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1. Úvod: buněčná signalizace spojená s Ca2+ 

 
Obecnou vlastností v�ech �ivých buněk je jejich 

schopnost reagovat na nejrůzněj�í vněj�í podněty. Tyto 
vněj�í podněty (signály) jsou obvykle zachycovány na 
povrchu buněk receptory a přená�eny přes membrány dále 
do buněk tzv. signálními systémy. Významnou roli 
v mnoha buněčných signálních dráhách hrají ionty Ca2+. 
Depolarizace plasmatické membrány, mechanické po�ko-
zení nebo hormonální aktivace1 �ivoči�ných buněk jako� 
i působení fytohormonů, modulačních faktorů a různých 
typů stresu na rostlinné buňky2 jsou příklady podnětů, je� 
vedou ke změnám cytosolické koncentrace Ca2+, která je 
v �ivé buňce udr�ována řadou mechanismů na velmi nízké 
hladině (10�7 � 10�9 mol.l�1). Ve vět�ině buněk se při tomto 
typu signalizace zvy�uje koncentrace Ca2+ v cytosolu, 
odkud tyto ionty difundují do jádra buňky nebo jsou odčer-
pávány do mitochondriální matrix, v  rostlinných buňkách 
je jejich častým cílem vakuola. Koncentrace Ca2+ uvnitř 
buněk je regulována koordinací protichůdných mechanis-
mů (tj. iontovými kanály specifickými pro Ca2+ a Ca2+-
transportujícími ATPasami). Látkami reagujícími na změ-
ny v koncentraci Ca2+ jsou nejčastěji nejrůzněj�í proteinki-
nasy, které následně fosforylací transkripčních faktorů 
vyvolávají změnu fyziologického stavu buňky. Dnes je 
zřejmé, �e signály spojené se změnami v koncentraci Ca2+ 

mají slo�ité časoprostorové průběhy3,4. 
Ke studiu mechanismů vedoucích ke změně koncent-

race Ca2+ je mo�no vyu�ít mnoha rozličných metod. Sle-
dovat změny v koncentraci Ca2+ lze buď přímo v �ivých 
buňkách (in vivo), ať u� v izolovaných buňkách či 
v buňkách, které jsou součástí tkání či pletiv nebo při stu-
diu dílčích kroků či komponent signálního systému 
v izolovaných a rekonstituovaných membránových váč-
cích (in vitro) (např. studium iontových kanálů vyskytují-
cích se v některé z buněčných membrán). Metody studia 
musí být tedy minimálně invazivní a nejlépe takové, které 
umo�ní odděleně studovat změny koncentrace Ca2+ v jed-
notlivých buněčných kompartmentech a následně také 
určit jejich vzájemné vazby. Tento článek popisuje nejroz-
�ířeněj�í metody zalo�ené na různých fyzikálních princi-
pech a diskutuje jejich výhody a úskalí. 

 
 

2. Elektrochemické metody 
 
Koncentraci vápenatých iontů lze měřit přímo poten-

ciometricky iontově selektivními elektrodami5. Tuto meto-
du lze pou�ít jak pro měření in vivo (elektroda je 
�zapíchnuta� do buňky), tak i in vitro. Koncentrační roz-
sah Ca2+ se bě�ně vyjadřuje v logaritmické �kále 
pCa (pCa = �log aCa

2+). Iontově selektivní elektrody pro 
Ca2+ mají �iroký dynamický rozsah (pCa 1 a� 9, komerčně 
dostupné jsou v�ak pouze do pCa 7). Jsou té� vynikající 
pro kalibraci roztoků Ca2+ a mohou být pou�ity i in vivo ke 
kalibraci signálu získaného fluorescenčními indikátory6 

(viz dále). Prodleva odpovědi iontově selektivní elektrody 
na změnu v koncentraci volných Ca2+ je nicméně poměrně 
dlouhá (~ 0,5�1 s). Iontově selektivní elektrody lze 
v laboratoři vyrobit zabudováním některého chelatačního 
činidla (ligandu) do kapalné lipofilní membrány7. 

Variantou této iontově selektivní elektrody je vibrují-
cí sonda selektivní pro Ca2+ (cit.8). Ta byla původně navr-
�ena pro měření malých extracelulárních iontových prou-
dů. Vibrací sondy citlivé na rozdíl potenciálů mezi dvěma 
body (mezi měřeným a referenčním) probíhá autokalibra-
ce, co� zvy�uje poměr signálu k �umu. Takto je mo�no 
měřit pikomolární iontové toky. Vibrující iontově selektiv-
ní elektrody jsou neinvazivní (měření mů�e trvat hodiny 
nebo dokonce dny) a mohou být umístěny ve vzdálenosti 
pouhých několika mikronů od povrchu buňky. Navíc mo-
hou být snadno přemisťovány kolem celé buňky k měření 
proudů na různých místech membrány. Zjevná nevýhoda 
této metody je, �e vibrující elektroda nemů�e být pou�ita 
k měření vnitrobuněčných koncentrací Ca2+. Nicméně tato 
metoda byla úspě�ně pou�ita k měření toku Ca2+ do cyto-
plasmy během růstu pylových láček v rostlinných buň-
kách9, acetylcholinem indukovaného toku Ca2+ přes sarko-
lemu v buňkách hladkého svalu10, toku Ca2+ do cyto-
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plasmy během působení oxidačního stresu na neurony 
měkký�e rodu Aplysia11 a k měření aktivačních proudů 
během oplodnění různých druhů vajíček12,13. 

 
 

3. Radiometrická metoda měření koncentrace 
Ca2+ in vitro  

 
Změny v koncentraci Ca2+ mohou být sledovány také 

přídavkem radionuklidu 45Ca2+. Tato metoda se pou�ívá 
např. při studiu ligandem otevíraných iontových kanálů 
specifických pro Ca2+. Pracovat lze pouze v in vitro systé-
mu, kde biologickým materiálem jsou rekonstituované 
membránové váčky obsahující studovaný iontový kanál. 
Při těchto pokusech se sleduje mno�ství 45Ca2+ uvnitř váč-
ků před a po aplikaci ligandu, tedy před a po otevření pří-
slu�ného iontového kanálu. Při vyhodnocování výsledků je 
třeba věnovat pozornost izotopovému ředění bě�ným nera-
dioaktivním Ca2+, který je přítomen ve vět�ině vzorků 
v nezanedbatelné koncentraci. V praxi se pou�ívají dva 
ní�e popsané postupy. 

První postup zaznamenává obsah 45Ca2+ 
v membránových váčcích naplněných směsí Ca2+/45Ca2+ 
(cit.14,15). Rekonstituované membránové váčky jsou nej-
prve inkubovány v médiu obsahujícím ATP-Mg a směs 
Ca2+/45Ca2+ o dané radioaktivitě. Po určitém čase inkubace 
jsou tyto membránové váčky působením Ca2+-
transportujících ATPas přítomných v membránách naplně-
ny vápenatými ionty. Po dosa�ení ustáleného stavu je mo�-
no přidat do inkubačního média ligand, který otevírá kanál 
specifický pro Ca2+ a uvolňuje tak z váčků tyto ionty. 
K oddělení membránových váčků od inkubačního média 
se pou�ívá vakuová filtrace přes membránu 
(z nitrocelulosy nebo polyvinylidendifluoridu) nebo přes 
skleněnou fritu s definovanou porozitou. Proto je tato me-
toda často označována jako filtrační. Radioaktivita zbýva-
jící na filtrační membráně (odpovídající obsahu 45Ca2+ 
v membránových váčcích) je změřena metodou kapalné 
scintilace. 

Při pou�ití druhého postupu je vzorek (membránové 
váčky nebo celé �ivoči�né buňky permeabilizované sapo-
ninem a naplněné směsí Ca2+/45Ca2+) fixován mezi dvě 
membrány při konstantním průtoku promývacího pufru 
v tzv. superfuzním přístroji. Iontový kanál se aktivuje pře-
pnutím na jiný zásobník promývacího pufru s danou kon-
centrací ligandu. Pufr, který opou�tí superfuzní komoru, je 
sbírán kolektorem frakcí a radioaktivita je měřena ve frak-
cích. Na konci experimentu jsou vápenaté ionty zbývající 
v membránových váčcích uvolněny přídavkem detergentu 
do promývacího pufru. Z takto stanoveného celkového 
mno�ství 45Ca2+ lze vypočítat podíl vápenatých iontů uvol-
nitelných pou�itým ligandem. Tato metoda je velmi u�i-
tečná pro měření rychlých změn obsahu Ca2+ v membráno-
vých váčcích s časovým rozli�ením a� 70 ms a byla úspě�-
ně vyu�ita např. ke studiu �ivoči�ného iontového kanálu 
pro Ca2+ otevíraného D-myo-inositol-1,4,5-trisfosfátem16 
jako ligandem (tento kanál se vět�inou nazývá receptor pro 
D-myo-inositol-1,4,5-trisfosfát). 

4. Bioluminiscenční indikátory Ca2+ 
 
Bioluminiscence je produkce světla biologickými 

systémy. V přírodě byly nalezeny fotoproteiny, které poté, 
co se na ně navá�í ionty Ca2+, emitují světlo (např. ekvo-
rin, obelin, mitrokomin a klytin). Některé z nich jsou dnes 
vyu�ívány k měření koncentrace Ca2+ (cit.17,18) předev�ím 
in vivo, pou�itelné jsou v�ak i in vitro. Proto�e u těchto 
fotoproteinů způsobuje bioluminiscenci intramolekulární 
reakce s Ca2+, vy�adují bioluminiscenční metody pouze 
jednoduchou instrumentaci a nejsou ovlivněny takovými 
jevy, jako je autofluorescence nebo sní�ení citlivosti 
v důsledku působení excitačního záření, jako je tomu 
v případě dále diskutovaných fluorescenčních indikátorů a 
proteinů. Největ�í překá�ky při pou�ití těchto indikátorů 
jsou spojeny s metodami vpravování indikátoru na dané 
místo v buňce, s detekcí bioluminiscence a s její kalibrací 
(proto�e bioluminiscence je částečně zhá�ena ka�dým 
vzorkem). Problém kalibrace, tedy zhá�ení bioluminiscen-
ce vzorkem, lze odstranit metodou standardního přídavku. 
Problémy s detekcí vznikají tím, �e ka�dá molekula foto-
proteinu emituje po navázání Ca2+ pouze jeden foton. Po-
zorovaná bioluminiscence má proto velmi nízkou intenzi-
tu, co� vy�aduje nákladné detekční systémy. 

Ekvorin (angl. aequorin), fotoprotein citlivý na Ca2+ 
izolovaný z medúzy Aequorea victoria, reaguje na fyziolo-
gické koncentrace Ca2+ a je v současnosti preferovaným 
bioluminiscenčním indikátorem pro Ca2+. Ekvorin mů�e 
být mikroinjikován nebo zaveden do buňky transfekcí 
genem pro apoekvorin. Po vnesení genu pro apoekvorin je 
třeba dále inkubace s jeho prostetickou skupinou koelent-
razinem tak, aby se rekonstituoval funkční ekvorin uvnitř 
buňky. Ne v�echny typy buněk mohou být snadno transfe-
kovány tak, aby v nich posléze byl rekonstituován funkční 
ekvorin. Při mikroskopii jednotlivých buněk je třeba po-
měrně velké intenzity vyzařovaného světla. Metoda je 
proto omezena hlavně na vět�í buňky, které mohou být 
ekvorinem snadno mikroinjikovány, jako např. jikry ryby 
Oryzias latipes19,20. Koelentrazin se po interakci ekvorinu 
s Ca2+ nevratně rozkládá, přičem� vyzařuje světlo. Proto 
luminiscence ekvorinu v přítomnosti Ca2+ s časem klesá, 
co� vy�aduje práci s naprostým vyloučením kontaminují-
cích Ca2+. 

Obelin je fotoprotein aktivovaný Ca2+ získaný 
z polypovce Obelia geniculata. Pokud se na obelin navá�í 
tři ionty Ca2+, vzniká bioluminiscence, její� nástup je mno-
hem rychlej�í ne� u ekvorinu (3 ms u obelinu proti 10 ms 
u ekvorinu). Tím se stává vhodným nástrojem pro pokusy 
vy�adující vysoké časové rozli�ení. Nevýhodou obelinu je 
jeho ni��í citlivost na Ca2+, zejména při pCa vy��ím ne� 
5,5. 

 
 

5. Fluorescenční indikátory Ca2+ 
 
Fluorescenční indikátory se dnes �iroce vyu�ívají 

předev�ím pro mikroskopické sledování změn koncentrace 
Ca2+ in vivo,  ale lze je stejně jako bioluminiscenční indi-
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kátory pou�ít i in vitro. Ve srovnání s elektrochemickými 
metodami mají tyto indikátory men�í dynamický rozsah 
(např. u indikátoru indo-1 je pCa 5�7,5), ale jejich reakční 
časy jsou mnohem krat�í (ms). V současnosti je k dispozici 
více ne� 100 různých indikátorů pro Ca2+ excitovaných 
UV nebo viditelným světlem zalo�ených převá�ně na 
struktuře kyseliny 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N,N-
tetraoctové (označované akronymem BAPTA). 

Fluorescenční indikátory dělíme na poměrové a nepo-
měrové. Poměrové mění po navázání Ca2+ polohu svého 
excitačního nebo emisního maxima. Sledovaný poměr 
intenzit fluorescence obou forem indikátoru (volné formy 
a komplexu s  Ca2+) v jejich excitačních nebo emisních 
maximech  je potom nezávislý na absolutní koncentraci 
indikátoru v měřeném roztoku a závisí pouze na koncent-
raci volných Ca2+. Nepoměrové indikátory tuto vlastnost 
nemají, a při výpočtech koncentrace Ca2+ je tedy nutno 
znát aktuální koncentraci indikátoru v měřeném vzorku. 

Fluorescenční indikátory se bě�ně prodávají, pou�íva-
jí a citují pod komerčními názvy, které zjednodu�ují orien-
taci v jinak komplikovaných systematických názvech těch-
to slo�itých organických sloučenin. �irokou �kálu fluo-
rescenčních indikátorů excitovaných UV nebo viditelným 
světlem pro nejrůzněj�í pou�ití nabízí např. firma Molecu-
lar Probes21. Jejich nabídka zahrnuje např. varianty 
s nízkou afinitou k Ca2+ vhodné pro měření rychlých kine-
tik nebo varianty nesoucí kladný náboj, který zadr�í tyto 
indikátory déle v cytoplasmě. Vlastnosti zmíněných indi-
kátorů jsou shrnuty v přehledném článku Takahashiho 
a spol.6 

Nejdéle jsou známy indikátory excitované UV svět-
lem. Prvním z generace nepoměrových fluorescenčních 
indikátorů pro Ca2+ byl quin2 s pouze pěti a� �estinásob-
ným zvý�ením emise po navázání Ca2+. Indo-1 je poměro-
vý indikátor se dvěma emisními vlnovými délkami 
s vysokou selektivitou pro Ca2+ v porovnání s ostatními 
dvojvaznými kationty a s ni��í afinitou k Ca2+ ne� quin2 
(to je výhodné předev�ím pro kinetická měření). Naproti 
tomu fura-2 je poměrový indikátor se dvěma excitačními 
vlnovými délkami. Fluo-3 je jedním z nejvhodněj�ích ne-
poměrových indikátorů pro Ca2+ excitovaných viditelným 
světlem. Pou�ívá se hlavně v konfokální laserové skenova-
cí mikroskopii a v průtokové cytometrii. Dal�ími indikáto-
ry excitovanými viditelným světlem jsou např. calcium 
crimson vhodný pro časově rozli�enou fluorescenční mik-
roskopii a rhod-2, který je selektivně akumulován mito-
chondriemi některých buněk22. 

Pro měření in vivo mů�e být do mnoha typů buněk 
indikátor zaveden jednodu�e inkubací s příslu�ným aceto-
xymethylesterem tohoto indikátoru23. Tento proces spoléhá 
na intracelulární hydrolýzu, která vytvoří z esteru volný 
anion �uvězněný� díky svému náboji v cytoplasmě. Apli-
kace indikátoru ve formě jeho esteru v�ak přiná�í některé 
komplikace a mo�nost vzniku artefaktů, z nich� nejzáva�-
něj�í je vytěsňování indikátoru do určitých buněčných 
organel24. Navíc ne v�echny typy buněk akumulují tyto 
indikátory a některé je zase příli� rychle uvolňují, co� dále 
sni�uje spolehlivost měření. Pro některé typy indikátorů 

byly vyvinuty formy konjugované s dextranem, které 
jakmile jsou jednou dopraveny do buňky, zůstávají 
v cytoplasmě. Indikátory konjugované s dextranem musí 
být za normálních podmínek mikroinjikovány, nebo vpra-
veny mikropipetou, a proto je jejich pou�ití omezeno na 
vhodné typy velkých buněk. Dal�í velkou nevýhodou fluo-
rescenčních indikátorů je jejich vlastní pufrační kapacita 
(vůči Ca2+), a je proto třeba mít spolehlivý odhad intrace-
lulární koncentrace indikátoru, aby bylo mo�no posoudit 
stupeň tohoto pufrování. 

Záva�ným problémem při měření cytosolické koncen-
trace Ca2+ touto metodou je autofluorescence pyridinových 
nukleotidů, flavinadenindinukleotidu a flavinmononukleo-
tidu25,26. V současné době jsou velmi vyu�ívány indikátory 
excitované dlouhými vlnovými délkami jako je rhod-2 
nebo fura-red právě z důvodu omezení vlivu autofluores-
cence27�29. Mezi dal�í problémy spojené s fluorescenčními 
indikátory patří fotodestrukce, která sni�uje jejich citli-
vost30,31. Proto musí být vhodnou kombinací doby a inten-
zity excitace nalezena rovnováha mezi sni�ováním citli-
vosti a dostatečným poměrem signálu k �umu. Esterové 
deriváty indikátorů reagují přesně na koncentraci určitých 
iontů teprve po hydrolýze. Bylo v�ak prokázáno, �e neúpl-
ně hydrolyzované indikátory jsou často necitlivé na Ca2+, 
ale přesto emitují více fluorescence ne� jejich esterové 
formy32. 

Základní informace o fluorescenčních mikroskopic-
kých metodách sledování změn koncentrace Ca2+ v �ivých 
buňkách včetně popisu multiparametrové digitální video-
mikroskopie, konfokální laserové skenovací mikroskopie, 
dvoufotonové laserové skenovací mikroskopie, pulsní 
laserové mikroskopie pro záznam strmých gradientů Ca2+ 
a časově rozli�ené fluorescenční mikroskopie jsou shrnuty 
v přehledném článku6. 

 
 

6. Fluorescenční proteiny 
 
Ji� mnoho let je znám a v biochemii pro fluorescenční 

značení proteinů hojně vyu�íván tzv. zelený fluorescenční 
protein izolovaný z ji� zmíněné medúzy Aequorea victo-
ria. Během posledního desetiletí se objevila nová generace 
fluorescenčních indikátorů pro Ca2+ � fúzních fluorescenč-
ních proteinů, anglicky tzv. cameleons31,32 . Ty jsou zalo-
�eny na modifikacích zeleného fluorescenčního proteinu, 
mají v�ak změněné spektrální vlastnosti (vyu�ívá se mod-
rá, modrozelená a �lutá modifikace). Dvojice různých 
fluorescenčních proteinů je spojena můstkem tvořeným 
kalmodulinem a peptidem M13, který vá�e kalmodulin. 
Navázání Ca2+ na kalmodulin způsobí konformační změnu 
celého fúzního proteinu, která vyústí ve fluorescenční re-
zonanční přenos energie mezi danými dvěma fluorescenč-
ními proteiny. Tyto fúzní fluorescenční proteiny jsou neo-
byčejně vhodné pro in vivo měření, proto�e spojují výhody 
fotoproteinů a fluorescenčních indikátorů včetně mo�nosti 
cílení do organel transfekovaných buněk a byly pou�ity k 
měření koncentrace Ca2+ s velkým prostorovým rozli�ením 
v řadě typů �ivoči�ných buněk i v buňkách rostlinných31,32. 
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7. Závěr 
  
Koncentraci iontů Ca2+ v biologických systémech je 

mo�né měřit rozličnými metodami zalo�enými na různých 
fyzikálních principech. Z biologické podstaty měřených 
vzorků vyplývá nutná podmínka, kterou musí splňovat 
v�echny relevantní metody, a tou je �etrnost ke zvolenému 
experimentálnímu materiálu. 

Elektrochemické metody vyu�ívající iontově selektiv-
ní elektrody jsou jednoduché a vykazují vynikající dyna-
mický rozsah. Nejsou v�ak vhodné k měření rychlých 
změn koncentrace kvůli jejich poměrně dlouhým reakčním 
dobám. Navíc mů�e být jejich signál ovlivněn změnami 
koncentrace dal�ích přítomných iontů. 

Radiometrické metody jsou velmi robustní a odolné 
k mnoha ru�ivým vlivům, není ale snadné je pou�ít 
v kontinuálním provedení a navíc se jejich pou�ití omezuje 
pouze na měření in vitro. 

Bioluminiscenční metody naproti tomu nabízí několik 
výhod nejen pro měření in vivo, ale i in vitro. Ekvorin i 
přes svůj nízký kvantový výtě�ek vykazuje poměrně vý-
razné změny luminiscence v reakci na vy��í fyziologické 
koncentrace Ca2+, umo�ňuje detegovat velký rozsah kon-
centrací Ca2+, mů�e být cílen do určitých buněčných kom-
partmentů a změna koncentrace Ca2+ v důsledku vazby na 
indikátor nepředstavuje problém, proto�e ekvorin se bě�ně 
aplikuje v nízké koncentraci. Tyto výhody musí být nicmé-
ně zvá�eny s ohledem na nemo�nost pou�ití konfokálních 
a jiných mikroskopických metod s vysokým rozli�ením 
pou�itelných jen ve spojení s fluorescenčními indikátory a 
proteiny. Instrumentace metody je té� poměrně náročná. 

Fluorescenční indikátory se staly převa�ujícím nástro-
jem pro měření volné koncentrace iontů Ca2+ jak in vivo, 
tak in vitro díky své citlivosti a rychlosti odezvy. Indikáto-
ry excitované del�ími vlnovými délkami (např. deriváty 
fluo-3 a rhod-2) mohou být pou�ity v kombinaci s dal�ími 
sloučeninami, které je třeba aktivovat fotolýzou UV svět-
lem. Problémem mů�e být sni�ování citlivosti těchto indi-
kátorů fotolýzou a autofluorescence studovaného biologic-
kého materiálu. 

Fluorescenční proteiny jsou nástrojem budoucnosti 
pro přesná lokalizovaná měření koncentrace Ca2+ in vivo. 
Interpretace experimentálních výsledků získaných s těmito 
proteiny vy�aduje nicméně velkou opatrnost a dobrou 
znalost hranic jejich pou�itelnosti. Správné sestavení kont-
rolních pokusů je pak klíčem k správné interpretaci získa-
ných experimentálních dat. 

Z předchozího vyplývá, �e metody měření koncentra-
ce Ca2+ v buňkách jsou početné a jsou zalo�eny na různých 
principech. Ka�dá tato metoda má svá úskalí a výhody. 
Pro některé úkoly je mo�no tyto metody zaměňovat, ale 
často daný úkol vy�aduje specifický metodický přístup. 
Opatrná interpretace experimentálních dat a pou�ití v�ech 
dostupných kontrol jsou nezbytné u ka�dého z vý�e popsa-
ných měření. Optimální je pak pou�ití více metod zalo�e-
ných na odli�ných fyzikálních principech. 
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O. Krinkea, Z. Novotnáa, O. Valentováa, and 

J. Martinecb (aDepartment of Biochemistry and Microbi-
ology, Institute of Chemical Technology, Prague, bInstitute 
of Experimental Botany, Academy of Sciences of the Czech 
Republic): Methods for Measuring Ca2+ Concentration 
Applicable to Study Cell Signaling 

The Ca2+ signaling system seems to be ubiquitous in 
living organisms. It stands at crossroads of many signaling 
pathways and its study has brought many exciting facts 
about the stimulus response coupling in the cell. The Ca2+ 
concentration in the cytosol is regulated. The diverse prob-
lems associated with its study often require study of sepa-
rate events in different cell compartments. This review 
briefly summarizes possible approaches to the study of 
Ca2+ signaling based on various physical principles and 
points out their advantages and also possible pitfalls. The 
approaches include electrochemical techniques, radiomet-
ric methods, bioluminescent and  fluorescent indicators of 
Ca2+ and fluorescent proteins. The methods are not dis-
cussed comprehensively; the presented information should 
rather give a general insight into the topic. 
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