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ABSTRACT 
Most of the extracellular stimulus arrive to the cell membrane result with the increase in cytoplasmic 
free Ca+2 concentration [Ca+2]i. Because of the huge Ca+2 concentration differences between the 
cytoplasm (≈10-7 M) and extracellular fluid and endoplasmic reticulum (ER - which is the major Ca+2 
storage organelle in especially non electrically excitable cells) (≈10-3 M), a large electro-chemical 
gradient repel Ca+2 to the plasma or ER. Therefore a signal which temporarily opens Ca+2 channels, 
induce a fast influx of Ca+2 through the cytosol and increase its concentration about 10-20 fold. At 
this organization free Ca+2 functions as an intracellular signalling molecule and a second messenger. 
In this way many intracellular signalling proteins activated and cellular functions like gene expression, 
cell proliferation and division, apoptosis, and also myocyte contraction, endocrine cell degranulation 
and neuronal transmission are regulated. Thus, the key role of Ca+2 in many intracellular process, 
makes the dynamic measurements necessary for an understanding of the signalling mechanisms. 
Fluorescence imaging techniques make possible of monitoring the spatiotemporal Ca+2 response 
patterns in cytoplasm. In the last decades, especially their ease of loading, and minimum 
manipulations to the cell homeostasis, make these techniques unique with respect to the other 
methods. 
Key words: Fluorescence, Ca+2 imaging, IP3 signaling pathway. 
 
ÖZET 
Hücre membranına gelen uyarıların bir çoğu, sitoplazmik serbest Ca+2 derişiminde ([Ca+2]S) artışa 
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neden olur. Ca+2'un sitozoldeki konsantrasyonunun oldukça düşük (≈10-7 M), hücre dışı sıvıdaki ve 
endoplazmik retikulumdaki (ER) (≈10-3 M) konsantrasyonunun ise yüksek olmasından dolayı, pek çok 
hücrede Ca+2 hücre içi sinyal molekülü ve ikinci haberci olarak kullanılır. Ca+2’u, plazma ve ER 
membranlarından sitozole doğru iten böyle büyük bir elektro-kimyasal gradiyent nedeni ile plazma ya 
da ER membranlarında bulunan Ca+2 kanallarının geçici olarak açılmasını sağlayacak bir sinyal, Ca+2 un 
hızla sitozole akmasına ve [Ca+2]S’nun 10-20 kat artmasına neden olur. Böylece hücre içinde bulunan 
Ca+2’a duyarlı proteinler aktive olarak bir çok hücresel fonksiyonun yerine getirilmesi sağlanır. Örneğin 
gen ekspresyonu, hücre çoğalması, bölünmesi, apoptoz ve ayrıca kas hücrelerinde kasılma, salgı 
hücrelerinde degranülasyon ve sinirsel iletim gibi olayların tetiklenmesinde Ca+2 kilit rol oynar. Bu 
nedenle [Ca+2]S’nun dinamik olarak ölçülebilmesi, hücrede gerçekleşen pek çok sinyalizasyon 
mekanizmasının anlaşılmasında önemli bir yer tutar. Floresans görüntüleme teknikleri, Ca+2’un hücre 
içinde uzay/zaman değişim desenlerini takip edilebilir duruma getirmiştir ve bu sayede bu tekniklerin 
kullanıldığı yöntemler de son yıllarda gelişerek artmıştır. Özellikle floresans boyaların kullanım 
kolaylıkları ve hücre hemostazına müdahalenin diğer metotlara göre minimum oranda kalması, bu 
metotların kullanımının önünü açmıştır.  
Anahtar kelimeler: Floresans, Ca+2 görüntüleme, IP3 sinyal yolağı. 
 

Giriş 
Hücrede gerçekleşen büyüme, çoğalma, kopyalama ve apoptoz gibi yaşamsal faaliyetlerin 
düzenlenmesi ve devamı süreçlerinde, kasların kasılmasından nöronal iletime kadar geniş bir 
fizyolojik yanıt ağında, Ca+2 bir hücre içi haberci olarak kullanılmaktadır1-4. Hücredeki pek çok 
aktivitenin oluşumunu veya devamlılığını sağlayan bu iyonun bu kadar çeşitli sinyal yolağında 
görev alabilmesi, konsantrasyon artışının uzaysal ve zamansal olarak düzenlenebilmesi ile 
mümkün olmaktadır. Ca+2’un konsantrasyonu hücre dışı ortamda milimolarlar (mM) 
düzeyindeyken, dinlenim durumunda sitoplazmada 10 ile 100 nM’lar dolayında bulunur. 
Temel olarak bu 10,000 katlık fark sayesinde hücre membranına gelen çeşitli uyarımlar, 
örneğin iyon kanalları vasıtası ile doğrudan veya dolaylı olarak reseptör aracılı yanıt oluşturup, 
hücre içinde Ca+2’un artmasına neden olabilmektedirler5.  

Elektriksel olarak uyarılamayan hücrelerde hücre içi serbest Ca+2 konsantrasyonundaki 
([Ca+2]s) artış yollarından bir tanesi G proteini kenetli reseptöre (GPCR) ligand (hormon, 
nörotransmitter) bağlanmasıdır (Şekil 1). Konformasyonal dönüşüme uğrayan reseptör, 
membranın iç tarafında bulunan heterotrimerik Gq-α ‘yı aktive eder. Gα, plazma 
membranında yer alan bir enzim olan Fosfolipaz C’yi (PLC) aktive eder. Aktif durumdaki PLC, 
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bir fosfolipid olan fosfotidilinositol 4,5-bisfosfat’ı (PtdIns(4,5)P2 veya PIP2) inositol 1,4,5-
trisfosfat (IP3) ve diaçilgliserol’e (DAG) hidrolize eder. Oluşan bu ikinci habercilerden IP3 
sitoplazmaya doğru diffüze olur ve Endoplazmik Retikulum (ER) membranında bulunan kendi 
reseptörüne (IP3R) bağlanır. Bu bağlanma ile birlikte Ca+2 kanalı açılır ve sitoplazmaya Ca+2 
salınımı gerçekleşir6. Bu artışta kodlanan bilginin hedefine ulaştırılması sonrasında yeni 
sinyallerin algılanabilmesi için Ca+2 konsantrasyonunun sitoplazmada bazal değerine dönmesi 
gerekir. Bunun için de hem ER’de, hem de plazma membranında yer alan Ca+2 ATPazlar 
(SERCA ve PMCA) aktifleşerek sitoplazmayı Ca+2’dan temizler. PMCA hücre dışına, SERCA ise 
ER’ye Ca+2’un taşınımını sağlar7-9. Ayrıca mitokondri ve sitoplazmik Ca+2 tampon proteinleri 
(örn. kalmodulin) de hücre içi Ca+2 sinyal dinamiğinde rol oynayan yapılardır10,11. 

 
Şekil 1. Gq proteini kenetli reseptör aracılığı ile oluşan hücre içi kalsiyum sinyalinin ana 
hatları.  
GPKR: G proteini kenetli reseptör. PLC: Fosfolipaz C. PIP2: fosfotidilinositol 4,5-bisfosfat. IP3: inositol 1,4,5-
trisfosfat. DAG: Diaçilgliserol. IP3R: IP3 Reseptörü. ER: Endoplazmik retikulum. SERCA: ER Ca+2 ATPaz. PMCA: 
Plazma membran Ca+2 ATPaz. 
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Hücrede IP3 reseptör/Ca+2 kanalları uyarılmamış durumdayken rasgele açılır ve kapanırlar. Bu 
şekilde tek bir kanalın açılması literatürde Ca+2 blip olarak isimlendirilmiştir12. IP3 reseptörü ve 
miyositlerin sarkoplazmik retikulumlarındaki (SR) Ryanodin Reseptörleri (RyR) kümeler 
halinde bulunurlar. Tek bir IP3R kümesinden Ca+2 salınması Ca+2 puff veya yine tek bir RyR 
kümesinden Ca+2 salınması Ca+2 spark olarak adlandırılmıştır13-15. Kardiyak ve iskelet 
kaslarında yapılan çalışmalarda sparkların kasılmaların aktivasyonunu sağladığı gösterilmiştir. 
Düz kaslarda ise Ca+2 ile aktive olan K+ akımlarını aktive ederek gevşemeye neden olduğu 
bildirilmiştir16,17.  

Ayrıca Ca+2 konsantrasyonu sitoplazmada artmaya başladıktan sonra kendi salınımını 
tetikleyerek SR/ER’dan daha fazla Ca+2’un salınmasını tetiklemesi (Calcium induced Calcium 
Release-CICR) ancak sitoplazmada belli bir konsantrasyondan sonra da kendi salınımını inhibe 
etmesi, Ca+2 dinamiğinin anlaşılmasını zorlaştıran unsurlardır18. Hücrede birçok fizyolojik 
olayın oluşabilmesini sağlayan kalsiyumun, bu şekilde lokalden globale, osilatuar 
sinyalizasyondan tranziente varan çok farklı uzay-zaman desenlerinin incelenmesi ile hücrenin 
sinyal mekanizmaları daha açık ve net olarak anlaşılabilmektedir19. 

Floresans spektroskopisi iyonların uzay-zaman değişimlerinin bir arada görüntülenip 
ölçülebilmesini sağlayabilen önemli bir araçtır. Görüntülenecek materyalin floresans özellik 
kazanması temeline dayanan bu teknik ile hücre içindeki pek çok molekül hakkında doğrudan 
veri alınabilmektedir. Konsantrasyon değişimi hücre içi sinyalizasyonda kritik önem taşıyan 
Ca+2 gibi bir iyonun floresans spektroskopisi ile takip edilebilmesi hücre fizyolojisinin 
anlaşılmasına büyük bir katkı sunmaktadır. 

Floresans Kavramı ve Floresans Boyalar 
Kimyasal yapısında ışıma yapabilen bir molekül (florofor) bulunduran bir materyal belirli bir 
dalga boyunda enerjisi (hc/λ) olan bir foton tarafından uyarıldığında, moleküldeki tekli temel 
seviyedeki elektron yine uyarılmış tekli seviyeye geçer. Uyarılmış tekli seviyelerdeki orbitalde 
bulunan elektron, temel seviye orbitalinde bulunan ikinci bir elektron ile çiftlendiğinden (ters 
spinli) hızlı bir foton yayılımı ile ışık yayarak (emisyon) temel seviyeye geri döner. Uyaran 
fotonun enerjisinin bir kısmı ısıyla kaybedildiğinden, salınan bu fotonun dalga boyu daha 
uzun, enerjisi ise daha az olacaktır (enerjideki bu fark Stokes Kayması olarak tanımlanır)20. 
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Hücre İçi Ca+2 Konsantrasyonunun Görüntülenmesinde Kullanılan Floresans 
Ajanlar (Floroforlar) 

Günümüzde birçok farklı hücrede floresans boyalar kullanılarak yapılan deneyler ile serbest 
Ca+2’un değişim desenleri hakkında bilgi sahibi olunmaktadır. Ayrıca, floresans boyalar 
kullanım kolaylığı ve hücrenin bütünlüğünü ve hemostazını koruması açısından vazgeçilmez 
deney araçları olmuşlardır.  

Hücrede Ca+2 hakkında bilgi veren floresans olmayan metallokromik boyaların (boyaya Ca+2 
bağlanması ile molekülün absorbans spektrumu değişir) veya aquarin gibi kemiluminesan 
moleküllerin önemli dezavantajları vardır. Metallokromik boyalar Ca+2’a düşük afinite ile 
bağlanırlar21. Ayrıca NADPH (nikotinamid adenin dinükleotit fosfat) ve sülfhidrillerle 
reaksiyona girerek serbest radikaller ve süperoksit oluşturma eğilimindedirler21-23. Doğal 
formundaki aquarin’in ise Ca+2’a afinitesi büyüktür24. Bir kaç μM seviyelerindeki Ca+2 
konsantrasyonunun saptanması için uygun bir fotoproteindir25. Ancak aquarin’e Ca+2 
bağlandığında yayılan ışık oldukça azdır ve ayrıca yüksek Ca+2 varlığında geri dönüşümsüz 
olarak bozulur26. Proteinin rekombinant formları ile mitokondri ve ER gibi organellerdeki Ca+2 
derişimleri hakkında bilgi edinilmiştir. Ancak Ca+2’un ER içinde muhtemelen homojen 
dağılmıyor olması elde edilen sonuçları da tartışılır kılmıştır27-30.  

Aequorea victoria tipi denizanasında, eşlikçisi aequarin ile keşfedilen yeşil floresans protein 
(GFP) de başka bir ışık duyarlı proteindir. Doğal ortamında bioluminesans ile mavi dalga 
boyunda ışıma yapan aquarinden bu enerjiyi alan GFP yeşil dalga boyunda ışıma yapar31. 
Hücrede GFP pek çok nedenle eksprese ettirilmektedir. Örneğin GFP cDNA’sı hedef hücreye 
yerleştirilerek yapılan ekspresyonun başarısı görüntülenebilir hale gelmekte ve PIP2 gibi hücre 
içi yapılara takılarak hücre içi dinamiklerin değişimi incelenebilmektedir32,33. Ca+2 ölçümünde 
ise GFP ve varyantları (CFP: cyan floresans protein, YFP: sarı floresans protein) genellikle 
kalmodulin (CaM) gibi bir Ca+2 bağlayan protein ile birleştirilerek hücrede eksprese ettirilir34. 
Özellikle FRET (Förster Rezonans Enerji Transferi) tekniği içinde kullanılır35.  

GFP’nin net görüntü elde edebilmek için gerekli olan uzaysal dağılımı yeterince iyidir. Özel 
olarak bir hücreye veya organele yerleştirilebilir. Optik özellikleri kullanışlıdır; eksitasyon dalga 
boyu görünür aralıktadır. Ancak bu proteinle çalışabilmek için gen transfeksiyonu gereklidir. 
Ayrıca yanıtlar, bitiştirildiği Ca+2 bağlayan proteinin aktivitesi ile de orantılı olacaktır30. 
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Kimyasal Floresans Problar (Floroforlar) 

Sitoplazmik Ca+2 derişim bilgisini hücre homestazını koruyarak görüntülemek ve sinyal 
mekanizmalarındaki değişimleri dinamik olarak görüntüleyebilmek için floresans problar 
geliştirilmiştir. Bir Ca+2 şelatörü olan BAPTA’nın (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-
tetraasetik asit) karakteristik özelliklerinden türetilerek Ca+2’un mikroskop altında, dokuda 
ya da yapışık haldeki hücrelerde görüntülenmesi sağlanmıştır36. Bu problar yaklaşık olarak 50 
nM ile 50 M arasında bir ölçüm yapılmasına olanak tanımaktadırl37. Ca+2’a afinitesi fazla 
olanlar sitoplazmada kullanılırken, düşük olanlar ise organellerdeki Ca+2’un 
görüntülenmesinde kullanılmaktadır. Ancak bu problar esas olarak kullanılacak metoda göre 
oran ölçümlü ve oran ölçümü olmayan (ratiometric ve nonratiometric) olarak ayrılırlar38. 

Oran Ölçümü Yapılabilen Floresans Boyalar 

Oran ölçümü yapılabilen floresans boyalar kullanılarak, hücrenin farklı kesit alanlarından 
gelen sinyaller ve optik yoldan kaynaklanan hatalar düzeltilir. Fura-2 gibi boyalarda Ca+2 
bağlanması ile birlikte uyarılma (eksitasyon) dalga boyu değişirken, indo-1 gibi boyalarda 
emisyon dalga boyu değişir39.  

Fura 2 

Uyarılma dalga boyu ultraviolet (UV) bölgededir. Boyanın serbest formu 380 nm’de, Ca+2 ile 
bağlı formu 340 nm’de uyarılır. Hücre dışı ortamda nominal Ca+2’suz durumda fura-2’nin 
karakteristik uyarılma spektrumu Şekil 2’deki gibidir. Tek dalgaboyunda 510 nm’de emisyon 
yapar. Sitoplazmik Ca+2 konsantrasyonunu görüntülemek için boyanın afinitesi ((Kd): 0,14 
µM) uygundur. Luminal veya mitokondrideki Ca+2’un ölçülebilmesi için düşük afiniteli 
formları da mevcuttur: Bis-fura 2 (0,37 µM), fura 4F (0,77 µM), fura-FF (5,5 µM)) bunlardan 
bazılarıdır38. 

Indo 1 

Fura’dan farklı olarak tek dalga boyunda uyarılır; ancak Ca+2 bağlı ve serbest formu iki ayrı 
dalga boyunda emisyon yapar. Boya 355 nm’de uyarılırken, serbest formunun 475 nm’deki 
emisyonu, Ca+2 bağlanması ile 400 nm’ye kayar. Indo-1’in Kd’ si 0,23 µM ve boyanın başka bir 
formu olan indo-5F’nin Kd’ si 0,47 µM’ dur. Afiniteleri birbirine yakın olan bu iki boya özellikle 
deney sistemlerinin gerektirdiği şartlara göre tercih edilirler36,37.  
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Oran ölçümü olmayan floresans boyalar 

Ca+2 ölçümlerinde genel olarak tercih edilen ancak oran ölçümü olmayan floresans boyaların 
başında fluo-3 ve rhod-2 bulunur. 

Fluo-3 

Bu prob flow sitometrik teknikleri40,41 ve konfokal mikroskop ile 488 nm argon laser ile 
uyarılarak Ca+2 transientlerinin ve sparklarının ölçümü gibi7,42 pek çok farklı görüntüleme 
tekniğinde kullanılmaktadır. Fluo-3’e Ca+2 bağlanması ile floresans şiddetinde 100 kattan 
fazla bir artış meydana gelir. Maksimum emisyonunu 525 nm’de gerçekleştirir. Fluo-3’ün Ca+2 
ile Kd’si 325 nM’dir. Fluo-3’ün başka bir analoğu olan fluo-4’ün yapısı ve spektral özellikleri 
fluo-3 ile benzeşmekle birlikte, fluo-4 daha parlak bir floresans emisyonu yapar43. Fluo-5F, 
fluo-5N, ve fluo-4FF de Ca+2’a afiniteleri düşük fluo-4 analoglarıdır. Hücre içi Ca+2’un 1 μM ile 1 
mM seviyelerinde ölçüm yapmaya uygundur44. 

 
Şekil 2. Hücre dışında nominal Ca+2 suz ortamda fura-2 için karakteristik uyarılma 
spektrumu.  
Ölçüm HEK 293 hücrelerinde bir PMT’ye bağlı mikrospektroflorimetre aracılığı ile yapılmıştır. Hücre içine 
yüklenen fura-2, 330 nm ile 450 nm dalgaboyları aralığında ardışık olarak uyarılmıştır. 
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Rhod-2 

Ca+2’a afinitesi düşüktür (Kd: 570 nM). Bu özelliği ile özellikle mitokondrideki Ca+2 
değişimlerinin incelenmesinde kullanılır. Uyarım dalga boyu 552 nm’dir. Molekül Ca+2 
bağladığında 581 nm’de emisyon yapar ve floresan şiddeti 100 kattan fazla artar. Uyarılma ve 
emisyon dalga boyundaki kayma miktarı oldukça azdır. Boya seçiminde gözönünde tutulması 
gereken bir diğer faktör de boyanın uyarılma ve emisyon dalga boylarının kullanılacak deney 
sistemine uygun olmasıdır45. 

Hücre içerisine boya yüklenmesinde kullanılan başlıca teknikler  
Asetoksimetil ester (AM) ile yükleme 

Floresans boyalar çoğunlukla fizyolojik pH’da anyoniktir36. Asetoksimetil Ester (AM) yağda 
çözünebilen bir molekül olduğundan hücre membranlarından kolaylıkla geçebilir46. Floresans 
probların hücre içine esterlerle birlikte sokulması Tsien RY’nin47 çalışmasına dayanır: Bu 
çalışmaya göre asetoksimetil gibi ester grupları probla birleştirilerek hidrofobik bir molekül 
oluşturulur. Bu şekilde plazma mebranından difüzyon aracılığı ile hücre içine girmesi sağlanır. 
Oluşturulan molekül hücre içine girmesi ile sitozolik esterazlar asetoksimetil esteri yıkarak 
molekülün yüklü ve hidrofilik durumda kalmasına neden olur ve böylece boya tekrar hücre 
dışına çıkamaz48. 

Mikro-enjeksiyon veya patch pipeti kullanarak doğrudan yükleme 

Sitozolün fizyolojik içeriğine benzer bir solüsyon içinde hazırlanan boya, hücre yeterince 
büyükse mikro enjeksiyon ile daha küçükse patch pipetinden difüzyon ile hücre içine verilir. 
Ancak bu tekniklerde hücrenin sitoplazmik ortamına müdahale olduğu göz önünde 
bulundurulmalıdır47. 

Kalibrasyon 

Kimyasal boyalar ayrıca hücredeki floresans şiddet değişimi olarak kaydedilen sinyallerin, 
[Ca+2]S bilgisine dönüştürülmesine de olanak sağlar. Uyarımın tek dalga boyu ile yapıldığı 
boyalarda; 

[Ca+2]s = Kd x (F - Fmin) / (Fmax - F) 
İki dalga boyu (oran ölçümlü) ile yapıldığı uyarımlarda; 
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[Ca+2]s = Kd x (R - Rmin) / (Rmax - R) x F380max / F380min 

Ölçüm değerlerinin sonucu denklemlere yerleştirildiğinde [Ca+2]s değeri bulunur.  

Üstteki denklemde F, deneysel olarak ölçülen floresans şiddeti, Fmin; ortamda Ca+2 olmadığı 
durumda, Fmax; boyanın Ca+2’a doyduğu durumdaki floresans şiddetidir. Altta yer alan 
denklemde ise R, deneysel olarak ölçülen floresans şiddetlerinin oranı, Rmin ortamda Ca+2 
olmadığı durumdaki oran ve Rmax boyanın Ca+2’a doyduğu durumdaki oran bilgisidir. 
𝐹𝐹𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚380   𝐹𝐹𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚380⁄  oranı ise 380 nm’de sıfır ve boyanın doyduğu [Ca+2] için floresans 
şiddetleridir. Kd, kullanılan boyanın Ca+2’dan ayrışma sabitidir36. 

 
Şekil 3. Hücrelere 25. saniyede agonist (10-4 M ACh) uygulanmasının ardından hücre 
içindeki fura-2’nin floresans şiddetindeki değişimler.  
Uyarı ile birlikte sitoplazmada artan [Ca+2]s ile birlikte, boyanın serbest formunun ışıması azalır (F380; mavi 
eğri), Ca+2 bağlı formunun ışıması artar (F340; kırmızı eğri). Cihaz sıralı bir şekilde bu ölçümleri gerçekleştirirken 
bilgisayar yazılımı ile de oran bilgisini hesaplar (F340/F380). 
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Ca+2’un uzay/zaman değişiminin ölçülmesi 

Hücre içinde Ca+2 dinamiklerinin görüntülenebilmesi için spektroflorimetre veya konfokal 
mikroskopisi kullanılmaktadır. Spektroflorometre ile yapılan ölçümlerde, florofora özgü 
uyarılma dalga boyu çoğunlukla bir monokromatör ile sağlanır. Bu sayede UV aralıkta uyarıma 
sahip oran ölçümlü boyalar (fura-2, indo-1 vb.) da kullanılabilir. Boyaların verdikleri foton 
emisyonları bir photon multiplier tüp (PMT) ya da CCDI kamera vasıtası ile elektrik sinyallerine 
ve bir bilgisayar yazılımı ile floresans şiddet bilgisine dönüştürülür. Yayılan sinyalin PMT’ye 
yönlenmesi ile odak bölgesindeki bütün hücrelerden aynı anda ortalama bir sinyal 
toplanmasına neden olur.  

 
Şekil 4. Laser taramalı bir konfokal mikroskopta odak dışında kalan alandan gelen ışığın 
çözünürlüğe olan etkisini minimum boyutlarda tutmak için optik yola bir pinhole 
yerleştirilmiştir. Bu sayede optik çözünürlük arttırılarak, istenilen odak alanına ait net 
görüntüler elde edilir. Bu görüntüler bilgisayar yazılımında çakıştırılarak hücreye ait 3 
boyutlu yapılar da elde edilir. 
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CCDI kamera ile yapılan deneylerde ise odak alanı boyunca tek tek hücrelerden floresans 
bilgisi alınabilir. Ancak elde edilen görüntü de hücrenin topografik yapısı nedeniyle birçok 
hücresel katmanın ortalaması şeklinde olacaktır. Ayrıca optik kusurlarla birlikte, kırınım 
unsuru da Ca+2 sparkları gibi uzaysal Ca+2 değişim desenlerinin takibini zorlaştırır49. Şekil 3’de 
Fura-2 ile yüklenen hücrelerin agonist (Asetilkolin) uyarısına yanıt olarak gelişen Ca+2 salınımı 
görülmektedir. PMT aracılığıyla toplanan sinyalde odak alanında bulunan yaklaşık 20 
hücredeki floresans değişimi vardır. Data, yanıt veren ve vermeyen hücrelerin katkısını 
içerdiğinden ortalama bir yanıt biçimindedir. 

 
Şekil 5. Konfokal mikroskop kullanılarak yapılan deneyde hücreler fluo-3 ile boyanmıştır. 
ACh 10-4 M uyarısı ile birlikte yaklaşık 54 hücreden aynı deney zamanı boyunca toplanan Ca+2 yanıtları. 
Konfokal mikroskobun yazılımı, hücrenin zarı boyunca bir sınır çizerek sadece o hücrenin sitoplazmasındaki 
değişimin takip edilmesine olanak tanımaktadır. Bu deneyde odak içindeki 54 hücrenin sınırları çizilerek kayıt 
boyunca her bir hücredeki Ca+2’un zamansal değişimi görüntülenmiştir. 

Laser Tarayıcılı Konfokal Mikroskopi  

Ca+2 ölçümlerinde konfokal mikroskopların kullanımı ile birlikte yüksek çözürlüklü görüntüler 
elde edilmektedir 49. Florofor uyarımı laser ile yapıldığından, hücrenin z-ekseni boyunca 
istenilen bir katmana laser demeti odaklanabilmektedir. Ayrıca konfokal mikroskopisinin 
temel unsuru olan pinhole kırınım kusurlarını minimize ederek uzaysal Ca+2 değişim 
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desenlerinin elde edilmesini sağlar (Şekil 4). Çoklu PMT’lere yönlendirilmiş filtrelerle elde 
edilen sinyallerden hücrelere ait görüntüler oluşturulur. 

Şekil 5’te asetilkolin uyarısı ile artan [Ca+2]S, fluo-3 ile yüklenmiş hücrelerden bir konfokal 
mikroskop ile görüntülenmiştir. Kaydedilmiş floresans şiddeti 54 hücreden aynı anda elde 
edilen artışları vermektedir. Konfokal mikroskobun taradığı odak alanında bulunan hücrelerin 
tek tek sınırları çizildiğinde her bir hücredeki Ca+2 yanıtlarının zamansal farklılıkları da 
kaydedilmiş olur (Şekil 6). Hücreler arasında bu kadar farklı Ca+2 yanıt desenleri 
görülmesinde, sitoplazmaya Ca+2 salınımını düzenlenleyen yapıların kinetikleri ve hücreden 
hücreye değişen ekspresyon yüzdeleri de bulunmaktadır5. 

 
Şekil 6. Fluo-3 ile boyanmış hücrelerin 25. saniyede uygulanan ACh’e verdikleri Ca+2 
yanıtları.  
Örnek eğriler Şekil 4’teki 54 hücreli yanıt grafiğinden seçilmiştir. Her bir hücrenin deney süresince aynı miktar 
agonist uyarısına verdikleri farklı Ca+2 yanıt desenleri görülmektedir. Hücrelerdeki Ca+2 yanıt desenleri 
arasındaki farklılıklarda, sitoplazmaya Ca+2 salınımını düzenleyen yapıların hücreden hücreye değişen katkı 
yüzdeleri de rol oynamaktadır. 
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Sonuç 
Ca+2 hücredeki en önemli ikinci habercilerden bir tanesidir. Pek çok sinyal yolağının 
aktivasyonu ise özellikle IP3 reseptöründen sitoplazmaya Ca+2 salınması ve dinlenim 
durumunda nanomolar seviyelerinde bulunan [Ca+2]S’un sitoplazmada artmaya başlaması 
ile gerçekleşir. Dolayısı ile bu iyonun sitoplazmadaki artış ve azalışının uzay ve zaman boyutu 
ile kusursuz şekilde düzenlenmesi gerekmektedir50. Hücredeki pek çok aktivasyonda bu kadar 
kilit bir rol üstlenen Ca+2’un sitoplazmadaki dinamiklerinin araştırılması da hücre fizyolojisi 
hakkında birçok bilinmezi aydınlatmaktadır. Günümüzde floresans problar Ca+2 dinamiğinin 
araştırılmasında bilim insanlarına önemli ölçüde yardım etmektedir. Gerek hücredeki global 
Ca+2 sinyal değişimlerinin doğrudan görüntülenmesi gerekse de lokal Ca+2 artışlarının takip 
edilmesi bu yöntemlerin kullanılması ile olanaklı bir duruma gelmiştir. Böylece hücredeki 
fizyolojik yanıt ağı daha mekanistik bir bakış açısı ile incelenerek, örneğin hastalık 
durumlarında yanıtlardaki olası değişimleri dinamik olarak takip etmenin yolu açılmıştır. 
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