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ABSTRAKT 

Tato práce má za cíl seznámení se problematikou  měřením intracelulárního vápníku. 

V práci je shrnuta teorie ohledně historie fluorescenčních indikátorů, dále také typy 

fluorescenčních indikátorů a metody měření. Dále jsou zde uvedeny jednotlivé kroky 

měření na fluorescenčním mikroskopu. Je zde také vytvořen program pro vyhodnocení 

Ca2+ koncentrace v buňkách vytvořený v matlabu. 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Fluorescence, Fluorescenční indikátory, Fluo-4, excitace, emise, Srdeční buňky, 

Fluorescenční mikroskop, vyhodnocení 

ABSTRACT 

This work aims to focus on the issue of intracellular calcium. Not only the theory 

dealing with the history of fluorescent indicators but also the types of fluorescent 

indicators and methods of measurements are summarized. The individual steps of 

measurements on the fluorescent microscope are mentioned as well. There is also 

created a program for evaluting Ca2+ concentrations in cells made in matlab. 
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1.  Úvod 
 

Měření intracelulárního vápníku je důležitou metodou biologického výzkumu, protože 

Ca2+ ionty hrají významnou roli v buněčné signalizaci. Zde jsou příklady mechanismů, ve 

kterých se koncentrace intracelulárního Ca2+ mění: depolarizace plazmatické membrány, 

mechanické poškození nebo hormonální aktivace živočišných buněk (je známo, že vápníkové 

ionty jsou primárními regulátory kontrakce hladkého svalstva) dále také působení 

fytohormonů a různých typů stresu na rostlinné buňky. Koncentrace Ca2+ je uvnitř živé buňky 

v rozmezí 10-7-10-9mol.l-1. Volný intracelulární vápník je v buňkách zastoupen pouze 

v nepatrném množství, a proto stačí přidat nebo ubrat jen velice malé  množství, aby to 

vyvolalo okamžité a hluboké změny v jeho koncentraci. Pro představu v buňce o velikosti 

10pl je koncentrace Ca2+ zhruba 100nM a je zde přibližně 600 000 volných Ca2+iontů.  

Koncentrace Ca2+ je v buňce udržována iontovými kanály charakteristickými pro Ca2+ a 

Ca2+ transportujícími ATPasami, avšak mechanismy, kterými se řídí změny koncentrace Ca2+,  

nejsou zcela pochopeny. 

Ke studiu a měření změn koncentrace intracelulárního Ca2+ je možné použít celou řadu 

metod: elektrochemické, radiometrické a také měření pomocí fluorescenčních indikátorů a 

proteinů. 

Díky těmto a dalším metodám můžeme sledovat změny koncentrace Ca2+ ať už v živých 

buňkách (in vivo), anebo v izolovaných buňkách, které bývají součástí tkání (in vitro). 

Hlavními požadavky na měření a studium intracelulárního vápníku pomocí některé z těchto 

metod jsou: minimální invazivnost a možnost sledovat změny Ca2+ koncentrace 

v jednotlivých buněčných kompartmentech, a tak určit jejich vzájemné vztahy. 

V dalších částech se již budeme soustředit výhradně na metody měření pomocí 

fluorescenčních indikátorů. [1] 
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2.  Historie 
 

Základy měření pomocí fluorescenčních indikátorů položili v 70. letech  minulého 

století pánové Osamu Šimomura, Martin Chalfie a Roger Y. Tsien. V  roce 1962 se 

nejstaršímu z trojice Osamu Šimomurovi podařilo poprvé extrahovat fluorescenční protein 

GFP (green fluorescent protein) z medúzy Aequorea victoria a popsat jeho vlastnosti. Zjistil, 

že pod ultrafialovým světlem září  jasně zelenou barvou. Toto zjištění bylo velice zajímavé, 

protože medúza primárně vyzařovala světlo modré. Princip je takový, že buňky medúzy 

uvolňují vápník, který se váže na bílkovinu aeuquorin. V ní dojde ke změně molekulární 

struktury. Nově vzniklá forma není příliš stabilní a její energetická hladina je mnohem vyšší. 

Po předešlém průběhu dochází ke změně, při které se uvolní CO2, vápníkový iont a energie 

ve formě světla s vlnovou délkou 400 až 470 nm, což odpovídá modré barvě spektra.V tento 

moment začne fluorescenční protein GFP pohlcovat modré světlo a vyzáří světlo zelené o 

vlnové délce 505nm, což odpovídá barvě zelené. 

Mechanismus funguje tak, že GFP pohlcující modré světlo si ponechá část energie, 

protože čím je vlnová délka větší, tím je zase frekvence menší a tím menší energii má 

vyzařované záření. To znamená, že GFP absorbuje světlo s vyšší energií a emituje záření 

s energií nižší.  

 

Druhý jmenovaný Martin Chalfie dokázal, že GFP se v biologickém výzkumu může 

uplatnit jako genetická světélkující značka. Ve svých pokusech, které prováděl pomocí GFP, 

barevně označil neurony pro hmatové receptory v průsvitném těle hlístovce Caenorhabditis 

elegans. Jako první tak dokázal prakticky využít fluorescenčního proteinu. 

 

Poslední z trojice Roger Y. Tsien přispěl k pochopení fluorescenčního mechanismu 

GFP. Zároveň jeho různými modifikacemi rozšířil paletu barev, které začínají světélkovat o 

mnoho dříve ve srovnání se základním GFP, což umožňuje vědcům označit proteiny a buňky 

různými barvami a sledovat rozdílné biologické procesy současně. V 80. letech vyvinul Roger 

Y. Tsien několik dalších typů fluorescenčních indikátorů např. Quin2, Indo-1,Fura-2 a Fluo-3, 

které mění své optické vlastnosti v závislosti na přítomnosti i nepatrného množství vápníku. 

[3] 
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Obr.1 Struktura GFP v centru molekuly je světélkující chromofor. [3] 

Obr.2 Genetické modifikace původního GFP proteinu a dalších, jemu podobných bílkovin. [3] 



 

 10 

3.  Fluorescenční indikátory 
 

3.1. Fluorescence  

 

Atomy se mohou nacházet ve dvou stavech. Prvním stavem je stav základní, kdy mají 

elektrony takového atomu minimální energii. Druhým případem je stav excitovaný, kdy jeden 

nebo více elektronů obsadí vyšší energetické hladiny.Výjimečný případ excitace atomu je stav 

ionizace, při kterém elektron opustí oblast elektrostatického pole jádra atomu. K dosažení 

stavu excitace nebo ionizace musí atom absorbovat energii, jejíž velikost je přinejmenším 

rovna rozdílu mezi základním energetickým stavem a energií stavu výsledného. Přebytečná 

energie se mění převážně v energii tepelnou, tj. v kinetickou energii příslušného atomu. V 

případě ionizace se nadbytek energie mění v kinetickou energii uvolněného elektronu. Atom, 

který přivedeme do excitovaného nebo ionizovaného stavu, může být do těchto stavů uveden 

energií různé fyzikální podoby. Atom se v tomto stavu nachází jen velmi krátkou dobu 10-8-

10-5 s. Některé excitované stavy se vyznačují vyšší pravděpodobností, vzniká tak stav 

označovaný jako metastabilní. V metastabilním stavu může atom setrvat již podstatně delší 

dobu měřitelnou např. na minuty či hodiny. Návrat atomu z excitovaného nebo ionizovaného 

stavu do stavu základního probíhá tak, že jeden z elektronů ve vyšší energetické hladině, 

případně elektron volný, obsadí skokem volný energetický stav. Při tomto procesu atom 

vyzáří kvantum elektromagnetického záření. Tento jev je podstatou emisních spekter atomů či 

molekul. 

Vzniká-li elektromagnetické záření při přechodu z metastabilního do základního stavu, 

hovoříme o luminiscenci. Trvá-li metastabilní stav krátce, jedná se obvykle o fluorescenci. Při  

delším trvání tohoto stavu jde o fosforescenci. [4]              

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr.3 Excitace a Ionizace. 
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S novými indikátory přišel pokrok ve dvou směrech.  

Zaprvé už není nutné vpravovat indikátory do buněk za pomoci mikroinjekcí. Před 

použitím se esterifikují a to jim dá schopnost prostupovat membránami, které jsou tvořené 

fosfolipidy. Tímto způsobem se indikátory dostanou do buněk. Jakmile se tak stane, spojí se 

s esterifikovanými indikátory intracelulární esterázy, indikátor je hydrolyzován, ztrácí tím 

lipofilní vlastnosti a zůstává v buňce.  

Druhou výhodou je, že jejich fluorescence je mnohonásobně vyšší než u zmiňovaného 

GFP (ekvorinu), a proto se může vyskytovat v buňkách v mnohem nižších koncentracích než 

tomu bylo u zmiňovaných látek. [2] 

    

 

 

 

 

 

 

 

Obr.4 Fluorescence. [17] 
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3.2. Rozdělení fluorescenčních indikátorů 

 
Poměrové  
 

Poměrové indikátory mění po navázání Ca2+ iontů polohu svého excitačního nebo 

emisního spektra. Poměr obou forem fluorescenčního indikátoru (volná forma a komplex 

s Ca2+) v jejich exitačních nebo emisních maximech je poté nezávislý na koncentraci 

indikátoru v měrném roztoku a závisí pouze na koncentraci volných Ca2+ iontů. [1] 

 

Nepoměrové 
 

U nepoměrových indikátorů je nutno pro výpočet množství Ca2+ iontů znát aktuální 

koncentraci indikátoru v měrném roztoku. [1] 

 

Tabulkový přehled fluorescenčních indikátorů: 

 

Tabulka 1. Indikátory excitované jednou vlnovou délkou 

 

 

Indikátor 
Typ excitačního 

světla 
Vlnová délka 

Absorbance(nm) 
Vlnová délka 
Emise(nm) 

Quin2 UV 352 332 492 498 

Methoxyquin2MF UV 352 332 492 498 

Oregon Green 488 BAPTA-1 VIS 494 494 523 523 

Calcium OrangeTM VIS 549 549 575 576 

Calcium CrimsonTM VIS 590 589 615 615 

Calcium Green-1TM VIS 503 506 534 533 

Calcium Green C18 VIS 509 509 530 530 

Fluo-3 VIS 506 506 526 526 

KJM-1 VIS 560 560 640 640 

Calcium Green-2TM VIS 503 503 536 536 

Fluo LR VIS 506 506 525 525 

Rhod-2 VIS 549 552 571 571 

Oregon Green 488 BAPTA-2 VIS 494 494 523 523 

Fluo-535 VIS 535 535 560 560 

Magnesium GreenTM VIS 506 506 531 531 

Calcium Green-5NTM VIS 506 506 532 532 

Calcium Orange-5NTM VIS 549 549 582 582 

Oregon Green 488 BAPTA-5NTM VIS 494 494 521 521 

Fluo-3FF VIS 515 515 526 526 
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Tabulka 2. Indikátory excitované dvěma vlnovými délkami 

 
 
 
 

UV- ultrafialové světlo 200-400 nm 
VIS- viditelné světlo 400- 800 nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Indikátor 
Typ excitačního 

světla 
Vlnová délka 

Absorbance(nm) 
Vlnová délka 
Emise(nm) 

Fura RedTM VIS 472 436 657 637 

Fura-2 UV 363 335 512 505 

Fura C18 UV 365 338 501 494 

Fura PE3 UV 364 335 502 495 

Bis-fura-2 UV 366 358 511 505 

BTC VIS 464 401 533 529 

Mag-fura-2 (Furaptra) UV 369 329 511 508 

Mag-fura-5 UV 369 330 505 500 

Fura-2FF UV 335 364 512 505 

Indo-1 UV 346 330 475 401 

Indo PE3 UV 346 330 475 408 

FIP18 UV 346 330 475 408 

Indo-1FF UV 348 348 475 408 

Mag-Indo UV 349 328 480 390 

Obr.5 Spektrun Viditelného a UV světla. [19] 
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3.3. Fura-2 

 
 

Fura-2 je fluorescenční indikátor Ca2+ iontů pro poměrové měření. Tento indikátor  váže 

Ca2+ ionty v poměru 1:1. Po návázání barviva na volné Ca2+ ionty v rámci buňky se excitační 

vlnová délka mění. Jakmile Fura-2 naváže Ca2+ ionty, excitační spektrum barviva se posune 

ke kratším vlnovým délkám. Vrcholná excitační vlnová délka ve své volné formě je 380 nm. 

Při navázaných iontech je vrcholná excitační vlnová délka 340nm.  

Při vzrůstající koncentraci Ca2+ excitační účinnost při 380nm klesá, zatímco při 340 nm 

je zvýšena. Vzorek je tedy osvětlován dvěma vlnovými délkami 340 a 380 nm, přičemž se 

měří fluorescence emitovaná na 510 nm. Takto můžeme změřit množství Fura-2, které je 

navázáno na Ca2+. Z naměřeného množství indikátoru vázaného na Ca2+ můžeme určit 

neznámou koncentraci Ca2+ iontů ve vzorku. 

Poměrové měření výrazně snižuje vlivy, jako jsou nerovnoměrné barvení buňky, únik 

barviva, vybělení, stejně tak i problémy spojené s měřením Ca2+ v buňkách, které nemají 

stejnou  tloušťku. [9] [13] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.6 Spektrum barviva Fura-2. [13] 

Spektra sondy Fura-2 v nepřítomnosti vápníku B a v přítomnosti saturující koncentrace vápníku A. 

Vlevo jsou spektra excitační, vpravo jsou emisní. 
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3.4. Fluo-4 

 
Fluo-4 je vysoce citlivé fluorescenční barvivo pro nepoměrové měření toku vápníku 

v buňkách. Díky velkému nárůstu fluorescence (více než 100x) barvivo poskytuje dobrou 

citlivost. Indikátor Fluo-4 je excitabilní pomocí viditelného světla, aby byla zajištěna menší 

míra autofluorescence a buněčného poškození. Vlastní excitace probíhá většinou na 

pracovištích vybavených laserem. 

Fluo-4 je vylepšenou verzí indikátoru Fluo-3, který byl vyvinut Rogerem Tsienem a 

jeho kolegy pro použití s viditelným světlem. Toho se využívá u excitace zdrojů průtokové 

cytometrie a konfokální laserové skenovací mikroskopie. Zobrazovaní pomocí Fluo-4 

odhalilo prostorovou dynamiku mnoha základních procesů, ve kterých hraje vápník důležitou 

roli. Mezi nejdůležitější vlastnosti barviva Fluo-4  patří kompatibilita jeho absorpčního 

spektra s excitací při 488 nm za využití zdrojů, které excitují vzorek argon-iontovým laserem. 

Další důležitou vlastností je zvýšení intenzity fluorescence při navázání na Ca2+. Fluo-3, Fluo-

4 a všechny jejich deriváty vykazují vysoký nárůst intenzity fluorescence při navázání barviva 

na Ca2+ ionty. Na rozdíl od indikátorů excitovaných ultrafialovým světlem Fura-2 a Indo-1, 

není u Fluo-4  žádný průvodní spektrální posun. [11] [13] 
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 Obr.7 Spektrum barviva Fluo-4. [13] 

Vlevo je spektrum excitační, vpravo je emisní. 
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3.5. Indo 1 

 

Indo-1 je fluorescenční indikátor Ca2+ iontů pro poměrové měření, který umožňuje 

přesné měření intracelulární koncentrace vápníku. Toto barvivo je velmi vhodné pro 

vícebarevné fluorescenční aplikace. Indo-1 vyvinul Roger Y. Tsien a jeho kolegové. Učinili 

tak velký  pokrok v chápání role vápníku v buněčné regulaci. 

 Při nízkých koncentracích indikátoru se používají vlnové délky 405/485 nm v emisi, 

což umožňuje přesné měření intracelulární koncentrace Ca2+ iontů. Poměrové měření výrazně 

snižuje vlivy, jako jsou nerovnoměrné barvení buňky, únik barviva, vybělení, stejně tak i 

problémy spojené s měřením Ca2+ v buňkách, které nemají stejnou  tloušťku. Měření pomocí 

poměrového indikátoru Indo-1 může obvykle probíhat po dobu jedné hodiny bez výrazných 

ztrát fluorescence, které bývají způsobeny buď únikem nebo vybělením barviva. Na rozdíl od 

indikátoru Fura-2, který vykazuje velké změny v absorpci při navázaném Ca2+, jsou u 

indikátoru Indo-1 výrazné změny emise, které se pohybují od cca 475 nm s volným Ca2+ do 

zhruba 400 nm s navázaným Ca2+ při excitaci okolo 350 nm. Indo-1 je velmi užitečné barvivo 

pro měření průtokové cytometrie, kde je jednodušší měnit emisní filtry při jednom excitačním 

zdroji. K excitaci bývají často používány ultrafialová světla nebo argon-iontové lasery. [12] 

[13] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr.8 Spektrum barviva Indo-1. [13] 

Spektra sondy Indo-1 v nepřítomnosti vápníku B a v přítomnosti saturující koncentrace vápníku A. 
Vlevo jsou spektra excitační, vpravo jsou emisní. 
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4.  Princip měření 
 

Princip měření koncentrace volných Ca2+ iontů je takový, že indikátory, které vložíme 

do zkoumané buňky, naváží vápenaté ionty a změní tím svoji molekulární strukturu i optické 

vlastnosti. Takto pozměněné barvivo poté vyzařuje světlo určité vlnové délky, které dále 

zpracováváme. Totožný princip využívají barviva pro měření pH a koncentrací různých iontů. 

U fluorescenčních indikátorů se využívá k vpravování indikátoru do buňky esterifikace. 

U fluorescenčních proteinů se pomocí metod genetického inženýrství gen pro zvolený 

fluorescenční protein vsadí do genu, kódujícího jinak neviditelnou bílkovinu. Díky získané 

luminiscenci mohou vědci sledovat pohyb, tvorbu, ukládání a interakce této bílkoviny. 

Indikátor takto umožňuje sledovat životní cyklus, pohyby a interakce jeho genově 

obohacených buněk a příslušných tkání. [5] 

Tato metoda dokáže odhalit například Alzheimerovu chorobu nebo zjistit, jakým 

způsobem se vyvíjí embryo laboratorních zvířat atd. Zobrazovaní Ca2+ v buňce odhalilo 

zděděnou heterogenitu v populaci buněk hladkého svalstva odebranou v bovine trachea. V 

tomto případě bylo zjištěno, že počet individuálních buněk reagujících na nebílkovinu 

bradykinin narůstá a tím pádem se také mění koncentrace. Tento objev mohl byt prokázán 

pouze díky studiu jednotlivých buněk, nikoli celku. Mnoho studií, které zkoumají vyvolané 

změny například v tkáních hladkého svalstva, se koncentrovaly na izolované tkáně nebo na 

populaci kultivovaných buněk. S ohledem na možnosti sledování jednotlivých buněk bylo 

možné studovat změny  Ca2+ v čase. [9] [3] 

 

 

4.1. Metody měření: 

 

Nepoměrové   

Měření intenzit 

Poměrové  

Poměrové měření v excitaci 

Poměrové měření v emisi 
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4.2. Měření intenzit 

 
 Při měření intenzit se měří, zobrazují a porovnávají intenzity fluorescence při jedné 

vlnové délce emise ve vybrané oblasti preparátu, který je excitován jednou vlnovou délkou. 

Výhodou metody měření intenzit je rychlost a jednoduchost měření. Mezi nevýhody patří 

přímá závislost signálu na koncentraci barviva v preparátu. Buňky se většinou barví 

nerovnoměrně a intenzita fluorescence často klesá s časem pod vlivem intenzivního ozařování 

budícím světlem. Tento jev se nazývá vybělování - photobleaching. Tato metoda se využívá 

například u barviva FLUO3. [5] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.9 Ukázka photobleachingu. [15] 

 

4.3. Poměrové měření v excitaci 

Při poměrovém měření v excitaci se využívají změny excitačního spektra sondy po 

navázání vápníku. Vzorek se excituje střídavě dvěma vlnovými délkami a signál poté 

snímáme na jedné vlnové délce. [5] 

4.4. Poměrové měření v emisi 

Při poměrovém měření v emisi se využívají změny emisního spektra sondy po navázání 

vápníku. Vzorek se excituje jednou vlnovou délkou a signál poté snímáme na dvou vlnových 

délkách emise. [5] 
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Obě poměrové metody odstraňují přímou závislost signálu na koncentraci barviva 

v preparátu pomocí vhodného tvaru spektra barviva volného a vázaného na vápník. Snímaný 

signál u poměrových metod je vyjádřen jako poměr intenzit měřených při dvou vlnových 

délkách excitace nebo emise. U obou poměrových metod je výsledný obraz preparátu 

vytvořen počítačem na základě výpočtu poměru z intenzit sejmutých za různých vlnových 

délek excitace nebo emise. [5] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na obrázku č.10  je vidět, že v případě sondy FURA-2 je vzorek střídavě buzen vlnovou 

délkou 340 nm a 380 nm. Vázaný Ca2+ má excitační maximum při 340 nm, zatímco volný 

Ca2+ při 380 nm. Fluorescenci pozorujeme při 510nm, kde má FURA-2 své emisní maximum. 

[5] 

 

 

 

 

Obr.10 Spektrum barviva Fura-2 při volném a vázaném Ca2+. [13] 
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5. Srdeční buňky  
 

 

Srdce je motorickým orgánem krevního oběhu. Je to dutý svalový orgán, který je 

tvořený dvěma síněmi a dvěma komorami. Při každém stahu komor (systole) je do oběhu 

vypuzováno určité množství krve a srdce tak koná mechanickou práci. 

Základní stavební jednotkou příčně pruhované svalové tkáně srdeční je kardiomyocyt 

(srdeční svalová buňka). Kardiomyocyty jsou vyplněny myofibrilami, které jsou paralelně 

uspořádány. Myofibrila se skládá z tenkých aktinových filament a tlustých myosinových 

filament. [6] [7] [8] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elektrické děje v srdci slouží pouze k tvorbě vzruchů a jejich rozvedení po stěnách 

myokardu ve správném čase. Pokynem pro kontrakci myokardu je excitace buněk. Impuls 

akčního potenciálu se tedy v buňce musí přeměnit na svalový stah. Mechanismus, který to 

zajišťuje, se nazývá spřažení excitace s kontrakcí a zabezpečuje spojení elektrické a 

mechanické činnosti srdce. Převedení vzruchu z aktivované buněčné membrány 

k myofibrilám uvnitř buňky zprostředkovávají Ca2+ ionty. 

Nejsou-li v buňce Ca2+ ionty v dostatečném množství, myofibrily zůstávají 

v relaxovaném stavu (nevytvoří se vazba mezi aktinem a myosinem). Učinek Ca2+ iontů je 

takový, že myosinová vlákna vklouznou hlouběji do rýhy mezi aktiniovými filamenty a 

následně se vytvoří vazby, které způsobí posun aktiniových vláken po myosinových a tím i 

svalovou kontrakci. [6] [7] [8] 

 

obr.11 Myfobrila v relaxovaném stavu. [3] obr.12 Myfobrila v kontrahovaném stavu. [3] 
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V srdečních buňkách dochází k přečerpávání Ca2+ iontů, kdy jsou Ca2+ ionty k 

myofibrilám střídavě přiváděny a odčerpávány.  Pokud by se k myofibrilám nedostaly Ca2+ 

ionty, byly by buňky myokardu trvale relaxovány. Naopak pokud by Ca2+ ionty nebyly 

odčerpávány, byly by buňky myokardu trvale kontrahovány. Buňky myokardu nemohou 

pracovat bez vstupu Ca2+ iontů, dochází zde proto ke koloběhu Ca2+ iontů mezi 

extracelulárním a intracelulárním prostředím (vnější cyklus vápníku). Tento cyklus 

představuje pomalý proud Ca2+ iontů do buňky a membránová Na+/Ca2+ protisměna, která 

transportuje přebytečný Ca2+ z buňky výměnou za sodík. Vnitřní cyklus vápníku probíhá mezi 

sarkoplazmatickým retikulem a sarkoplazmou a je zajišťován sarkoplazmatickou  Ca2+ 

ATPázou (enzymem, který za spotřeby energie z ATP čerpá  Ca2+ z cytoplazmy zpět do 

retikula a umožňuje tak relaxaci svalu). Regulace nebo i farmakologické ovlivnění pohybu 

vápníku v těchto dvou cyklech mění sílu stahu srdce. 

Koncentrace Ca2+ iontů v extracelulární tekutině se pohybuje okolo 1,3 mmol/l. Naproti 

tomu koncentrace Ca2+ iontů v intracelulární tekutině je o několik řádů nižší, pohybuje se 

v rozmezí 10 -7 až 10 -5 M. [6] [7] [8] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.13 Srdeční buňka. [18] 
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6.  Vlastní měření na fluorescenčním 
mikroskopu  

 
 
V této kapitole se budeme zabývat jednotlivými kroky celého procesu měření na 
fluorescenčním mikroskopu. Na obrázku č.14 vidíme zjednodušené schéma procesu měření. 
 
 
 
 
 
 
 

6.1. Kalibrace  

 
Kalibrace se provádí za účelem správného přiřazení nasnímaných hodnot konkrétních 

koncentrací vápníku k jednotlivým intenzitám nebo poměrům v zobrazovaném vzorku. 

Kalibraci provádíme tak, že snímáme signál z objektů, které mají známou koncentraci 

vápníku. V našem případě budeme používat fluorescenční barvivo Fluo-4 pro nepoměrové 

měření. Excitace je prováděna pomocí rtuťové výbojky, která emituje světlo o vlnové délce 

okolo 488 nm. Emisních maxim poté nabývá okolo 525 nm. [5] 

 
Můžeme rozlišovat 2 typy kalibrací: 
 
In vitro 
 

Při kalibraci in vitro pozorujeme roztoky sondy s různými, ale přesně známými 

koncentracemi vápníku a zaznamenáváme poměry I488/I525 (platí pro Fluo-4) mezi 

podložním a krycím sklíčkem. Takto zaznamenané poměry  je pak možné přímo  porovnávat s 

poměry získanými z měřených buněk. Hlavní nevýhodou této metody je, že se spektrum 

sondy může vlivem vnitřního prostředí buňky změnit. [5] 

 

In vivo 
 

Daleko více rozšířenou metodou kalibrace je kalibrace in vivo. Kalibrace in vivo se  

provádí přímo na buňkách. Při kalibraci se využívá  vápníkových ionoforů, což jsou 

molekuly, které způsobí, že se membrána buňky  stane propustnou pro vápenaté ionty. 

Nejznámějšími ionofory pro vápník jsou calcimycin a ionomycin. Běžně se nejčastěji 

kalibruje pomocí dvou hodnot, z nichž u jedné je všechen vápník volný a u druhé je vázaný. 

Obr.14 základní blokové schéma měření. 
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Důvodem je, že ani v přítomnosti ionoforů není koncentrace vápníku v buňce často rovna 

vnější koncentraci. [5] 

 
 Pro matematický popis kalibrační křivky se používá Grynkiewiczova rovnice: 

 

(1) 

 

Kd = disociační konstanta pro barvivo Fluo-4 (0,35µM referenční ) 

R = měřený průměr pro který se má určit Ca2+ 

Rmax  = maximální fluorescenční rozmezí získané v přítomnosti Ca2+ iontu 

Rmin = minimální fluorescenční rozmezí získané v nepřítomnosti Ca2+ iontu 

Q = je konstanta ,která charakterizuje sondu a aparaturu 
 

Hodnoty Rmin a Rmax se někdy ještě násobí faktorem, který je korekcí na viskozitu 

prostředí v buňce. Počítačové programy, které se používají k řízení experimentu, většinou 

obsahují přímo kalibrační proceduru. Ta proces kalibrace usnadňuje. Pro kalibraci má velký 

význam přesná hodnota Kd vazby vápníku na sondu. Tato konstanta může záviset na 

koncentracích ostatních látek v roztoku. [5] 

6.2. Barvení 

 
 

Fluorescenční barviva se skládají z nabitých organických molekul,  které prakticky 

neprocházejí buněčnou membránou . Je-li barvivo vstříknuto do buňky pomocí mikropipety, 

nemůže již poté buňku opustit. Pro hromadné barvení buněk byly vyvinuty neutrální formy 

barviv, které membránou procházejí. Formy barviv označované jako acetoxymethylester 

(AM) je možné přidat přímo do prostředí k buňkám. Neutrální AM indikátor pronikne do 

buňky. Zde je  esterázami rozštěpena jeho esterová vazba. Molekula získá záporný náboj a 

nemůže z buňky uniknout. Postupným pronikáním a štěpením dochází k hromadění 

indikátoru, jehož koncentrace v buňce může výrazně překročit koncentraci v okolí. Při 

značení buněk AM- barvivy je potřeba nastavit teplotu a dobu barvení tak, aby nedocházelo k 

výraznému barvení buněčných organel (vakuoly, mitochondrie) a aby byl čas dostatečný k 

rozštěpení barviva v buňkách. Nerozštěpená forma indikátoru totiž přispívá k 

fluorescenčnímu signálu, ale jeho spektrum není citlivé k přítomnosti vápníku. Při vysoké 

koncentraci indikátoru také není zanedbatelné, že při štěpení AM-esteru se v buňce uvolňuje 

formaldehyd a kyselina octová.[5] 

[ ] .
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6.3. Použitá kamera 

 

Pro měření používáme EMCCD kameru od firmy Andor s názvem Ixon3. Tato kamera 

má rozlišení 128 x128 bodů a maximalní snímací rychlost 513 snímků za sekundu. [22] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na obrázku č.16 je znázorněno spektrum kamery, ze kterého je patrné, že kamera je 

nejcitlivější na  vlnové délky v oblasti okolo 500nm. Tato citlivost je velmi vhodná pro 

měření pomocí barviva Fluo-4, protože barvivo dosahuje svého emisnímho maxima právě 

v této oblasti spektra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.15 EMCCD kamera Ixon3.  [22] 
 

Obr.16 Spektrum citlivosti kamery.  [22] 
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6.4. Použité filtry 

 

Pro naše měření budeme používat tři filtry od firmy Thorlabs, a to: MF475-35, MF525-

39, MD498 

Firma Thorlabs dodává většinou filtry po třech v balení, z nichž jeden filtr bývá 

excitační, druhý emisní a třetí dichroický.  

Na obrázku č.16 je excitační a emisní spektrum barviva Fluo-4,  jednotlivé barevné 

pruhy označují propustné vlnové délky filtrů.                                                 

                                                                                             

 

 

                                                                                     

 

 

 

 

 

1. Filtr MF475-35 (excitační filtr) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na grafu můžeme vidět, že filtr propouští vlnové délky v rozmezí 450-500 nm. [16] 

Obr.18 Exitační filtr MF475-35. [16] 

Obr.17 Spektra barviva Fluo-4 [21] 
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2. Filtr MF525-39 (emisní filtr) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na grafu můžeme vidět, že filtr propouští vlnové délky v rozmezí 500-550 nm. [16] 

 

3. Filtr MD498 (dichroický filtr) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na grafu můžeme vidět, že filtr propouští vlnové délky v rozmezí 500-600 nm. [16] 

Obr.19 Emisní filtr MF525-39. [16] 

Obr.20  Dichroický filtr MD498. [16] 
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6.5. Fluorescenční mikroskop 

 

Pro naše měření se používá mikroskop olympus IX-71. Mikroskop má dva zdroje světla. 

Prvním zdrojem světla je halogenová lampa. Druhým zdrojem světla je rtuťová nebo 

xenonová výbojka. Každý z těchto zdrojů světla má různé využití. Halogenové lampy se 

využívá při klasické mikroskopii pro osvětlení zkoumaného vzorku. Rtuťová a xenonová 

výbojka slouží  jako zdroj excitačního světla pro fluorescenční mikroskopii. Obraz vzorku 

může být poté zpracováván několika způsoby. Můžeme ho sledovat přímo očnicemi. U 

fluorescenční mikroskopie je signál zpracován přímo v mikroskopu a dále je upravován 

počítačem. [14] 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.21 Schéma fluorescenčního mikroskopu. [14] 
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Důležitou součástí fluorescenčního mikroskopu je optický hranol, kterým prochází 

světla. Obrázek č.20 znázorňuje směr průchodu světelného paprsku, kterým excitujeme 

vzorek. Paprsek nejdříve prochází excitačním filtrem, který nám vymezí excitační vlnové 

délky. Světlo o této excitační vlnové délce dále prochází přes dichroické zrcadlo (filtr), od 

kterého se odráží a míří přímo na zkoumaný vzorek. Vzorek je světlem excitován a začne 

vyzařovat světlo jiné vlnové délky. Toto světlo zpětně prochází  přes polopropustné 

dichroické zrcadlo (filtr) a míří na emisní filtr. Emisní filtr vymezí námi požadované vlnové 

délky. Takto vyfiltrované světlo poté míří optickými cestami k různým výstupům(CCDčip, 

očnice). [15] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Obr.22  Schéma průchodu paprsku přes použité filtry. [15] 

Obr.23  Emisní filtr MF525-39.  [16] 
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7. Vyhodnocení měření 
 

7.1. Protokol pro měření Ca2+ iontů 

 
Vlastnosti 

 

Barvivo Fluo-4 AM by mělo být skladováno na temném a suchém místě při teplotách 

okolo -20°C a nižších. AM estery mohou být rozpuštěny v bezvodém roztoku di-methyl 

sulfoxidu(DMSO), musí být však co nejdříve, nejlépe do týdne zpracovány, jinak dochází 

k jejich degradaci. Barvivo Fluo-4 vykazuje velký nárůst intenzity fluorescence - více než 

stonásobně. 

 

Barvení 

 

a) Barvivo Fluo4-AM se aplikuje v poměru 1:200, to znamená, že na 1 ml zásobního roztoku 

s buňkami je potřeba použít 5µl barviva. 

 

b)Petriho misku, ve které je barvivo společně s buňkami, je potřeba lehce promíchat, aby se 

barvivo rovnoměrně rozmístilo po celé ploše misky a buňky tak mohly být lépe nabarveny. 

 

c)Dalším krokem je inkubace, která musí být prováděna na temném místě po dobu 15-30 

minut. 

 

d)Před měřením mohou být buňky ještě promyty roztokem obsahujícím anionový inhibitor 

transportu.Tento roztok  odstraní barvivo, které nebylo specificky navázáno na buňky. Zvýší 

se tak přesnost měření. 

 

Kalibrace 

Při kalibraci je klíčovým parametrem Disociační konstanta (Kd), která  propojuje 

fluorescenční signály s  koncentrací iontů za předpokladu, že indikátor slouží  jako 

rovnovážný senzor. Tento konvenční předpoklad vyžaduje, aby se koncentrace indikátoru 

blížila k hodnotě Kd. V našem případě jsme použili Disociační konstantu Kd=0,345µM, která 

je pro barvivo Fluo-4 referenční.[21] 
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7.2.  Matematické funkce použité v programu 

 
Matematická morfologie 

 

Matematická morfologie je zvláštním odvětvím, které se zabývá předzpracováním a 

segmentací obrazu. V matematické morfologii se využívá vlastností bodových množin a pro 

výpočty jsou použity nelineární operátory pracující s tvarem objektu. Matematická morfologie 

je nejvíce aplikována na binární obrazy, ale může být zobecněna na obrazy s více úrovněmi 

šedi. Užívá se velice často v aplikacích, kde hraje roli tvar objektů a rychlost zpracování 

(například v biologii, geologii), rozpoznávání písma, analýza dokumentů a podobně.  

Nejčastější využití morfologických operací: 

• předzpracování obrazu (zjednodušování tvaru, filtrace šumu) 

• zvýrazňování struktury objektu (vytváření kostry, ztenčování, ztlušťování, konvexní 

obal) 

• segmentování objektů z pozadí 

• kvantitativní popis objektu (plocha, hranice, Eulerova charakteristika atp.) 

 

 

V morfologii jsou obrazy chápány jako bodové množiny, přičemž binární obraz je 

bodová množina  A Є E2, šedotónový obraz pak množina A Є E3, kde E značí Eukleidovský 

prostor. Jednotlivé pixely obrazů jsou poté adresovány dvěma souřadnicemi (x, y) vzhledem 

k jejich určenému počátku (0,0). Teorie říká, že je možné pracovat s obrázkem, jehož pixely 

jsou umístěny v mřížce hexagonální, čili šestiúhelníkové. Výhodou hexagonální mřížky je 

stejná vzdálenost sousedních pixelů od obrazového elementu. V aplikacích a programech se 

však využívá obdélníková mřížka, protože hexagonální mřížku nepodporuje většina 

zařízení.[20]  

 

 

 

 

 

 

 

 Obr.24  Typy mřížek a)obdélníková  b)hexagonální. 
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Obraz můžeme tedy chápat jako bodovou množinu. Body, které patří do množiny X 

(typicky sledovaný objekt), označíme číslem 1 a body, které patří do doplňku množiny XC 

označíme 0 (typicky pozadí). Schématické znázornění bodové množiny je na obrázku č..22. 

Čtverečky černé barvy nám označují příslušnost k množině, čili hodnotu 1, prázdná pole pak 

označují příslušnost k jejímu doplňku neboli hodnotu 0. Křížek pak značí počátek 

souřadnic(0,0). Souřadnice černých čtverců X={(1,0),(1,1),(1,2),(2,2),(0,3),(0,4)}. [20] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Morfologická transformace Ψ  

Morfologická transformace je dána vztahem obrázku (bodové množiny) X a jiné 

zpravidla malé bodové množiny B, která se nazývá strukturní element. Množina B má určen 

počátek souřadného systému O. Při provádění morfologické transformace pak jakoby 

přikládáme postupně na každý bod množiny X strukturní element B právě tak, aby se 

překrýval s počátkem souřadnic O. Na obrázku č.23 jsou uvedeny některé typické používané 

strukturní elementy. [20] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.25  Ukázka bodové množiny X v E2. [20] 

Obr.26  Ukázka bodové množiny X v E2. [20] 
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Segmentace 

 

Jedním z nejdůležitějších kroků v analýze a zpracování obrazu je segmentace. Při 

segmentaci se separují námi zkoumané objekty od pozadí. Principem segmentace je rozdělení 

obrazu na části. Tyto části mají silnou souvislost s objekty nebo plochami v reálném světě. Je 

možné dosáhnout buď úplné segmentace, jejímž výsledkem je množina disjunktních oblastí, 

které jednoznačně odpovídají objektům ve vstupním obrazu, nebo částečné segmentace, ve 

které nemusí oblasti přímo odpovídat reálným objektům. V případě částečné segmentace je 

obraz rozdělen do oddělených oblastí, které jsou homogenní vzhledem k vybrané vlastnosti 

(jas, barva, odrazivost, textura). Metody segmentace můžeme rozdělit do tří skupin podle 

jejích dominantních rysů: 

 

• globální znalost obrazu nebo jeho části je většinou reprezentována histogramem dané 

veličiny 

• metody založené na detekci hran 

• metody založené na oblastech 

 

 

Druhá a třetí skupina řeší duální problém – každá oblast je reprezentována svou 

uzavřenou hranicí a každá uzavřená hranice popisuje svou oblast. Díky rozdílným povahám 

různých algoritmů založených na hranách a oblastech můžeme předpokládat různé výsledky 

těchto metod a v zásadě jinou získanou informaci. [20] 
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Detekce hran 

 

Segmentace založená na základě detekce hran je jedním z nejstarších postupů, který 

však stále má své využití. Tyto metody využívají hranové operátory, pomocí kterých se snaží 

nalézt hrany v obraze. Tato místa značí nespojitost v jasu, odrazivosti, textuře a podobně. 

Existuje celá řada operátorů, které se liší zejména tím, jaké typy hranic se snažíme najít. 

 

 

 

 

 

 

                                  

 

 

Gradientní operátor se nazývá v případě a)  Sobelův, b)  Prewittův, c) Robertsův. Jejich 

použití je velice podobné. Gradientní proto, že pokud provedeme dvourozměrnou korelaci 

operátoru s obrazem, získáme nejvyšší hodnoty v místě, kde je nejvyšší gradient jasu. Tyto 

operátory jsou směrově vázány na obrázek. U každého typu Gradientního operátoru jsou vždy 

uvedeny varianty pro detekci hran v horizontálním a vertikálním směru. Existují i operátory 

symetrické, u nichž na směru průběhu hrany nezáleží. Pokud provedeme korelaci 

šedotónového obrazu s gradientním operátorem, získáme opět šedotónový hranový obraz. 

Protože nás však zajímají jen velké rozdíly jasu, je třeba obraz naprahovat . [20] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.27  Gradientní operátory. 

a)   Sobelův b)   Prewittův c)   Robertsův 

Obr.28  Hranový obraz buňky. 
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Prahování 

 

Šedotónové prahování je nejjednodušší metodou segmentace. Objekty či oblasti obrázku 

jsou často charakterizovány konstantní hodnotou veličiny, většinou jasu. Pro oddělení objektů 

od pozadí definujeme konstantu – práh. Prahování je rychlá a výpočetně nenáročná metoda, 

která patří mezi nejstarší segmentační metody. Tato metoda je široce používaná v 

jednoduchých aplikacích, protože lze provést jednoduše v reálném čase bez specializovaného 

hardwaru. Prahování je transformace vstupního šedotónového obrazu f podle prahu T 

na výsledný binární obraz g. Prahování je definováno vztahem:   

 

gi,j = 1 pro fi,j ≥ T0                                                                        (2) 

 

Ve výsledném binárním obrazu nám hodnota 1 označuje objekt a hodnota 0 značí 

pozadí. Předpokládáme, že objekty popředí mají vyšší hodnotu jasu. V opačném případě je 

třeba binární obraz logicky invertovat (logický zápor). Prahování je vhodná metoda v případě, 

kdy se objekty nedotýkají a hodnoty jejich jasu jsou oddělitelné od hodnot pozadí. Pokud se 

v obraze vyskytují dvě různé oblasti s nejvyšší hodnotou jasu, nelze tyto oblasti oddělit 

pouhým prahováním. Prahování v tomto případě umožňuje získat pouze počáteční rozdělení 

obrazu, se kterým můžeme dále pracovat.  Existuje mnoho variant této metody, například 

poloprahování - místo hodnoty 1 necháme původní šedotónovou hodnotu. Můžeme také 

použít více prahů, pokud objekt není nejsvětlejší oblastí ve scéně, nebo můžeme provést dvojí 

prahování po sobě, čímž dosáhneme stejného efektu. Pro úspěšné prahování je nejdůležitější 

nastavení hodnoty prahu. Hodnota prahu může být volena buď ručně (interaktivně) nebo 

automaticky určena z histogramu. V praxi se používá jasově adaptivní práh, kdy se 

dynamicky stanovují hodnoty prahů podle aktuálních charakteristik obrazu a zohledňují se 

světelné podmínky v daném místě. Scéna není totiž vždy nasvícena homogenně. Takto 

stanovený práh můžeme vypočítat například jako průměr indexů dvou největších maxim 

histogramu (předpokládáme, že jedno maximum odpovídá jasu podkladu a druhé maximum 

jasu objektu). Mezi základní morfologické transformace patří dilatace a eroze. [20]  
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Binární dilatace 

 

Operace dilatace pomocí vektorového součtu skládá body dvou množin. Jedná se o 

sčítání po složkách, například (x, a) + (y, b)= (x + y, a + b). Binární eroze je 

definována rovnicí: 

 

X ⊕ B = {p ∈ E2 : p = x + b, x ∈  X, b ∈ B}                                 (3) 

 

 

Dilataci můžeme vyjádřit také jako sjednocení posunutých bodových množin.  Jedná se 

o Minkowského součet.  

 

 

 

 

Po použití eroze se strukturním elementem  se obrazy zvětší o jednu „vrstvu“.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zvětšení o jednu „vrstvu“ je vhodné při použití algoritmů typu narůstání oblastí, kdy je 

potřeba získat okolí nějaké bodové množiny. Odečtením množiny o „vrstvu“ větší od 

množiny původní získáme vnější hranici množiny. Dilatace se používá k zaplnění zálivů a děr 

v objektu. [20]  

 

Obr.29  Rovnice Minkowského součtu. 

Obr.30  Binární dilatace buňky. 
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Binární eroze 

 

Operace eroze pomocí rozdílu vektorů skládá dvě bodové množiny. Jedná se o duální 

morfologickou transformaci k dilataci. Operace eroze není komutativní. Binární eroze je 

definována rovnicí: 

 

X ⊖ B = {p ∈ E2 : p+ b ∈ X ∀b ∈ B}                                       (4) 

 

 

Pro každé p se ověřuje, zda pro všechna p+ b leží výsledek v X. Pokud ano, je výsledek 

1 a pokud ne, je výsledek 0. Erozi můžeme také vyjádřit jako průnik všech posunů obrazu X o 

vektory -b∈ B. Zde se jedná o Mikowského rozdíl. 

 

 

 

 

 

 Po použití eroze se strukturním elementem  se obrazy zmenší o jednu „vrstvu“.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objekty, které jsou menší než strukturní element, vymizí (například čáry tloušťky 1). 

Eroze se používá ke zjednodušení struktury obrazu. Obrysy objektů najdeme odečtením 

erodovaného obrazu od originálního obrazu. [20] 

 

Obr.31  Rovnice Minkowského rozdílu. 

Obr.32  Binární eroze se buňky. [20] 
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K dalším operacím patří otevření a uzavření. Jsou to operace, které vzniknou kombinací 

operací dilatace a eroze. Výsledkem je u obou zjednodušený obraz, který již neobsahuje 

detaily menší než strukturní element, avšak celkový tvar objektu se neporuší.Otevření obrazu 

je eroze následovaná dilatací s týmž strukturním elementem.   

 

 

 

 

 

Otevření způsobuje eliminaci čar menších než strukturní element (do velikosti 2). Jde o 

způsob filtrace malých objektů. 

X X otevreno s B

 

 

 

Tato operace se často užívá i u OCR systémů pro optické rozpoznávání tištěného textu, 

kdy mohou být písmena například vlivem inkoustu rozpitá. Uzavření obrazu je dilatace 

následovaná erozí se stejným strukturním elementem. 

 

 

 

 

Uzavření spojuje objekty, které jsou blízko u sebe, zaplní díry v objektu a vyhladí obrys.[20] 

 

 

 

 

 

 

Obr.33  Rovnice binárního otevření. 

Obr.34  Binární otevření se strukturním elementem 3x3. [20] 

Obr.35  Rovnice binárního uzavření. 
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7.3. Program pro výpočet koncentrace volného Ca2+ v buňkách 

 

 
Úkolem této kapitoly je vytvoření programu pro vyhodnocení koncentrace volného 

vápníku v buňce z videa nasnímaného kamerou. Program bude obsahovat základní prvky, 

jako jsou načtení požadovaného videa, výběr oblasti zájmu, zobrazení průběhu změn jasu 

v grafickém výstupu, možnost posouvání po jednotlivých snímcích, dále také zobrazení 

vypočtené koncentrace intracelulárního vápníku. Pro zpracování videa je použit program, 

vytvořený v programovém prostředí matlabu. Tento program používá některé výše zmíněné 

matematické metody k detekci okrajů buňky. 

 

 

Popis programu 

Po spuštění programu se objeví úvodní panel. V tomto panelu je aktivní pouze tlačítko 

načtení, které stiskneme a vybereme požadované video. 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr.36  Výběr požadovaného videa. 
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Jakmile vybereme video,  aktivují se tlačítka pro výběr oblasti zájmu (čtverec, elipsa). 

Po stisku jednoho z nich se objeví okno, ve kterém je zobrazen první snímek videa. V tomto 

snímku si můžeme vytyčit požadovanou oblast zájmu čtvercovým nebo elipsoidním výřezem. 

Je vhodné, aby oblast zájmu nebyla příliš zmenšena okolo buňky (může docházet k chybám 

při výpočtu). Po vytyčení oblasti zájmu stiskneme pravé tlačítko a zvolíme možnost Copy 

Position. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

V tento moment je pozice oblasti zájmu uložena v mezipaměti. Nyní tuto pozici vložíme 

do prázdného pole pod tlačítkem načtení.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr.37  Výběr oblasti  zájmu 

Obr.38  Pole s vloženými souřadnicemi pro ořez obrazu. 
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Program je nyní připraven ke zpracování videa. Stiskem tlačítka výpočet započne 

zpracování vybraného videa. Průběh zpracování je signalizován waitbarem, který ukazuje, 

kolikátý snímek se zpracovává. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Po skončení výpočtu program vykreslí průběh jasu v závislosti na aktuálním snímku a 

vypíše přibližnou hodnotu koncentrace vápníku v buňce. V grafu lze posuvníkem posouvat a 

sledovat změny jasu korespondující s aktuálním zobrazovaným obrázkem. Číslo pod 

posuvníkem udává, na kterém snímku se uživatel nachází. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Program tedy snímek po snímku detekuje pomocí morfologických operací  buňku. 

Buňku ohraničí a smaže vše okolo. V dalším kroku program odstraní ohraničení  a zůstává 

nám tak pouze obraz buňky proti černému pozadí. Takto upravené snímky jsou poté 

sumovány a hodnoty jejich sumací jsou vynášeny do grafu. V grafu lze posouvat pomocí 

posuvníku a sledovat korespondující změny v obraze buňky. 

Obr.39  Průběh výpočtu. 

Obr.40  Výsledek výpočtu programu.  
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Program je velmi náročný na pamět, protože postupně ukládá všechny snímky a 

vypočtené hodnoty do mezipaměti. Z tohoto důvodu není doporučeno používat dlouhá videa 

(videa o kapacitě větší než 10MB). Proto bude program v práci  přednastaven na výpočet 

1000 snímků  pro lepší plynulost a snadnější ovladatelnost. Výsledná vypočtená přibližná 

koncentrace intracelulárního vápníku srdeční buňky se pohybuje v rozmezí 0,2 až 0,7µM 

v závislosti na délce videa (počtu použitých snímků), což odpovídá tomu, že v srdečních 

buňkách se koncentrace Ca2+ pohybuje v intervalu 10 -7 až 10 -5 M.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.41  Průběh jasových změn v obraze pro 1000 snímků. 
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Závěr 
 

V práci je shrnuta teorie týkající se měření koncentrace intracelulárního vápníku, dále  

historie měření intracelulárního vápníku a  přínos významných osobností v biologickém 

výzkumu. Práce se zabývá metodami měření koncentrace intracelulárního vápníku, 

používanými indikátory a funkcí vápníku v srdečních buňkách. Jsou zde také uvedeny 

jednotlivé kroky měření na fluorescenčním mikroskopu. Pro vyhodnocení a výpočet 

koncentrace volného vápníku v buňkách je vytvořen v programovém prostředí matlabu 

program, který na základě některých matematických operací detekuje buňku, vypočítá 

koncentraci volného vápníku v buňce a zobrazí průběh jasu v závislosti na daném snímku. 

Do budoucna by bylo možno program modifikovat pro použití s více typy barviv a 

jinými typy měření. 

Program pro vyhodnocení může najít své uplatnění například v oblasti medicíny, kdy 

můžeme na základě  znalostí průměrných koncentrací v buňkách určovat různé typy poruch 

buněk. 
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Seznam zkratek 
 
 
GFP      green fluorescent protein 
 
AM      acetoxymethylester 
 
DMSO di-methyl sulfoxid 
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Přílohy 
 
 

Příloha (1) – CD 

 

Na CD jsou všechny programové součásti a soubory potřebné ke spuštění vypracovaného 

programu. Program je vypracován v pracovní verzi matlabu (R2010), je však zpětně 

kompatibilní i s verzí (R2009). Obě verze nejsou součástí CD. Pro správnou funkci programu 

je nutné mít nainstalován Image procesing toolbox, Image Acquisition Toolbox a  další. Dále 

je nutno mít také nainstalované vhodné video kodeky (nutno vyzkoušet). Pro spuštění 

programu je nutné otevřít soubor Mereni_Ca a stisknout tlačítko run (F5). Důležité také je, 

aby všechny soubory včetně videí ke zpracování byly v jedné složce. CD také obsahuje 

Bakalářskou práci v elektronické podobě. 

 

Na CD jsou tyto adresáře: 

 

Bakalářská práce – obsahuje bakalářskou práci v pdf formátu. 

 

Program – obsahuje všechny potřebné soubory ke spuštění programu a videa ke zpracování.  


