że Tsien 
opublikował też wiele pionierskich prac na 
temat sond wapniowych, zarówno tych che-
micznych, jak i genetycznie kodowanych, i 
trudno wyobrazić sobie postęp w tej dziedzi-
nie bez jego zasług.

Sondy chemiczne oparte są na związku 
wiążącym Ca2+, zwanym BAPTA, który z ko-
lei pochodzi od bardziej znanej cząsteczki 
chelatującej jony wapnia, EGTA (Tsien 1999). 
Choć już sama BAPTA ma pewną zdolność 
do fluorescencji, w sondach wapniowych 
połączona jest ona z odpowiednim fluorofo-
rem. Związanie Ca2+ przez grupy karboksy-
lowe BAPTA powoduje zmianę właściwości 
fluorescencyjnych fluoroforu. Prawdopodob-
nie najczęściej stosowaną sondą chemiczną 
jest fura-2, posiadająca grupę benzofuranową 
(stąd nazwa sondy), zsyntetyzowaną przez 
polskiego chemika Grzegorza Grynkiewi-
cza w laboratorium Tsiena (Grynkiewicz i 
współaut. 1985). Wzór chemiczny fura-2 jest 
przedstawiony na Ryc. 1. Jest to sonda ratio-
metryczna, którą standardowo wzbudza się 
naprzemiennie światłem o długości fali 340 
i 380 nm, a fluorescencję rejestruje się dla 
długości fali powyżej 500 nm. Związanie Ca2+ 
przez fura-2 powoduje wzrost intensywności 
fluorescencji przy wzbudzaniu 340 nm i spa-
dek przy wzbudzaniu 380 nm. Z kolei przy 
wzbudzaniu światłem o długości fali 357 nm, 
fura-2 jest niewrażliwa na zmiany stężenia jo-
nów wapnia; jest to jej punkt izozbestyczny. 
Fura-2 ma niskie Kd (140 nM) i świetnie na-

daje się do pomiarów [Ca2+] w cytozolu. Inna 
często stosowana sonda chemiczna to fluo-4 
(i podobna do niej fluo-3), która zawiera flu-
orofor w postaci grupy ksantenowej, przypo-
minający fluoresceinę, i która wymaga stan-
dardowego zestawu filtrów do fluoresceiny 
lub GFP. Fluo-4 nie jest sondą ratiometrycz-
ną, ale intensywność jej fluorescencji ulega 
dramatycznemu zwiększeniu po związaniu 
Ca2+. Jej Kd, choć trochę wyższe niż w przy-
padku fura-2, wciąż jest odpowiednie do mo-
nitorowania [Ca2+] w cytozolu. Fluo-4 bardzo 
dobrze nadaje się do rejestracji szybkich od-
powiedzi wapniowych, jak np. spontaniczne 
iskry wapniowe w izolowanych komórkach 
mięśnia serca, generowane przez receptory 
rianodynowe. Sonda ta jest też często stoso-
wana w badaniach przesiewowych. 

Z powodu ujemnego ładunku grup kar-
boksylowych, błony komórkowe nie są prze-
puszczalne dla niskocząsteczkowych sond 
wapniowych, które muszą być wprowadzane 
do komórek za pomocą mikroinjekcji. Użycie 
sond w postaci estrów acetoksymetylowych 
(AM), dostępnych komercyjnie dla wielu z 
nich, umożliwia prostszy, bo oparty na zwy-
kłej inkubacji, sposób wprowadzania ich do 
komórek. Estry AM przechodzą przez błony, 
a następnie ulegają deesteryfikacji przez na-
tywne enzymy komórkowe i zostają uwięzio-
ne w cytozolu. W pewnych warunkach sondy 
wapniowe mogą akumulować się nie tylko w 
cytozolu, ale również w organellach. Sonda 
rhod-2/AM ma dodatnio naładowany fluoro-
for i dużą tendencję do akumulacji wewnątrz 
mitochondriów, stąd jej częste zastosowanie 
do pomiarów [Ca2+] w tych organellach. Dłu-
gotrwała inkubacja w podwyższonej tempe-
raturze (37°C) także sprzyja gromadzeniu 
się estrów sond chemicznych w organellach. 
Zjawisko to można wykorzystać do pomia-
rów [Ca2+] wewnątrz ER za pomocą mag-fu-
ra-2. Sonda ta spektralnie jest podobna do 
fura-2, ale ma dużo wyższe Kd, odpowiednie 
do pomiarów [Ca2+] w tym organellum. Do-
datkowo, selektywne usunięcie błony komór-
kowej, bez jednoczesnego uszkodzenia błony 
ER, za pomocą łagodnego detergentu, np. 
digitoniny, umożliwia pozbycie się resztek 
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fluorescencji YFP, przy jednoczesnym spad-
ku fluorescencji CFP. Jak łatwo z tego wy-
wnioskować, kameleony są sondami ratiome-
trycznymi. Pozostałe sondy białkowe składają 
się z pojedynczego białka fluorescencyjnego 
oraz peptydów wiążących Ca2+. W sondach 
tego typu, oddziaływanie z Ca2+ wpływa na 
otoczenie fluoroforu i zmienia jego właści-
wości fluorescencyjne. Efektem zwykle jest 
wzrost intensywności fluorescencji, i tylko w 
nielicznych przypadkach monomeryczne son-
dy białkowe są ratiometryczne.

Genetycznie kodowane sondy wapniowe 
mają wiele zalet w porównaniu z sondami 
niskocząsteczkowymi. Metodami inżynierii 
genetycznej można dodać do nich odpowied-
nie peptydy sygnałowe i zapewnić wysoce 
specyficzną lokalizację w organellach komór-
kowych (Whitaker 2010). Stąd te sondy są 
używane do pomiarów [Ca2+] w mitochon-
driach i ER. Częste zastosowanie znajdują 
w pomiarach in vivo, w organizmach. Ich 
trwałą ekspresję z genomu można uzyskać 
za pomocą transdukcji rekombinowanym 
wirusem, ewentualnie za pomocą klasycz-
nych metod tworzenia linii transgenicznych 
(McCombs i Palmer 2008). Co więcej, przy 
zastosowaniu odpowiedniego promotora, 
można uzyskać ich tkankowo specyficzną 
ekspresję. Genetycznie kodowane sondy za-
tem świetnie nadają się do długotrwałej re-
jestracji stężenia jonów wapnia w tkankach 
in vivo. Do tego typu eksperymentów sondy 
niskocząsteczkowe są mniej przydatne, po-
nieważ ich wprowadzenie do tkanek już nie 
jest takie proste jak do komórek w hodowli, 
a poza tym są aktywnie wypompowywane z 
komórek i ich lokalizacja wewnątrzkomórko-
wa jest ograniczona w czasie. Sondy białko-
we są szczególnie atrakcyjne do monitorowa-
nia [Ca2+]i w mózgu, np. w transgenicznych 
organizmach modelowych dla chorób neu-
rodegeneracyjnych. Kuchibhotla i współaut. 
(2008) za pomocą kameleona YC3.60 stwier-
dzili wzrost [Ca2+]i w neuronach zlokalizo-
wanych w sąsiedztwie złogów beta-amyloidu 
(tworów charakterystycznych dla choroby 
Alzheimera) u myszy. Sondy wapniowe mogą 
być także stosowane jako metoda rejestracji 
potencjałów czynnościowych w mózgu, po-
nieważ przebieg potencjału związany jest z 
napływem Ca2+ do neuronów przez kanały 
wapniowe bramkowane napięciem. Do tego 
celu szczególnie przydatna wydaje się być 
monomeryczna sonda GCaMP3, którą po-
myślnie zastosowano do pomiarów aktywno-
ści neuronalnej zarówno u kręgowców, jak i 

cytozolowej frakcji sondy mag-fura-2 i daje 
łatwą kontrolę nad środowiskiem zewnętrz-
nym ER. Podanie Ca2+ w obecności ATP, daje 
wtedy możliwość zmierzenia szybkości pom-
powania Ca2+ do ER przez SERCA. Zasadni-
czo jednak większość sond chemicznych jest 
używana do pomiarów [Ca2+] w cytozolu, po-
nieważ ich specyficzna lokalizacja w wybra-
nych organellach jest trudna do osiągnięcia.

Drugim rodzajem sond wapniowych są 
sondy białkowe. Pierwszą stosowaną sondą 
tego rodzaju jest białko akworyna, wyizolo-
wane z meduzy Aequorea victoria (Rizzuto 
i współaut. 1992). W przeciwieństwie do po-
zostałych omawianych sond w tym artykule, 
akworyna nie jest białkiem fluorescencyjnym, 
a bioluminescencyjnym. Związanie jonów 
wapnia przez Akworynę prowadzi do reakcji 
enzymatycznej i emisji niebieskiego światła. 
Jednak niewielka ilość emitowanych foto-
nów stanowiła bardzo poważną przeszkodę 
w szerokim zastosowaniu tej sondy. Stąd wy-
niknęła potrzeba rozwoju genetycznie kodo-
wanych sond działających na innej zasadzie. 
Obecnie używane sondy oparte są na biał-
ku zielonej fluorescencji (GFP), wyizolowa-
nym z tego samego organizmu co akworyna 
(McCombs i Palmer 2008, Whitaker 2010). 
Chociaż samo GFP nie wiąże jonów wapnia, 
metodami inżynierii genetycznej stworzono 
rozmaite fuzje tego białka (lub białek po-
krewnych, takich jak CFP (ang. cyan fluore-
scent protein) lub YFP (ang. yellow fluore-
scent protein) z fragmentami białek wiążą-
cych Ca2+: kalmoduliny (CaM) lub troponiny 
C, w taki sposób, aby sonda zmieniała wła-
ściwości fluorescencyjne w odpowiedzi na 
zmianę [Ca2+]. Jeden typ sond białkowych, 
określanych jako kameleony, wykorzystuje w 
tym celu zjawisko rezonansowego transferu 
energii (FRET). Polega ono na nieradiacyj-
nym transferze energii z cząsteczki wzbudzo-
nej do cząsteczki akceptorowej, pozostają-
cej w jej bezpośredniej bliskości (zwykle w 
zasięgu 1–10 nm). Cząsteczka akceptorowa 
przechodząc następnie do stanu spoczynko-
wego, emituje światło. Kameleony zawierają 
dwa białka fluorescencyjne, najczęściej jest to 
para CFP i YFP (lub ich warianty), połączone 
kalmoduliną i peptydem M13 pochodzącym 
z kinazy lekkiego łańcucha miozyny (MLCK). 
Związanie Ca2+ przez kalmodulinę ułatwia jej 
oddziaływanie z peptydem M13, co z kolei 
prowadzi do zmiany konformacyjnej całej 
sondy, zmniejszenia odległości pomiędzy 
CFP i YFP, i w efekcie do transferu energii. 
Wzrost [Ca2+] powoduje więc zwiększenie 
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kameleonów największy zakres dynamiki 
uzyskano dla sondy YC3.60, wynoszący 6.6. 
Jeszcze niższy zakres dynamiki, bo wyno-
szący zaledwie 2, oferuje kameleon D1ER, 
często stosowany do pomiarów jonów wap-
nia wewnątrz ER (Palmer i współaut. 2004, 
McCombs i Palmer 2008). Niewątpliwie po-
prawa tego parametru w sondach kolejnych 
generacji byłaby bardzo pożądana. Należy też 
pamiętać, że sondy genetycznie kodowane 
powstają wewnątrz komórki w wyniku eks-
presji wprowadzonego cDNA. Ich składanie, 
a zwłaszcza dojrzewanie fluoroforu są zależne 
od czynników chemicznych i fizycznych, np. 
temperatury, i może przebiegać odmiennie w 
różnych komórkach i organellach (McCombs 
i Palmer 2008, Whitaker 2010). Wybór sond 
białkowych pod względem spektralnym jest 
także dość ograniczony; większość sond emi-
tuje światło zielone bądź żółte, choć ostatnio 
uzyskano sondy emitujące światło o większej 
długości fali (Zhao i współaut. 2011).

bezkręgowców (Tian i współaut. 2009). To 
zastosowanie dobrze wpasowuje się w no-
woczesne techniki optogenetyczne, mające 
na celu sterowanie przewodnictwem nerwo-
wym w mózgu za pomocą światła lasera. Do 
określonych grup neuronów wprowadza się 
światłoczułe kanały jonowe, opsyny, pocho-
dzące z alg lub pewnych bakterii, których 
stymulacja prowadzi do aktywacji bądź ha-
mowania neuronów, w zależności od użytej 
opsyny (Knopfel i współaut. 2010). Gene-
tycznie kodowane sondy wapniowe są więc 
potencjalnymi detektorami optogenetycz-
nych manipulacji.

Sondy białkowe mają jednak też swoje 
wady. Przede wszystkim nie dorównują son-
dom niskocząsteczkowym pod względem ki-
netyki i zakresu dynamiki (McCombs i Pal-
mer 2008, Whitaker 2010). Zakres dynami-
ki wspomnianej sondy GCaMP3 wyliczony 
został na poziomie 12, co stanowi ok. 10% 
zakresu jej niskocząsteczkowego odpowied-
nika, sondy fluo-4. Wśród ratiometrycznych 

NAPŁYW WAPNIA REGULOWANY PRZEZ MAGAZYNY WAPNIOWE

Chociaż pomiary [Ca2+]i okazały się nie-
odzowne w zrozumieniu wielu różnorod-
nych procesów i szlaków sygnałowych, wy-
rzut Ca2+ z ER i następujący po nim napływ 
zewnątrzkomórkowego Ca2+ do cytozolu 
jest prawdopodobnie najczęściej badaną 
odpowiedzią komórkową za pomocą sond 
wapniowych, takich jak fura-2. Związanie li-
gandu, np. histaminy lub ATP, przez odpo-
wiedni metabotropowy receptor sprzężony 
z białkiem Gq (GPCR) na błonie komórko-
wej prowadzi do aktywacji enzymu fosfoli-
pazy C i produkcji cząsteczki IP3 (Clapham 
2007). IP3 następnie dyfunduje do cytozolu 
i oddziałuje z receptorem IP3 na błonie ER, 
w wyniku czego dochodzi do wyrzutu Ca2+ 
z ER do cytozolu. Od dawna wiadomo było, 
że ten proces nieodłącznie powiązany jest z 
następującym po nim napływem Ca2+ ze śro-
dowiska zewnątrzkomórkowego do cytozolu 
(Putney 2009). Jednak mechanizm odpowie-
dzialny za tę sekwencję zdarzeń pozostawał 
długo nieznany. W 1986 r. James Putney 
sformułował hipotezę głoszącą, że napływ 
Ca2+ do komórki jest bezpośrednio zależny 
od spadku jego stężenia w magazynach wap-
niowych. Zjawisko to zostało pierwotnie na-
zwane pojemnościowym napływem wapnia 
(ang. capacitative calcium entry, CCE), choć 
obecnie częściej stosowane jest określenie 

napływ wapnia regulowany przez magazyny 
wapniowe (ang. store-operated calcium en-
try, SOCE) (Putney 2009). Funkcją SOCE jest 
zwiększenie [Ca2+]i do poziomu niezbędnego 
do aktywacji szlaków sygnałowych, jak rów-
nież uzupełnienie magazynów wapniowych 
(ER) przy wykorzystaniu aktywności pompy 
SERCA. Hipotezę Putneya umocniło odkrycie 
tapsigarginy, związku pochodzenia roślin-
nego, który jest inhibitorem pompy SERCA. 
Podanie tapsigarginy (lub podobnie działają-
cego kwasu cyklopiazonowego) także prowa-
dzi do napływu zewnątrzkomórkowego Ca2+, 
choć w tym przypadku jest to konsekwencja 
pasywnego i stosunkowo wolnego wycieku 
Ca2+ z ER do cytozolu, który daje się zaob-
serwować po inaktywacji pompy SERCA. To 
pokazało, że szlak sygnałowy zależny od IP3 
nie jest bezpośrednio zaangażowany w ak-
tywację napływu wapnia do komórki. Na to 
samo wskazywała też obserwacja, że napływ 
Ca2+ można eksperymentalnie opóźnić po-
przez usunięcie zewnątrzkomórkowego Ca2+ 
na czas aktywacji receptorów GPCR, aż do 
momentu jego ponownego dodania po usta-
niu produkcji IP3. Jednak białka odpowie-
dzialne za SOCE pozostawały nieuchwytne 
przez wiele lat, mimo że nad ich identyfika-
cją pracowało wiele grup badawczych. Wy-
suwane po kolei kandydatury kanałów wap-
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wych i metody elektrofizjologiczne dawały 
niejednoznaczne wyniki. Dopiero w 2005 r. 
dwóm grupom badawczym udało się ziden-
tyfikować pierwszy niepodważalny kompo-
nent maszynerii SOCE, a mianowicie białko 
STIM1 (Liou i współaut. 2005, Roos i współ-

niowych, głównie z rodziny TRP, jako kanały 
SOCE, były zwykle szybko odrzucane, ponie-
waż ich charakterystyka elektrofizjologiczna 
odbiegała od tej zademonstrowanej dla endo-
gennego kanału SOCE. W tym przypadku po-
miary napływu Ca2+ za pomocą sond wapnio-

Ryc. 2. Napływ jonów wapnia regulowany przez magazyny wapniowe (SOCE) jest silnie zreduko-
wany w komórkach z deplecją kanału wapniowego ORAI1. 

Hodowane komórki Hela szczepu dzikiego (kontrola) albo z deplecją białka ORAI1, naładowano sondą wap-
niową fura-2/AM (przez 20 minut w temperaturze pokojowej), a następnie obrazowano za pomocą mikro-
skopu fluorescencyjnego. Do perfuzji użyto roztworów fizjologicznych zawierających 1,5 mM Ca2+ albo 2 
mM EGTA, w kolejności takiej jak przedstawiono nad wykresami. Aktywność SERCA została zablokowana 
przez podanie 10 μM kwasu cyklopiazonowego (CPA) w roztworze z EGTA, w celu wywołania opóźnionej 
odpowiedzi SOCE. Wykresy przedstawiają względne jednostki fluorescencji sondy rejestrowane w czasie 480 
sekund przy wzbudzaniu światłem o długości fali 340 nm (górny rząd), 380 nm (środkowy rząd), a także 
ratiometryczny wynik (340/380; dolny rząd). Czarna krzywa przedstawia średnią pomiaru dla wszystkich ko-
mórek w polu widzenia, a szary obszar — odchylenie standardowe dla pomiaru. Pierwszy wzrost [Ca2+]i jest 
spowodowany pasywnym wypływem Ca2+ z ER po zablokowaniu aktywności SERCA, a drugi (widoczny tylko 
dla kontroli) jest spowodowany odpowiedzią SOCE. Ich względna amplituda może się znacząco różnić, w 
zależności od typu badanych komórek.
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nie stężenia jonów wapnia w ER, powoduje 
odłączenie Ca2+ od białka STIM1, oligomery-
zację i przemieszczenie się STIM1 w obrę-
bie ER w pobliże błony komórkowej, gdzie 
następnie aktywuje kanał wapniowy ORAI1 
(Soboloff i współaut. 2012). Tak więc pra-
wie dwadzieścia lat od powstania hipotezy 
Putneya, sukcesem zakończyły się poszuki-
wania kluczowych białek zaangażowanych 
w SOCE, przy wykorzystaniu nowoczesnych 
metod biologii molekularnej i komórkowej, 
w tym sond wapniowych. Przykład ekspery-
mentu demonstrującego odpowiedź SOCE 
w komórkach Hela jest zaprezentowany na 
Ryc.  2. 

aut. 2005). Obydwie grupy zastosowały bada-
nia przesiewowe na komórkach, w których 
przeprowadzono deplecję białek za pomocą 
metody interferencji RNA, a pomiar SOCE 
odbywał się we fluorescencyjnym czytniku 
szalek wielodołkowych z wykorzystaniem 
sond fluo-4 lub fura-2. STIM1 lokalizuje się 
w ER oraz zawiera domenę EF-hand wiążącą 
Ca2+ wewnątrz tego organellum. STIM1 nie 
jest kanałem wapniowym, lecz pełni kluczo-
wą funkcję jako sensor jonów wapnia w ER. 
Rok później udało się zidentyfikować właści-
wy kanał wapniowy, tj. białko ORAI1 (Feske i 
współaut. 2006, Vig i współaut. 2006, Zhang 
i współaut. 2006). Na podstawie wielu kolej-
nych prac badawczych ustalono, że obniże-

PODSUMOWANIE

Rozwój mikroskopowych metod pomia-
rów wewnątrzkomórkowego stężenia jonów 
wapnia był kluczowy dla dogłębnego po-
znania procesów i szlaków sygnałowych z 
udziałem tego ważnego wtórnego przekaź-
nika. Koszt podstawowego mikroskopowego 
systemu obrazowania zdatnego do tego typu 
badań jest relatywnie niewielki i obecnie 
wiele laboratoriów dysponuje odpowiednią 
aparaturą. Co więcej, rejestracja i analiza ko-
mórkowych odpowiedzi wapniowych w ho-
dowanych komórkach za pomocą niskoczą-
steczkowych sond wapniowych jest nieskom-
plikowana, a metodologia może być szybko 
przyswojona przez nowych adeptów. W 
ostatnich latach, stosując niskocząsteczkowe 
sondy wapniowe, udało się zidentyfikować 
dwa kluczowe białka odpowiedzialne za na-
pływ Ca2+ regulowany przez magazyny wap-

niowe, a mianowicie STIM1 i ORAI1. Z kolei 
intensywny rozwój genetycznie kodowanych 
sond wapniowych, jaki ma miejsce ostatnio, 
umożliwia rejestrację [Ca2+]i w komórkach in 
vivo, zarówno w bezkręgowcach, jak i krę-
gowcach. Pomiary [Ca2+]i w żywych organi-
zmach mają niewątpliwą przewagę nad po-
miarami w hodowanych komórkach; umożli-
wiają śledzenie odpowiedzi wapniowych w 
komórkach w ich naturalnym środowisku. To 
oczywiście daje szansę na znalezienie odpo-
wiedzi na wiele ważnych pytań naukowych. 
Co jest szczególnie atrakcyjne, genetycznie 
kodowane sondy wapniowe mogą być z po-
wodzeniem stosowane jako reportery aktyw-
ności neuronalnej w mózgu. Obok aktywato-
rów optogenetycznych, stanowią więc ważne 
narzędzie w badaniach nad przewodnictwem 
i sterowaniem układu nerwowego.

MIKROSKOPOWE METODY REJESTRACJI WEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH ODPOWIEDZI 
WAPNIOWYCH

Streszczenie

Jony wapnia to wtórny przekaźnik sygnałów od-
grywający ważną rolę w różnorodnych procesach 
wewnątrz komórki, takich jak przekaźnictwo sygna-
łów, transkrypcja, wydzielanie, przewodnictwo ner-
wowe czy apoptoza. Mikroskopia fluorescencyjna 
przy wykorzystaniu specyficznych sond wapniowych 
jest metodą niezbędną dla ich pełnego zrozumie-
nia. Umożliwia precyzyjne i szybkie (nawet w czasie 
rzeczywistym) śledzenie zmian stężenia jonów wap-
nia w pojedynczych komórkach w odpowiedzi na 
zewnętrzne bodźce. Niniejszy artykuł przeglądowy 
ma na celu zapoznanie czytelnika z podstawowymi 
mechanizmami komórkowej homeostazy wapniowej, 

a także ze stosowaną w ich badaniach metodologią. 
Omówione są najważniejsze cechy mikroskopowych 
systemów obrazowania używanych do rejestracji stę-
żenia jonów wapnia. W dalszej części przedstawione 
są rodzaje oraz zalety i ograniczenia obecnie stoso-
wanych sond wapniowych, w kontekście konkret-
nych typów realizowanych badań naukowych. Przy-
szły kierunek tych badań został wyznaczony i umoż-
liwiony przez intensywnie rozwijane genetycznie 
kodowane sondy wapniowe, dobrze dostosowane do 
długotrwałego monitorowania odpowiedzi wapnio-
wych in vivo w modelowych orgamizmach badaw-
czych, takich jak myszy.
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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.

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-

MICROSCOPIC METHODS FOR RECORDING OF INTRACELLULAR CALCIUM RESPONSES

Summary
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