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STRESZCZENIE

ony wapnia sa wtérnym przekaznikiem odgrywajacym kluczowa role w réznych procesach

komérkowych. Monitorowanie poziomu jonéw wapnia jest niezbedne do zrozumienia tych
proceséw. Pierwszymi sondami pozwalajacymi na mikroskopowe pomiary stezen jonéw wap-
nia bylo luminescencyjne bialko akworyna oraz sondy chemiczne. Te sondy maja jednak wady
ograniczajace ich skuteczne zastosowanie w wielu typach eksperymentéw. Poznanie sekwencji
biatka zielonej fluorescencji pochodzacego z meduzy A. victoria i stworzenie jego pierwszych
spektralnych wariantéw metodami inzynierii genetycznej zainicjowalo rozw6j genetycznie ko-
dowanych, fluorescencyjnych sond wapniowych. Powstaly one z polaczenia biatka fluorescen-
cyjnego z bialkiem wiazacym jony wapnia, najczesciej kalmodulina. Zwiazanie jonéw wapnia
przez domene sensoryczna sondy wplywa na wlasciwosci fluorescencyjne chromoforu, co umoz-
liwia rejestracje sygnaléw wapniowych w postaci swiatla fluorescencji. Sondy tego typu maja
wiele zalet i sa nieodzowne w prowadzeniu dlugotrwatych eksperymentéw in vivo. Niniejszy
artykul daje przeglad dostepnych obecnie genetycznie kodowanych sond wapniowych, historii
ich rozwoju, zastosowan, a takze mikroskopowych systemoéw obrazowania.

WPROWADZENIE

Jony wapnia (Ca?*) sa wtérnym przekaznikiem sygnatéw pozakomoérkowych,
odgrywajacym wazna role w wielu procesach jak np. transkrypcja genéw, wydzie-
lanie neurotransmiteréw, plastycznos¢ synaps czy apoptoza [1]. W warunkach
spoczynkowych ich stezenie w cytosolu komorek ssakéw wynosi zaledwie ok. 100
nM, podczas gdy w siateczce endoplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic reticulumn)
oraz przestrzeni pozakomorkowej jest ono 3-4 rzedy wielkosci wieksze [2]. Utrzy-
manie tak duzego gradientu stezeni Ca®* jest kosztowne energetycznie, pozwala
jednak na szybka i dokladnie zlokalizowana aktywacje sygnaléw wapniowych, a
w efekcie na precyzyjna regulacje maszynerii biatkowej zaleznej od jonéw wapnia.
Pomiary stezeri Ca®* sa nieodzowne do zrozumienia proceséw przez nie regulo-
wanych, a technika badawczg od wielu lat z powodzeniem uzywana do tego celu
jest mikroskopia $wietlna. Juz w latach 70-tych naukowcy jako sonde wapniowa
powszechnie zaczeli stosowaé¢ akworyne, luminescencyjne biatko wiazace Ca*,
wyizolowane z meduzy Aequorea victoria [3]. Akworyna jako sonda wapniowa ma
jednak pewne wady, z ktérych najpowazniejsza jest mata ilos¢ generowanych fo-
tonéw. W latach 80., w znacznej mierze dzieki pracom R. Tsiena i jego wsp6ipra-
cownikéw, rozpoczela sig era chemicznych, fluorescencyjnych sond wapniowych.
Sondy takie jak Fura-2, Mag-fura-2, Rhod-2 czy Oregon Green BAPTA-1 (OGB-1)
charakteryzuja sie duza jasnoscia, zakresem dynamiki i kinetyka. Jednak i one nie
sa pozbawione wad. Do nich zaliczy¢ mozna brak mozliwosci dlugotrwatego (dni,
tygodnie) obrazowania oraz trudnoéci z uzyskaniem specyficznej lokalizacji w
okreslonych organellach lub typach komorek in vivo. Naturalnym dazeniem bylo
wiec stworzenie nowego typu sondy, pozbawionego wszystkich wymienionych
powyzej niedociagnieé, czego zwiericzeniem bylo pojawienie sie pod koniec lat 90.
fluorescencyjnych, genetycznie kodowanych sond wapniowych (GECI, ang. gene-
tically encoded calcium indicators). Réwniez i w tym procesie kluczowa role odegral
wspomniany powyzej R. Tsien, jeden z trzech laureatéw Nagrody Nobla w 2008
r. Zostala ona przyznana za prace nad biatkiem zielonej fluorescencji (GFP, ang.
green fluorescent protein), pochodzacym z tego samego organizmu co akworyna.
Niniejszy artykut ma na celu przyblizy¢ czytelnikowi budowe i wlasciwosci GECI,
systemy ich obrazowania oraz przyklady ich zastosowania w badaniach.

BUDOWA I WEASCIWOSCI GENETYCZNIE
KODOWANYCH SOND WAPNIOWYCH

Sklonowanie cDNA dla biatka GFP z meduzy A. victoria w 1992 roku [4] i za-
stosowanie GFP jako fluorescencyjnego znacznika w analizie lokalizacji bialek
bylo niewatpliwie przelomowym momentem w historii badari nad biologia ko-
morki. Pierwsze fluorescencyjne GECI powstaly niedtugo pdzniej, bo juz w 1997
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r. Podstawowy przepis na GECI jest w teorii prosty: jedna
lub dwie czasteczki biatka GFP (lub jednego z jego licznych
spektralnych wariantéw, jak np. CFP lub YFP) nalezy polg-
czy¢ z bialkiem wigzacym Ca?, takim jak np. kalmodulina [1].
Zwiazanie jonéw wapnia przez domene sensoryczng (maks.
4 kationy Ca** w przypadku kalmoduliny; [5]) prowadzi do
zmiany wlasciwosci fluorescencyjnych sondy. Zmianie moze
ulec tylko intensywnoé¢ Swiecenia (sonda intensytometrycz-
na) albo tez widmo wzbudzania/emisji fluorescencji (sonda
ratiometryczna) [6]. W ciagu ostatnich dwudziestu lat ten pod-
stawowy przepis byl na wiele sposobéw implementowany,
wielokrotnie modyfikowany i ulepszany, czego efektem jest
caly wachlarz dostepnych obecnie GECI [5,7]. Najwazniejsze
z nich zostaty oméwione ponizej.

KAMELEONY

Kameleony powstaly w laboratorium R. Tsiena i byly jed-
nymi z pierwszych GECI [8,9]. Nazwa tej rodziny sond (ang.
Cameleons) pochodzi od obecnosci kalmoduliny (w skrécie
CaM) i zmiany koloru $wiatla fluorescencji po zwiazaniu jo-
néw wapnia. Kameleony sa wiec sondami ratiometrycznymi.
Kameleon YC2 skfada si¢ z dwoch wariantéw biatka GFP, a
mianowicie $wiecacego na blekitno CFP i $wiecacego na z61-
to YFP, pomiedzy ktére wstawiono czasteczke kalmoduliny
i peptydu M13, pochodzacego z kinazy lekkich taricuchéw
miozyny (schematyczna budowe wybranych przedstawicieli
réznych rodzin GECI zaprezentowano na rycinie 1). Kalmodu-
lina po zwiazaniu jonéw Ca*" oddziatuje z M13, co prowadzi
do zmiany konformacyjnej sondy i przekazania energii wzbu-
dzania czasteczki CFP (donor) na czasteczke YFP (akceptor)
bez udziatu promieniowania. Ten mechanizm nazywany jest
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Rycina 1. Poréwnanie budowy wybranych przedstawicieli najwazniejszych ro-
dzin GECI. O$ przedstawia dtugosé¢ sekwencji aminokwasowej. Objasnienia skro-
tow: cp, wariant biatka fluorescencyjnego (EGFP, EYFP, Venus, Citrine, mApple)
z cykliczng permutacjg; CaM, kalmodulina; TnC, troponina C; Aeq, akworyna;
RLuc8, wariant lucyferazy; M, peptyd M13; H-M, peptyd M13 poprzedzony met-
ka polihistydynowsa.
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bezpromienistym transferem energii Forstera (FRET, ang. For-
ster Resonance Energy Transfer). Fotony $wiatla fluorescencji
zbierane s3 w dwoch kanatach: CFP/480 nm (dla sondy bez
Ca*)1YFP/530 nm (dla sondy z Ca *'; wlasciwosci biofizyczne
wybranych sond GECI przedstawiono w tabeli 1). Sonda YC2
charakteryzuje si¢ bardzo niewielkim zakresem dynamiki,
zaledwie na poziomie 1,6, obliczanym jako krotnoé¢ zmiany
stosunku sygnatu YFP/CFP w warunkach wysycenia jonami
wapnia do warunkéw bez jonéw wapnia (zakres dynamiki de-
finiowany jakoR__ /R . [7]). W praktyce oznacza to, Ze mate
zmiany stezenia Ca** mogg zosta¢ nie wykryte przez sonde.
Wrtasciwosci kinetyczne sondy byly jednak wystarczajace do
detekgji oscylacji poziomu Ca** w cytosolu komérek HeLa po
podaniu histaminy [8].

Wrhasciwosci kameleonéw byly sukcesywnie poprawiane
[9]. W pierwszej kolejnosci usunieto znaczng podatnos¢ sondy
YC2 na zmiany pH poprzez zamiane dwéch aminokwaséw w
sekwengji YFP (sonda YC2.1; [10]). W dalszej kolejnosci YFP
zastgpiono nowym fluorescencyjnym wariantem nazwanym
Citrine, charakteryzujacym si¢ mniejsza wrazliwoscia na anio-
ny chlorkowe, wieksza fotostabilnoscia i wydajniejsza ekspre-
sja w 37°C (sonda YC2.3; [11]). Podstawienie kolejnego warian-
tu YFP, zwanego Venus, znacznie przy$pieszylo dojrzewanie
akceptora FRET w komérkach, zblizajac go do czasu dojrze-
wania donora - CFP (sonda YC2.12; [12]). Nastepnie uda-
to sie zasadniczo zwiekszy¢ zakres dynamiki kameleonéw,
wykorzystujac w tym celu znajomos¢ struktury krystalicznej
GFP. Czasteczka GFP tworzy zwarta strukture przestrzenna
beta-beczulki, z blisko zlokalizowanymi wzgledem siebie N- i
C-koricami. Dzigki temu czasteczka GFP jest zadziwiajgco od-
porna na zmiane kolejnoéci N- i C-koricowych fragmentow,
jak réwniez na wstawianie miedzy nie fragmentéw innych
biatek. Czasteczke Venus poddano cyklicznej permutagji i od-
kryto, ze wariant z nowym N-koricem w pozycji 173 sekwengji
aminokwasowej zwieksza zakres dynamiki sondy kameleon
do wartosci 6,6 (sonda YC3.60; [13]). Spowodowane jest to
zmiang wzglednej orientacji chromoforéw w czasteczkach
CFP i Venus. Wykorzystujac jako materiat wyjsciowy sondy
YC3.60 i YC2.60, stworzono takze serie wysokoczutych kame-
leonéw okreslang jako YC-Nano [14]. Bardzo niskie pozorne
state dysocjacji (K, = 16-65 nM) osiggnieto poprzez wydtuze-
nie tacznika miedzy CaM i M13, co wplyneto na zwiekszenie
stalej szybkosci oddziatywania tych regionéw. Sondy YC-Na-
no doskonale nadaja si¢ do analizy niewielkich wzrostow ste-
zenia Ca®* w cytosolu, jednak wczesnie ulegaja wysyceniu w
trakcie rejestracji szybko nastepujacych po sobie zmian, tracac
rozdzielczoé¢ czasowa. Réwnolegle prowadzono prace zmie-
rzajace do ograniczenia niepozadanego oddzialywania kame-
leonéw z endogenna kalmoduling. W tym celu wprowadzono
komplementarne mutacje w regiony CaM i M13, tworzac serie
sond oznaczonych kolejno D1-D4 [15,16]. Jako akceptor FRET
wykorzystano w nich warianty Citrine lub poddana cyklicznej
permutacji Venus (np. sonda D3cpv; [15]).

Inng strategia ograniczenia wptywu endogennych biatek na
zachowanie sondy byto zastosowanie troponiny C zamiast kal-
moduliny. Troponina C jest biatkiem wigzacym Ca* wystepu-
jacym tylko w miesniach, dzieki czemu prawdopodobienistwo
jej oddzialywania z endogennymi biatkami w innych tkankach
jest niewielkie. Pierwsza sonda powstala na bazie tej strategii
byla TN-L15, powstala z potaczenia CFP i Citrine, przedzie-
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Tabela 1. Wiasciwosci biofizyczne wybranych fluorescencyjnych sond GECI oraz chemicznej sondy OGB-1. Kolumna 1: nazwa sondy. Kolumna 2: lokalizacja komérkowa
(Lok); cytosol (cyt), ER lub mitochondria (mito). Kolumna 3: dtugos¢ fali maksymalnej emisji (Em). W przypadku gdy wartosci sa rézne dla sondy niezwigzanej z Ca**
i zwigzanej z Ca?', przedzielono je ukosnikiem. Dla sond wykorzystujacych FRET podano zwyczajowe kanaly akwizycji sygnatow. Kolumna 4: zakres dynamiki (ZD)
definiowany jako I /I . dla sond intensytometrycznych oraz R _ /R . dla sond ratiometrycznych. R6zne wartosci literaturowe przedzielono érednikiem. Kolumna 5:

max

max/ *“min

pozorna stata dysocjacji (K’,). Dla sond cechujacych sie dwufazowymi krzywymi miareczkowania Ca**, podano obydwie wyliczone wartosci K’ przedzielone przecin-

kiem. Rozne wartosci literaturowe przedzielono srednikiem. Kolumna 6: stata szybkosci dysocjacji (k
zaniku sygnatu (t,) na podstawie wzoru: k

off

off/

). Gwiazdka oznaczono wartosci obliczone z czasu polowicznego
-In(0.5)/t,. Roézne wartosci literaturowe przedzielono srednikiem.

Sonda Lok Em [nm] ZD K, [uM] k. [s7]
OGB-1 oyt 523 I /I =14[33] 0.24 [33] 139+ [33]
YC2.60 oyt 480,530 6%“[{31}]??1 [14] 0.04 [13]; 0.09 [14] -
YC3.60 oyt 480,530 g‘gﬁi{;ﬁ; [14] 0.25 [13]; 0.215 [14] 0.34 [14]
D3cpy cyt 480/530 R /R _=51[15] 0.6 [50] -
YC-Nanol5 oyt 480,530 R, /R, =155[14] 0.0158 [14] -
TN-XXL oyt 480/530 R /R =33[7] 0.8 [19] -

I_ /I =12]27,33,35]; .66 [27]; 0.4 1]; 0.34 2.57 [32]; 4.6*
GCaMPs oyt S17/515[32) | B31); B [3:23]3 > ([)33?;[0.2]5 ?33(]);5 o ([)3%]5 [33];[03.7] [35?
GCaMPSG ot sw/ssiEl g S 0847 (30,041 (3] ool
GCaMPéf oyt 517/515 [32] I/ =518[32] 0375 [32] 3.93 [32]
GCaMP7 oyt ~510 [34] I /1 =366[34] 0.243 [34] -
Fast-GCaMP-RS06 oyt 512 [33] I /1. =65[33] 031 [33] 20.4* [33]
G-GECO1 oyt 512 [35] I_/T_=25[35] 0.749 [35] 0.7 [35]
R-GECO1 eyt 600/589 [35] I /1..=16[35];12[39] 0.482 [35]; 0.337 [39] 0.752 [35]; 7 [39]
YCter ER 480/530 R /R =16]8] 0.083, 700 [8] -
DIER ER 480,530 R_/R_=2[50] 0.8, 60 [50] 250 [50]
GEM-CEPIAler ER 510,460 [52] R /R =217[52] 558 [52] -
4mtD2cpv mito  480/530 R, /R =53[15] 0.03, 3 [50] -
CEPIA3mt mito 508 [52] I /I =16[52] 11 [52] -

lonych fragmentem biatka troponiny C [17]. Ta sonda cecho-
wala sie jeszcze niewielkim zakresem dynamiki na poziomie
2, a takZze umiarkowanie wysoka pozorng stata dysodjacji (K’
= 1,2 uM). Kolejne warianty TN-XL i TN-XXL zawieraly juz
poddany cyklicznej permutacji wariant Citrine (Citrine-cp174),
co pozwolilo na zwiekszenie zakresu dynamiki [18,19]. Naj-
czulsza z tych sond w zakresie fizjologicznych zmian stezenia
Ca* w cytosolu, TN-XXL, podobnie jak wspomniane wcze-
$niej YC3.60, D3cpv oraz opisana ponizej sonda GCaMP3, sa
czesto stosowane w analizie aktywnosci neuronalnej [20,21].
Najnowsze sondy z tej serii, nazwane Twitch, zawieraja tylko
1 lub 2 (zamiast czterech) domeny EF-hand wiazace Ca*, co
ma minimalizowa¢ efekt buforowania komérkowego Ca*
przez sonde [22]. Sondy Twitch rejestruja aktywnosé neuronal-
na sprawniej niz sondy YC3.60 i TN-XXL, a poréwnywalnie z
sondg GCaMP5G (patrz ponizej) oferujac przy tym ratiome-
tryczna akwizycje sygnatow.

SONDY ZAWIERAJACE JEDNO
BIALKO FLUORESCENCY]NE

Podstawg dziatania GECI zawierajacych tylko jedno biatko
fluorescencyjne jest zmiana konformacyjna sondy po zwiaza-
niu jonéw wapnia przez CaM, wplywajac na otoczenie chro-
moforu i jego zdolnos¢ do fluorescencji. W wiekszosci przy-
padkéw zwigzanie Ca?* powoduje wzrost intensywnosci §wie-
cenia (sonda intensytometryczna), tylko nieliczne mogg dzia-
ta¢ jako sondy ratiometryczne. Pierwsze tego typu sondy tak-
ze byly rozwijane przez R. Tsiena i jego wspotpracownikéw.
Sonda Camgaroo-1, powstata w 1999 r., sktada sie z fragmentu
CaM umieszczonego miedzy dwiema poléwkami czasteczki
YFP [23]. Intensywnos¢ $wiecenia Camgaroo-1 zwigkszala sie
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7-krotnie w warunkach maksymalnego wysycenia jonami
wapnia wzgledem warunkéw pozbawionych jonéw wapnia
(zakres dynamiki definiowany jako I _ /I - [7]), a pozorna
stata dysocjacji wynosita 7 1M, co jest duza wartoscia jak na
sonde cytosolowa. Problemem sondy byla takze staba ekspre-
sja w komorkach w 37°C, co zostalo poprawione w nastepnej
wersji, Camgaroo-2 [9]. Z kolei w sondach typu Pericam zasto-
sowano odporny na zmiany pH wariant YFP (V68L/Q69K),
dodatkowo poddany cyklicznej permutacji (cpYFP; [24]). Frag-
ment CaM umieszczony zostal na C-koricu, a peptyd M13 na
N-koricu. Podstawowa wersja tej sondy data poczatek trzem
ciekawym wariantom. Flash-Pericam charakteryzuje sie podob-
nym zakresem dynamiki co Camgaroo-1, ale znacznie nizsza
stala dysocjacji (0,7 pM). Zamiana tyrozyny-203 na fenyloala-
nine (Y203F) w YFP zmienila Pericam w sonde ratiometrycz-
na o 10-krotnym zakresie dynamiki. Uzyskano tez intensyto-
metryczng sonde, ktérej intensywnos$¢ malata po zwigzaniu
jonéw wapnia: Inverse Pericam. Wlasciwosci wymienionych
powyzej sond byly na tyle obiecujace, Ze zdecydowano sie na
przygotowanie transgenicznych myszy z ekspresja sond Cam-
garoo-2 i Inverse Pericam pod kontrola promotora indukowane-
go tetracykling [25].

W tym samym czasie, w ktérym powstaty sondy Pericam,
czyli w 2001 r. zapoczatkowana zostata najintensywniej roz-
wijana rodzina GECI okreslana jako GCaMP [26]. Jak suge-
ruje nazwa, sondy GCaMP zawieraja GFP (zamiast CFP lub
YFP). Poza tym budowa bardzo przypominajg sondy Pericam,
wliczajac w to cykliczng permutacje biatka fluorescencyjnego
(cpGFP). Pierwsza sonda GCaMP rozczarowywata jednak
parametrami. Zakres dynamiki osiggal zaledwie 4, a wiec
wyraznie mniej niz w sondach Camgaroo i Pericam, a ponadto
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problemem GCaMP byta bardzo niska intensywnosé¢ wiatta
fluorescencji. W kolejnych wersjach (GCaMP 1.6 i GCaMP2)
zdotano znacznie poprawic ten drugi parametr, jednak w dal-
szym ciagu sonda $wiecita 100 razy stabiej niz GFP [27]. Dal-
sze wersje GCaMP rozwijane byty w réznych laboratoriach, w
tym w laboratorium L. Loogera z Janelia Research Campus.
Opierajac sie na strukturze krystalicznej biatka GCaMP2, wy-
typowano regiony dla ukierunkowanej mutagenezy. Efektem
byla pierwsza w pelni uzyteczna w badaniach in vivo wersja
sondy, GCaMP3 [27]. Cechowala si¢ ona 12-krotnym zakre-
sem dynamiki i wysoka fotostabilnoscia. Udato sie tez jeszcze
bardziej poprawi¢ jasnoé¢ sondy w warunkach spoczynko-
wych [27,28]. Sonda GCaMP3 przewyzszala sondy GCaMP2,
TN-XXL oraz D3cpv w rejestracji wielokrotnych potencjatéw
czynnoéciowych w neuronach. Jednak rejestracja pojedyncze-
go potencjalu wciaz pozostawata niepewna [29-31]. Ukierun-
kowana mutageneza skierowana przede wszystkim na pepty-
dy faczace M13 z cpGFP oraz cpGFP z CaM data w efekcie az
12 nowych wariantéw sondy GCaMP kolejnej generacji [31].
Sposréd nich trzy konsekwentnie najlepiej wypadaly w licz-
nych uktadach eksperymentalnych. GCaMP5G wydaje si¢ by¢
najbardziej uniwersalna sonda, podobna do GCaMP3, ale wy-
raznie przewyzszajacq ja zakresem dynamiki. GCaMP5A dzia-
tala najlepiej w organizmach zmiennocieplnych takich jak C.
elegans i D. rerio, a GCaMP5K charakteryzowata si¢ najwyzsza
jasnoscia w hodowlach pierwotnych neuronéw szczurzych w
warunkach spoczynkowych, prawdopodobnie z powodu jej
wysokiego powinowactwa do jonéw wapnia (K, = 189 nM).
Rok pozniej ci sami autorzy opublikowali sondy szostej ge-
neracji [32]. Ponownie stosujac ukierunkowang mutageneze
oparta na analizie krystalicznych struktur dotychczasowych
sond GCaMP, a takze zaawansowane metody selekcji nowych
wariantéw w hodowlach neuronéw hipokampalnych, uzyska-
li trzy sondy wyraznie przewyzszajace osiagami dotychczaso-
we sondy. Te trzy sondy réznily sie parametrami kinetyczny-
mi i zostaty nazwane GCaMP6s, 6m oraz 6f, w kolejnosci od
najwolniejszej do najszybszej. Zaleta sondy GCaMP6s bylo
najbardziej skuteczne wykrywanie pojedynczych potencjatlow
(jednak kosztem wydtuzenia czasu polowicznego zaniku sy-
gnalu), cho¢ wszystkie trzy nowe sondy byly wyraznie lepsze
pod tym wzgledem od sond GCaMP3 i GCaMP5G. Stworze-
nie szybkiej sondy na bazie GCaMP3 bylo takze celem innej
grupy badawczej [33]. Autorzy wytypowali miejsca podsta-
wierh aminokwaséw w motywach EF-Hand i peptydzie M13.
Efektem bylo stworzenie serii sond Fast-GCaMP, z ktérych
najlepsze osiagaly czas polowicznego zaniku sygnatu na po-
ziomie 25-34 milisekund (mierzac metodami biofizycznymi) i
wyraznie przewyzszaly pod tym wzgledem sondy GCaMP3 i
GCaMP5G. Podobnie jak miato to miejsce w przypadku sond
GCaMP szostej generacji, czulos¢ detekgji sygnatéw wapnio-
wych negatywnie korelowata z mozliwoéciami kinetycznymi.
Jest to przewidywalny efekt, poniewaz sondy o wolniejszej
kinetyce $wieca dluzej i pozwalaja na otrzymanie obrazéw
o wyzszym stosunku sygnal/szum. Szybkie sondy, takie jak
Fast-GCaMP-RS06 umozliwialy jednak precyzyjne okreslenie
czasu trwania aktywagji neuronéw i rozdzial czasowy szybko
nastepujacych po sobie impulséw stymulacyjnych [33]. Ponie-
waz sondy Fast-GCaMP i GCaMP6 zostaly opublikowane w
podobnym czasie, zabrakto ich bezposredniego poréwnania.

Sondy GCaMP byty ulepszane réwniez przez swoich twor-
cow, naukowcoéw z Uniwersytetu Saitama. Bazujac na stwo-

Postepy Biochemii 63 (1) 2017

rzonej przez siebie sondzie GCaMP2, stworzyli oni trzy nowe
sondy nazwane kolejno GCaMP6-8 ([34]; nie nalezy ich my-
li¢ z sondami GCaMP6 z Janelia Research Campus). Sondy
GCaMP7 i GCaMP8 charakteryzuja si¢ bardzo duzym zakre-
sem dynamiki (powyzej 30). W eksperymentalnym poréw-
naniu wydajnosci wykrywania niewielkiej ilosci potencjatléw
czynnoéciowych przez GECI pochodzace z kilku laborato-
riéw, sonda GCaMP7 wypadla zdecydowanie najlepiej [28].
Z kolei sonda GCaMP3 postuzyla jako material wyjsciowy do
opracowania nowej linii sond w laboratorium R. Campbella,
nazwanych GECO [35]. W tym przypadku zastosowano nie-
ukierunkowang mutageneze i badania przesiewowe w bakte-
riach w celu otrzymania nowych sond o jak najwigkszym za-
kresie dynamiki. Cel zostal osiagniety, jednak kosztem obnize-
nia ogolnej jasnosci sondy wzgledem GCaMP3 [28,31,35]. Przy
okazji opracowania zielono $wiecacej sondy G-GECOL1 udato
sie tez stworzy¢ dwie sondy ratiometryczne: GEX-GECOI,
ktéra po zwigzaniu Ca?* uzyskuje nowe pasmo wzbudzania
z maksimum przy 482 nm, oraz sonde GEM-GECO1, w ktorej
zwigzanie Ca** powoduje przesuniecie pasma emisji ze $wiatta
zielonego w kierunku pasma niebieskiego [35].

Dotychczas omawiane sondy charakteryzowaly sie $wia-
ttem fluorescencji w zakresie od niebieskiego do zéttego. W
mikroskopowym obrazowaniu, zwlaszcza in vivo, preferowa-
ne sa znaczniki fluorescencyjne o wiekszej dlugosci fali [36].
Dzigki temu redukuje sie takie niepozadane zjawiska jak au-
tofluorescencja (emitowana przez endogenne fluorofory jak
np. FAD, NADH), fototoksyczno$¢ czy rozpraszanie $wiatta
wzbudzania i fluorescencji. W tym celu, przy okazji prac nad
sondami G-GECO, stworzono czerwono $wiecaca sonde R-
-GECO1, poprzez wprowadzenie poddanego cyklicznej per-
mutagji biatka mApple w miejsce cpGFP, a nastepnie poddanie
tak powstalej sondy kilku rundom mutagenezy [35]. Maksi-
mum absorpgji sondy R-GECO1 przypada na 561 nm, a mak-
simum pasma fluorescencji na 589 nm. Stworzenie czerwono
Swiecacej sondy wapniowej pozwalalo na wykorzystanie
dwoéch sond jednoczesnie, zbierajac ich fluorescencje w kana-
tach zielonym i czerwonym. W kolejnych latach ci sami auto-
rzy kontynuowali prace nad R-GECO1, chcac uzyskac sonde
o duzym przesunieciu Stokesa (réznica w dtugosci fali pomie-
dzy maksimum dla $wiatta wzbudzania i fluorescencji). Sonde
R-GECO1 poddano najpierw ukierunkowanej mutagenezie, w
celu uzyskania znacznego przesuniecia Stokesa, a nastepnie
kilku rundom losowej mutagenezy w celu optymalizacji pa-
rametréw. W efekcie uzyskano sonde REX-GECO1, rézniaca
sie od R-GECOL1 az w 14 pozycjach sekwencji aminokwasowej,
o maksimum pasma wzbudzania przy 480 nm i maksimum
fluorescencji przy 585 nm [37]. Sonda o takich parametrach ma
dwie zalety: po pierwsze, w mikroskopii dwufotonowej moze
by¢ wzbudzana $wiatlem lasera z optymalnego dla badan in
vivo zakresu bliskiej podczerwieni (650-1000 nm), w ktérym
absorpcja i rozpraszanie $wiatla w tkance s najmniejsze. Po
drugie, moze by¢ rejestrowana réwnolegle z zielono swieca-
ca sonda innego typu (np. wykrywajaca glutaminian sonda
iGluSnFR [37]), z mozliwoscia wzbudzania obydwu sond
jedna linig lasera (np. 488 nm w mikroskopii konfokalnej). Od-
powiedzig z laboratorium L. Loogera na R-GECO1 byty czer-
wono $wiecace sondy oparte na biatku mRuby, okreslane jako
RCaMP1 [38]. Sa one jasniejsze niz R-GECO1, majg mniejsze
powinowactwo do Ca?, a takze nieznacznie mniejszy zakres
dynamiki. Wedtug autoréw, zaleta sond RCaMP1 jest jednak
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stabilna fluorescencja, podczas gdy sonda R-GECO1 ulega
odwracalnej fotoaktywacji, co moze prowadzi¢ do artefaktéw
w uzyskanych sygnatach. Nastepnie, korzystajgc z rozwigzan
technologicznych wypracowanych przy okazji prac nad son-
dami GCaMP piatej i sz6stej generacji, stworzono nowe wersje
czerwono $wiecacych sond, okreslanych jako jJRCaMP1 i jR-
-GECO1 [39]. Sondy te doréwnujg wiekszoscia parametréw
biofizycznych sondom GCaMP6, ustepujac im jedynie pod
wzgledem zakresu dynamiki. W ten sposéb w ciggu kilku
lat udalo sie wypetié¢ duza luke w pasmie fluorescencji do-
stepnych sond wapniowych, co daje mozliwos¢ zastosowania
dwoch, a nawet trzech sond jednoczeénie [35].

BIOLUMINESCENCYJNE SONDY WAPNIOWE

Chociaz niniejszy artykul koncentruje sie na sondach
fluorescencyjnych, nie sposéb nie wspomnie¢ o biolumine-
scencyjnych GECI, opartych gtéwnie na akworynie, bialku
wiagzacym Ca** pochodzacym z meduzy A. victoria. Funk-
gjonalna akworyna powstaje z polaczenia czesci biatkowej,
apoakworyny oraz aromatycznego kofaktora, koelenterazy-
ny [3]. Zwigzanie 2-3 jonéw wapnia przez domeny EF-Hand
akworyny inicjuje utlenienie koelenterazyny, z czym zwiaza-
na jest emisja niebieskiego $wiatta o dtugosci fali 465 nm. W
narzadach $wietlnych meduzy akworyna wystepuje razem
z GFP. Transfer energii z akworyny do GFP, okreslany jako
BRET (ang. bioluminescence resonance energy transfer), wywo-
tuje emisje zielonego $wiatta zamiast niebieskiego. Mimo, ze
obecnie GECI sg oparte przede wszystkim na biatkach fluore-
scencyjnych takich jak GFP, to pierwsza bialkowa sonda do
detekcji zmian Ca*" byla wlasnie bioluminescencyjna akwo-
ryna. Pierwotnie, do analizowanych komérek wprowadzano
pozyskiwane z naturalnych Zrédet, oczyszczone biatko [3]. Po
poznaniu sekwencji cDNA dla akworyny w 1985 r., zaczeto
wprowadza¢ do komérek plazmidy kodujace modyfikowa-
na metodami inzynierii genetycznej, rekombinowana sonde.
Akworyna jest ceniona jako sonda wapniowa, ktéra pozwala
na ilosciowe oznaczanie jonéw Ca?* metodami mikroskopo-
wymi [40]. Po dodaniu odpowiednich sekwengji sygnatowych
wysoce specyficznie lokalizowala sie¢ w organellach takich jak
ER czy mitochondria, gdzie pozostawata w pelni funkcjonal-
na. Uzycie akworyny jako sondy ma jednak dwie zasadnicze
wady: koniecznos¢ dostarczenia koelenterazyny oraz bardzo
niewielka emisja fotonéw, praktycznie uniemozliwiajgca obra-
zowanie w pojedynczych komérkach z duza rozdzielczoscia
czasowaq. Ten drugi problem moze by¢ czeSciowo rozwigzany
poprzez stworzenie fuzji GFP (lub innego bialka fluorescen-
cyjnego) z N-koricem akworyny, nasladujac naturalnie wy-
stepujacy uklad tych dwoch biatek [41]. Poniewaz wydajnos¢
kwantowa bialek fluorescencyjnych jest znacznie wyzsza niz
akworyny, BRET zapewnia wieksza intensywnos¢ $wiecenia
sondy, nawet przy niecalkowitej wydajnosci transferu energii.
W takiej sondzie akworyna pelni funkcje sensora jonéw Ca®* i
donora BRET, a GFP - akceptora BRET. W analogiczny sposéb
skonstruowano nastepnie fuzje akworyny z biatkami fluore-
scencyjnymi $wiecacymi na czerwono [42]. Podobny uktad
biatko luminescencyjne - biatko fluorescencyjne wystepuje tez
u innych parzydetkowcéw, np. w koralowcu Renilla reniformis.
W tym organizmie role donora BRET pelni lucyferaza, a ak-
ceptora réwniez GFP, a transfer BRET zachodzi praktycznie
ze stuprocentowa wydajnoscia. Podobnie jak akworyna, lucy-
feraza z R. reniformis wymaga obecnosci koelenterazyny, ale
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w przeciwienistwie do akworyny nie wigze Ca*. W wyniku
polaczenia Venus z RLuc8 (stabilny wariant lucyferazy) po-
wstato biatko luminescencyjne Nano-lantern, o jasnoéci ponad
5-krotnie wigkszej niz samo RLuc8 [43]. Wprowadzajac w éro-
dek lucyferazy domeny wiazace Ca*, cAMP lub ATP, stwo-
rzono seri¢ bioluminescencyjnych sond o réznym przezna-
czeniu. Sonda wapniowa Nano-lantern wykrywa wzrosty Ca®*
po stymulacji komoérek zwiekszajac emisje $wiatla o 25-100%.
Jednak jasnoé¢ sondy wapniowej Nano-lantern wciaz pozostaje
dwa rzedy wielko$ci mniejsza niz sond fluorescencyjnych [43].
Mimo to, sondy luminescencyjne moga w przyszlosci znalez¢
duze zastosowanie jako sondy stosunkowo mato inwazyjne,
poniewaz do emisji nie potrzebuja $wiatta wzbudzania, a jedy-
nie uprzedniego wprowadzenia kofaktora - koelenterazyny.

OBRAZOWANIE JONOW WAPNIA W NEURONACH

Chociaz GECI sg stosowane w wielu typach komorek, nie-
watpliwie najwieksze praktyczne zastosowanie znalazlty w
neurobiologii. Neurony zawieraja znacznie bardziej bogata
maszynerie bialkowa do sterowania jonami wapnia niz inne
komérki, a sygnaty wapniowe odgrywaja w ich funkcjonowa-
niu szczegolng role. Zastosowanie sond wapniowych w neu-
ronach mozna zasadniczo podzieli¢ na dwa typy eksperymen-
tow [29,44]. Pierwszy to rejestrowanie naplywu jonéw wapnia
przez postsynaptyczne kanaly takie jak jonotropowe recep-
tory glutaminianowe zlokalizowane w kolcach dendrytycz-
nych oraz przez wapniowe kanaty bramkowane napieciem w
zakoniczeniach presynaptycznych. Tego typu eksperymenty
dostarczajg informacji na temat funkcjonowania synaps, ich
plastycznosci, a takze roli Ca** w tych procesach. W drugim
typie eksperymentéw naptyw jonéw wapnia do neuronéw
jest wskaznikiem biegnacych potencjaléw czynnosciowych, i
co za tym idzie, aktywnosci neuronalnej. W tym przypadku
rejestrowany jest przede wszystkim naptyw Ca?* w proksy-
malnych dendrytach przez kanaty wapniowe, aktywowane
w przebiegu wstecznych potencjaléw czynnosciowych. Cho-
ciaz aktywnos¢ neuronalna mozna bardziej precyzyjnie badac
metodami elektrofizjologicznymi, metody optyczne oferuja
mniejsza inwazyjnosé, a takze globalng i powtarzalna rejestra-
gje sygnatow przez dlugi czas [21]. Teoretycznie, najlepiej do
tego celu powinny nadawac sie genetycznie kodowane sondy
potengjatu btonowego (GEVI, ang. genetically encoded voltage
indicators), rozwijane od tego samego czasu co GECI [6]. Jed-
nak wymagania stawiane sondom GEVI sa znacznie wyzsze
od tych dla sond GECI. Potencjal czynnosciowy trwa zaled-
wie kilka milisekund, co daje mato czasu na emisje fotonéw
przez sonde. Co wiecej, lokalizacja sond GEVI jest ograniczona
tylko do btony komoérkowej, co znacznie ogranicza ilos¢ son-
dy w neuronie [6]. W efekcie, obecnie dostepne sondy GECI
rejestruja przebieg potencjatu czynnoéciowego wydajniej niz
GEVI i staly sie standardowym narzedziem w badaniach ak-
tywnosci neuronéw, mapowaniu polaczeri neuronalnych i
ich stabilnosci w czasie [29,44,45]. Poniewaz rejestracja poten-
gjatéw czynnosciowych jest tak waznym aspektem dziatania
sond GECI w neurobiologii, w wiekszosci prac nad nowymi
sondami stosuje sie rygorystyczne testy czuloéci na wykry-
wanie pojedynczych i wigkszej iloéci potencjatéw czynnoscio-
wych, precyzyjnie wywolywanych elektrodami stymulujacy-
mi. Istotna jest takze liniowos¢ odpowiedzi wapniowej na ilosé
indukowanych potencjatlow [28,36]. Wiele nowych sond bez
problemu wykrywa pojedyncze potengjaly, a takze nadaje sie
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do rejestracji spontanicznej aktywnosci neuronalnej [29]. Pod
tym wzgledem zréwnaly sie juz z niektérymi sondami che-
micznymi jak np. OGB-1 [32], czesto stosowana w neurobiolo-
gii. Sondy chemiczne wciaz géruja nad GECI duzymi statymi
szybkoéci reakdji in vitro [7,36], jednak z powodu stosunkowo
dlugiego czasu trwania sygnatéw wapniowych (w poréwna-
niu z czasem trwania potencjalu czynnoéciowego [29]), naj-
szybsze GECI wykazuja podobna kinetyke zaniku sygnatu w
komorkach co OGB-1 [32]. Poniewaz stezenia Ca** w cytosolu
neuronéw sa dos¢ niskie, a sygnaly wapniowe osiagaja nie-
wielkie amplitudy, do rejestracji aktywnoéci neuronalnej bar-
dziej odpowiednie sa sondy o niskiej stalej dysocjacji i duzym
zakresie dynamiki [30,32]. Obecnie wydaje sie, Ze najblizsze
ideatowi sa sondy z rodziny GCaMP, ktérych rozwdj poste-
powal w najwigekszym tempie. Brak ratiometrycznej akwizycji
dla tych sond wydaje sie nie by¢ duzym problemem, a czasami
nawet zaleta. W neurobiologii istotniejsze sa wzgledne zmiany
poziomu jonéw wapnia niz mozliwos¢ policzenia absolutnych
wartosci stezeri. Wahania sygnalu spowodowane niestabilno-
Scia w osi Z, samoistnie wyréwnywane w przypadku uzycia
sond ratiometrycznych, moga by¢ takze korygowane przez
zbieranie referencyjnego sygnatu innego biatka fluorescen-
cyjnego w drugim kanale. Sondy intensytometryczne, z racji
prostszego widma wzbudzania i fluorescencji, latwiej nato-
miast niz sondy ratiometryczne taczy¢ z innymi sondami i na-
rzedziami optogenetycznymi, jak np. opsyna ChR2, w ramach
tego samego eksperymentu [36,38].

Duza zaleta GECI w neurobiologii jest mozliwos¢ stabil-
nej ekspresji sondy i prowadzenia badan przez dtugi czas
[21,36,45]. Istnieja trzy gléwne metody trwatego wprowadza-
nia GECI w badaniach in vivo u gryzoni: transgeneza, elektro-
poracja in utero i transdukcja za pomocg wiruséw [29,44]. Son-
dy najczesciej eksprymowane sa pod kontrolg neuronalnych
promotoréw genéw Synapsyny 1 lub Thy-1. Dla dtugoter-
minowych badant wazne jest aby sonda nie miata wlasciwo-
Sci toksycznych, a sygnat fluorescencji byt stabilny w czasie i
réwnomiernie rozmieszczony w cytosolu [36,44]. To ostatnie
moze by¢ problemem zwtlaszcza w przypadku czesci sond o
czerwonym spektrum emisji, ktére wykazuja pewne tenden-
gje do agregacji i akumulacji w lizosomach [39]. Wiele sond
daje sie jednak obrazowa¢ przez dtugi czas. Za pomoca me-
tod elektrofizjologicznych potwierdzono, ze sonda GCaMP3
nie powoduje zmian aktywnosci neuronéw po uptywie 2-3
tygodni od momentu transdukcji wirusowej [27]. Nastepnie
uzyto tej sondy do korelacji aktywnosci neuronalnej w korze
motorycznej z aktywnoscia ruchowa myszy na przestrzeni 120
dni. Rejestrujac sygnaly sondy TN-XXL przez okres 3 tygodni
wykazano z kolei stabilnos¢ odpowiedzi konkretnych neuro-
néw w korze wzrokowej na bodzce wizualne w jednej z odmiu
orientacji [19]. Podobnie, za pomocg GECI badano dtugoter-
minowe ksztattowanie odpowiedzi neuronéw w korze baryl-
kowej na sygnaty pochodzace od poszczegélnych mysich wi-
brysow [46]. Co wiecej, niedawno wykazano nawet mozliwosé
dlugotrwalej rejestracji aktywnosci w neuronach potozonego
pod kora mézgowa hipokampu, poprzez specjalnie przygo-
towany otwor czaszkowy [47]. Sondy GECI stosowane sa w
badaniach aktywnosci neuronalnej nie tylko u ssakéw, ale tez
u nizszych kregowcoéw i bezkregowcéw. Z powodu niewiel-
kich rozmiaréw i duzego stopnia transparentnosci powtok
ciata niektorych z nich (zwlaszcza D. rerio i C. elegans), obra-
zowanie sieci neuronalnych in vivo zwykle jest znacznie ula-
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twione w poréwnaniu z gryzoniami. Sondy wapniowe sg cze-
sto uzywanym narzedziem w badaniach prowadzonych nad
danio pregowanym (Danio rerio), a dostepne metody zebrano
w obszernym opracowaniu [48]. W naszym laboratorium sto-
sujemy linie danio pregowanego ze stabilng produkcja sondy
GCaMP5G [49] do badania spontanicznej i indukowanej ak-
tywnosci neuronalnej (Ryc. 2). W nicieniu C. elegans obrazowa-
no aktywnos¢ neuronéw motorycznych w trakcie ruchu [34],
a takze zmiany w poziomie Ca** w neuronach wechowych po
podaniu alkoholu izoamylowego [27,38,39]. W muszce owo-
cowej (Drosophila melanogaster) wykazano uzyteczno$¢ sond
GECI w badaniach reakcji na bodzZce zapachowe neuronéw
zlokalizowanych w platach czutkowych [27,32] oraz analizie
aktywnosci neuronalnej w odpowiedzi na piesni godowe i
inne sygnaty dzwiekowe [33]. Podsumowujac, GECI sg stoso-
wane w badaniach aktywnosci neuronalnej w wielu r6znych
uktadach eksperymentalnych i organizmach, a wybér opty-
malnej sondy zalezy od konkretnego eksperymentu i obiektu
badar [20,27,30,31].

OBRAZOWANIE JONOW WAPNIA W ORGANELLACH

Bardzo waznym zastosowaniem GECI jest rejestrowanie
poziomu jonéw wapnia w organellach, zwlaszcza w ER i mi-
tochondriach, dzieki mozliwosci ich specyficznego kierowania
do organelli za pomoca odpowiednich sekwencji sygnato-
wych. Uzyskanie specyficznej lokalizacji dla sond chemicz-
nych jest natomiast praktycznie niemozliwe. Dla przykiadu,
stosujac odpowiednie warunki inkubacji komoérek z estrami
acetoksymetylowymi sondy Mag-fura-2 mozna uzyska¢ jej
wzbogacenie wewnatrz ER (ale tez i innych organelli), jednak
aby pozby¢ sie resztek sondy z cytosolu nalezy zwiekszy¢
przepuszczalnosé bfony plazmatycznej za pomoca detergen-
tow. Taki uklad eksperymentalny jest odpowiedni do analizy
kinetyki zmian stezeri Ca>* w ER po zahamowaniu lub akty-
wagcji pompy SERCA, ale nie nadaje sie do pomiaréw fizjolo-
gicznych stezeri Ca*. ER pelni funkcje gléwnego komérkowe-
g0 magazynu jonéw wapnia, uwalnianych w trakcie stymu-
lacji komoérek. W tym procesie najwazniejsza role odgrywaja
receptory IP, i rianodynowe. Jony wapnia , uciekaja” tez z ER
W sposob ciagly przez wciaz stabo poznane kanaly (ang. “leak
channels”), a za uzupelnianie wlasciwego poziomu Ca** odpo-
wiedzialna jest pompa SERCA. Poniewaz stezenie Ca** w ER
jest znacznie wyzsze niz w cytosolu i wynosi 0,1-1 mM, do po-
miaru konieczne jest zastosowanie sond o niskim lub bardzo
niskim powinowactwie do Ca*". Pierwsze GECI przeznaczone
dla ER pojawity sie wraz z pierwszymi kameleonami [8]. Sondy
YC3er i YC4er sa wariantami YC2, w ktérych dokonano pod-
stawieri aminokwaséw w obrebie motywéw wigzacych Ca*,
podwyzszajac pozorna stata dysocjacji sond odpowiednio do
wartoéci 4,4 uM i 700 pM. Dodano takze sekwencje sygnato-
wa dla ER pochodzaca z biatka kalretikuliny oraz C-koficowy
peptyd KDEL, zatrzymujacy sondy w ER. Chociaz te pierwsze
sondy dla ER mialy doé¢ ograniczone parametry biofizyczne,
byly czesto wykorzystywane do pomiaréw stezen spoczyn-
kowych jonéw wapnia i dynamiki zmian po stymulagji [9]. W
sondzie kolejnej generacji, D1ER, zastgpiono YFP wariantem
Citrine oraz zminimalizowano mozliwos¢ oddziatywania z en-
dogenna kalmoduling [16]. D1ER charakteryzuje sie¢ wysoka
stalg szybkosci zaniku sygnatu (250 s™) i pozorna stata dyso-
gjagji o wartosci posredniej (60 pM) miedzy wartodciami dla
YC3er i YC4er oraz zblizonej do tej wyliczonej dla Mag-fura-2
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Rycina 2. Obrazowanie neuronéw w moézgu 3-dniowej ryby Danio rerio za po-
mocg sondy GCaMP5G. W panelu A przedstawiono tréjwymiarowy, perspek-
tywiczny rzut maksymalnej projekgji fluorescencji calego moézgu, ztozony z 58
warstw. Widoczny obszar ma wymiary 410 x 1200 x 230 um. W kolejnych punk-
tach czasowych (T1, T2) rejestrowano spontaniczng aktywnos¢ neuronéw. Biate
strzatki wskazuja na pojedyncze ciata komorkowe i aksony, w ktorych znacznie
wzrést poziom fluorescencji w T2 w poréwnaniu do T1. W panelu B przedsta-
wiono pojedyncza plaszczyzne moézgu w przekroju poziomym. Kolejne punkty
czasowe (T1..T9) przedstawiaja gwattowny naptyw wapnia do neuronéw, indu-
kowany podaniem do srodowiska kwasu glutaminowego. Skale przedstawiajg
intensywnos¢ fluorescengji i odcinek 100 pm. Obserwujac aktywnosé neuronow
z sondg GCaMP, mozna poréwnywac ich liczbe i czestotliwos¢ z jaka s aktywo-
wane. W rezultacie mozliwe jest zidentyfikowanie réznic w dziataniu i budowie
ukladu nerwowego pomiedzy rybami dzikimi, a tymi, ktére s3 modelami choréb
neurodegeneracyjnych. Zdjecia zostaly wykonane przy pomocy mikroskopu Ze-
iss Lightsheet Z.1.

(25 pM). W efekcie sonda D1ER znacznie lepiej nadaje sie do
pomiaréw dynamicznych zmian wewnatrz ER niZ poprzednie
GECI, czego dowodem byta rejestracja oscylacyjnych zmian
Ca*w komoérkach HeLa po stymulacji ATP [16]. Mankamen-
tem sondy D1ER byt wciaz niewielki zakres dynamiki, na po-
ziomie R _ /R .= 2 [50]. Zastosowanie poddanej cyklicznej
permutacji sondy Venus zamiast wariantu Citrine zwigkszalo
zakres dynamiki w sondzie D1 do wartosci 5, jednak takie son-
dy nie akumulowaty sie wydajnie w ER [50,51]. Réwniez stala
dysodjacji wynoszaca 60 pM jest za niska do pomiaréw spo-
czynkowych stezeri Ca?* w ER i moze prowadzi¢ do ich niedo-
szacowania. Te mankamenty zostaly poprawione w kolejnych
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sondach, powstatych na bazie sond GECO. Stworzono inten-
sytometryczne sondy G-CEPIAler (zielona fluorescencja), R-
-CEPIAler (czerwona fluorescencja), a takze ratiometryczna
sonde GEM-CEPIA1ler [52]. Zwlaszcza ta ostatnia zastuguje na
uwage jako ratiometryczny zamiennik dla sondy D1ER cha-
rakteryzujacy sie wysoka stata dysocjacji (558 uM) i imponuja-
cym zakresem dynamiki (R__ /R . =21,7). Zastosowanie sond
ratiometrycznych takich jak kameleony czy GEM-CEPIAler w
badaniach nad homeostaza wapniowg wewnatrz ER jest bar-
dzo pozadane, poniewaz umozliwia obliczenie absolutnych
wartosci stezenn (Ryc. 3), co jest bardzo utrudnione lub wrecz
niemozliwe w przypadku sond intensytometrycznych.

Mitochondria majg duzg zdolnos¢ przejsciowej akumu-
lacji jonéw wapnia dzieki aktywnosci uniportera MCU, po
czym jony Ca** uwalniane sg z powrotem do cytosolu przez
wymiennik sodowo-wapniowy [53]. Pierwsze GECI dla mi-
tochondriéw powstaly na bazie sond Pericam, Camgaroo i ka-
meleonéw [54], poprzez dodanie do nich sekwengji kierujacej
pochodzacej z jednej z podjednostek oksydazy cytochromo-
wej. Wykorzystujac niskoczuly kameleon YC4.1mito (K, =
104 pM) udalo sie wykazad, Ze stezenie jonéw wapnia w mi-
tochondriach po stymulacji komérek moze osiaga¢ chwilowe
wartosci przekraczajace 100 uM [55]. Dla poréwnania, K, dla
czesto uzywanej w badaniach nad mitochondriami chemicz-
nej sondy Rhod-2 wynosi zaledwie 570 nM. Oczywiste jest
wiec, ze sonda Rhod-2 w warunkach znacznej stymulacji ko-
morek bedzie bardzo szybko ulega¢ wysyceniu. Mitochon-
drialne kameleony pierwszej generacji nie wykazywaly sie
catkowitg specyficznoécig lokalizacji i ustepowaly pod tym
wzgledem mitochondrialnej wersji sondy Pericam [54]. Ten
problem poprawiono w kolejnej generacji kameleonéw opar-
tej na bazie sond D2, D3 i D4, do ktérych dotaczono podwdéjng
lub poczwérng presekwencje mitochondrialna [15]. Sondy te
mialy tez wiekszy zakres dynamiki niz wczesne kameleony,
z ragji zastosowania wariantu Venus poddanego cyklicznej
permutagji, ktérego ekspresja w mitochondriach okazala sie
mniej problematyczna niz w ER. Co wazne, sondy te razem
pokrywaly znaczny zakres roboczych stezenn Ca** (K’, od 760
nM do 49,68 uM). Poniewaz réznice stezeri Ca** w mitochon-
driach moga siegac az trzech rzedéw wielkosci, dla uzyska-

Rycina 3. Pomiar stezenia Ca** w ER w komorkach HeLa za pomocg sondy GEM-
-CEPIAler. Sonde wzbudzano laserem o dtugosci fali 405 nm, a fluorescencje
zbierano jednocze$nie w dwoch kanatach (oznaczonych jako 460 i 520 nm) mi-
kroskopu konfokalnego Zeiss LSM800. Kanat 460 nm (kolor zielony) reprezentuje
sygnat sondy zwigzanej z Ca**, natomiast kanal 520 nm (kolor czerwony) repre-

2+

zentuje sygnat sondy bez Ca
uzyskang po kalibracji sondy.

. Prawy panel przedstawia mape stezenia Ca** w ER
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nia pelnego obrazu konieczne moze okazac sie zastosowanie
sond o ré6znym K’,. Podobny zakres pracy oferuje seria trzech
intensytometrycznych sond powstatych na bazie GECO: CE-
PIA2mt (160 nM), CEPIA3mt (11 uM) i CEPIA4mt (56 M)
[52]. Podobnie jak w przypadku ER, dostepna jest tez wersja
ratiometryczna mito-GEM-GECOIL [35]. Zaleta sond opartych
na GECO s3 ich niewielkie rozmiary, co moze ulatwi¢ uzy-
skanie specyficznej lokalizacji mitochondrialnej. Badania z
uzyciem mitochondrialnych GECI ugruntowaty obraz mito-
chondriéw jako organelli nie tylko buforujacych jony wapnia
wyrzucane przez ER, lecz réwniez aktywnie dekodujgcych i
transformujacych sygnaly wapniowe [40]. Jak wielokrotnie
zademonstrowano, sygnaly wapniowe w mitochondriach po
stymulagji cechuja sie znaczna réznorodnoscia, co moze by¢
spowodowane r6zna silg potaczen miedzy konkretnymi mito-
chondriami a miejscami wyrzutu Ca?* z ER oraz aktywnoscia
MCU [2,52,54,55].

Nowym typem sondy, ktéry moze znaleZ¢ duze zastosowa-
nie w badaniu dynamiki wapniowej w organellach jest sonda
GAP [56]. GAP strukturalnie bardzo przypomina wspomnia-
ne wyzej sondy luminescencyjne, a mianowicie jest potacze-
niem GFP i akworyny. W toku prac nad sondami luminescen-
cyjnymi autorzy odkryli, ze niektére warianty wykazuja zdol-
noé¢ fluorescencji w zaleznosci od poziomu jonéw wapnia
bez obecnosci koelenterazyny. W tym przypadku akworyna
funkcjonuje tylko jako sensor jonéw wapnia, ale nie jako donor
BRET. Sonda GAP ma rézne pasma wzbudzania w zaleznosci
od stezenia Ca*, jest wiec sondg ratiometryczna. Warianty z
odpowiednimi sekwencjami kierujagcymi wydajnie lokalizuja
sie w organellach, gdzie zachowuja doé¢ wysoki, czterokrot-
ny zakres dynamiki (w sondzie erGAP1 dodatkowo obnizono
powinowactwo do Ca?', uzyskujgc wartos¢ K’ = 12 uM). Za-
letg sond GAP jest zastosowanie akworyny jako sensora Ca?*,
ktora, jako biatko pochodzace z bezkregowca, nie powinna od-
dzialywac z bialkami w komérkach ssaczych.

Sondy wapniowe mozna Iaczy¢ nie tylko z sekwencjami sy-
gnalowymi kierujacymi je do okre$lonych organelli, ale takze
z innymi biatkami i ich domenami, uzyskujac specyficzna lo-
kalizacje sond w komorce. Sondy zawierajace domeny palmi-
tylacyjne i/lub mirystoilacyjne umozliwiaja analize sygnatéw
wapniowych bezposrednio pod blong plazmatyczna [15,57].
Co wiecej, fuzja z kanalami wapniowymi takimi jak kanaty
bramkowane napieciem lub Orail umozliwia analize zdarzen
w nanodomenach wapniowych, a nawet daje mechanistycz-
ny wglad w dziatanie kanaléw [58,59]. Szerszy przeglad sond
wapniowych kierowanych do ER, mitochondriéw i innych
organelli, a takze w konkretne domeny komoérkowe, mozna
znalez¢é w pracach przegladowych innych autoréow [2,40,60].

SYSTEMY OBRAZOWANIA SOND WAPNIOWYCH

Nie istnieje jeden idealny system obrazowania sygnalow
wapniowych, a wybodr konkretnego zestawu jest gtéwnie zde-
terminowany przez obiekt obrazowania i rodzaj sondy. W naj-
prostszej sytuacji, w przypadku obrazowania komérek w ho-
dowli wystarcza mikroskop fluorescencyijny szerokiego pola, z
odpowiednio dobranymi filtrami fluorescencyjnymi i wysokiej
jakosci monochromatyczng kamera naukowg (preferowane sa
kamery typu EM-CCD lub sCMOS). Bardziej wymagajace dla
sprzetu jest obrazowanie sond ratiometrycznych [51]. Sondy
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ratiometryczne wzbudzeniowe wymagajg zmotoryzowanego
kofa filtréw wzbudzania lub monochromatora. Akwizycja ka-
naléw tego typu sond jest sifa rzeczy sekwencyjna i co za tym
idzie stosunkowo powolna. Sondy ratiometryczne emisyjne
wymagaja zastosowania albo kota filtrow emisyjnych (kto-
rego implementacja w praktyce moze okaza¢ sie trudniejsza
niz kota filtréw wzbudzania) lub dzielnika $wiatta kierujace-
go obraz na dwie kamery lub dwie poléwki sensora tej samej
kamery. Dobrym rozwigzaniem jest uzycie mikroskopu kon-
fokalnego (jesli sekcjonowanie optyczne nie jest potrzebne,
szczelina konfokalna (ang. pinhole) moze pozosta¢ otwarta) i
rejestracja sygnaléw na dwoch fotopowielaczach (Ryc. 3). Jest
to szczegolnie tatwe w systemach z detekcja spektralng (pry-
zmaty, siatka dyfrakcyjna, zmotoryzowane gradientowe lustra
dichroiczne). Rozdzial $wiatla fluorescencji na dwa detektory
umozliwia réwnoczesne obrazowanie obydwu kanatéw i co
za tym idzie jest to obrazowanie réwnie szybkie jak w przy-
padku sond intensytometrycznych. W wielu ukiadach ekspe-
rymentalnych zwyklty mikroskop fluorescencyjny nie wystar-
cza i niezbedne jest zastosowanie jednej z technik sekcjonowa-
nia optycznego w celu zwiekszenia rozdzielczosci i kontrastu
w rejestrowanych obrazach. W przypadku obrazowania sond
zakotwiczonych w btonach lub zwigzanych z biatkami biono-
wymi stosuje si¢ zwykle mikroskopie TIRF (ang. Total Internal
Reflection Fluorescence), aby jeszcze bardziej ograniczy¢ Zrédto
sygnatéw wapniowych do btony komoérkowej [58]. W przy-
padku obrazowania matych organizméw, takich jak larwy da-
nio pregowanego, doskonale sprawdza si¢ mikroskopia typu
light sheet, w ktorej wzbudzanie sondy fluorescencyjnej ogra-
niczone jest do plaszczyzny ogniskowania obiektywu (Ryc. 2;
[61]). W przypadku obrazowania neuronéw w skrawkach lub
in vivo w mézgu gryzoni, standardem jest mikroskopia kon-
fokalna lub dwufotonowa [29,44]. Mikroskopia dwufotonowa
jest preferowana, poniewaz stosowane w niej $wiatlo wzbu-
dzania z regionu bliskiej podczerwieni (700-1000 nm) jest
stosunkowo malo absorbowane i rozpraszane przez tkanki,
a wiec umozliwia rejestracje sygnatéw z gleboko polozonych
warstw. Zakres ten jest kompatybilny ze wzbudzaniem zielo-
no $wiecgcych sond, takich jak GCaMP (zwykle 910-920 nm).
Wiecej probleméw moze przysparza¢ obrazowanie czerwono
$wiecacych sond takich jak R-GECO czy RCaMP, poniewaz ich
optymalny zakres wzbudzania dwufotonowego (ok. 1040 nm)
najczesciej przekracza zakres pracy uzywanych w mikrosko-
pii dwufotonowej femtosekundowych laseréw tytanowo-sza-
firowych. Rozwigzaniem zapewniajacym wieksze dtugosci fal
wzbudzania jest doposazenie systeméw w oscylatory OPO
(np. Chameleon Compact OPO, Coherent lub Opal/Inspire,
Spectra-Physics) lub zastosowanie laseréw $wiattowodowych
emitujacych powyzej 1000 nm. Uzytecznym kompromisem w
przypadku jednoczesnego obrazowania sond $wiecacych na
zielono i czerwono bylo zastosowanie jednej linii wzbudzania
1000 nm dla jR-GECOla i GCaMP6s [39]. Niewatpliwie, sys-
temy do obrazowania Ca** w mézgu gryzoni osiagaja czesto
duzy stopierr skomplikowania; musza by¢ dodatkowo wypo-
sazone w uchwyty mocujace dla zwierzat (aktywnych lub pod
narkozg), jak réwniez czesto zawieraja osprzet elektrofizjolo-
giczny (elektrody stymulujace i pomiarowe).

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich 20 lat dokonat sie bardzo intensywny
rozwdj genetycznie kodowanych, fluorescencyjnych sond

41



wapniowych. Znaczny udzial mial w nim niedawno zmarly
Roger Tsien; duza czes¢ opisanych w tej pracy sond powsta-
ta w jego laboratorium lub w laboratoriach jego wychowan-
kow. Obecnie dostepne sondy parametrami biofizycznymi
niejednokrotnie doréwnuja sondom chemicznym, umozliwia-
jac przy tym prowadzenie dlugoterminowych badan in vivo.
Rowniez kolorystyczna gama dostepnych sond jest obecnie
szeroka, co pozwala na jednoczesne zastosowanie dwoéch lub
wiekszej iloéci fluoroforéw. Duzy wybér genetycznie kodo-
wanych sond wapniowych i innych optogenetycznych na-
rzedzi powoli zmienia sposéb prowadzenia eksperymentéw
neurobiologicznych; metody elektrofizjologiczne zastepowa-
ne s3 metodami calkowicie optycznymi. Odkrycia naukowe
zwigzane z wykorzystaniem genetycznie kodowanych sond
wapniowych na pewno beda tez inspiracja dla dalszych prac
nad innymi typami sond, zwlaszcza nad sondami potencjatu
blonowego, ktoére niewatpliwie beda coraz czesciej stosowane
w neurobiologii.
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ABSTRACT

Calcium is a second messenger that plays a key role in various cellular processes. Monitoring calcium levels is a prerequisite to their under-
standing. The first calcium indicators for microscopy were the luminescent protein aequorin and chemical probes. These indicators, however,
have serious drawbacks, limiting their use in many types of experiments. Cloning of cDNA for the A. victoria GFP and creation of its first
spectral variants has initiated the development of fluorescent, genetically encoded calcium indicators (GECI). They are composed of a fluore-
scent protein and a calcium-binding protein, usually calmodulin. The binding of calcium to the sensory domain of the indicator affects the
fluorescent properties of the chromophore, which enables recording of calcium signals as fluorescent light. GECIs have many advantages and
are essential for conducting long-term experiments in vivo. This article gives an overview of the currently available GEClISs, the history of their

development, applications and microscopic imaging systems.

Postepy Biochemii 63 (1) 2017

43



