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Esercitazioni BFCM

ATP-induced Ca2+ signals 
in endothelial cells

Analisi dei dati
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Esperimenti di imaging del Ca2+ citosolico
Cellule caricate con FURA2-AM (2 μM)
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Analisi dei dati:  cytosolic Ca2+ signals
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Guida all’analisi dei dati con Excel
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1. Aprire il file Excel da analizzare

2. Copiare il foglio Sheet9 con i valori e rinominarlo come ‘originale’
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3. Lavorare sul foglio ORIGINALE

4. Eliminare dal foglio ‘originale’ le
righe con le Regions

 Selezionare le righe come in figura ed
eliminarle in modo che nella prima
riga compaiano le scritte TIME e le
ROI

Guida all’analisi dei dati con Excel
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5. Creare un nuovo foglio di lavoro (Foglio4)

6. Sul foglio nuovo nella casella B1 (prima riga della seconda 
colonna) applicare  la seguente formula:

=INDIRETTO(INDIRIZZO(CELLA("riga";B1);4+3*CELLA("col";A1);4;1;"originale"))

7. Trascinare la formula in modo da applicarla a tutte le righe di
tutte le ROI

Trascinare la formula della 
casella B1 a destra per tutte 
le righe con le ROI

questa formula vi consente di copiare dal foglio 
«originale» le colonne relative ai rapporti 340/380 
eliminando quelle relative alle singole lunghezze 
d’onda

Guida all’analisi dei dati con Excel
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8. Nella Colonna A riportare la scala dei tempi :

Ricordare che abbiamo impostato un’acquisizione ogni 3s

Time(sec)  0,3,6

 Trascinare il quadratino verde con i tre tempi (0,3,6) 
selezionati verso il basso per tutta la durata 
dell’esperimento

 O fare doppio click sul quadratino verde per estendere la 
formula

Guida all’analisi dei dati con Excel
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9. Copiare il foglio così ottenuto (Foglio 4) e creare
un altro foglio di calcolo (Foglio 5) incollando
SOLO i valori (senza le formule)

Guida all’analisi dei dati con Excel
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10. Nel foglio 5 eliminare le righe con gli 0 (che
corrispondono al tempo in cui è stata cambiata la
soluzione); tener traccia di questi tempi riportandoli
in una tabella come quella riportata come esempio
nel foglio 2 sotto gli screenshot delle immagini

11. Nel foglio 2 riportare anche il numero totale di
cellule

12. Salvare il file Excel rinominandolo con l’indicazione
anche del proprio gruppo di appartenenza

ATT. Eliminare SOLO gli 0, 
non cancellare  l’intera riga!

Numero di cellule = N° Regions - 1
(per es 49 regions -1 = 48 cellule)

Guida all’analisi dei dati con Excel
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Analisi qualitativa (1) 
1. Lavorando sul foglio 5, creare dei grafici per le varie cellule analizzate durante

l’esperimento, selezionando due ROI alla volta; i grafici devono riportare:

• Sull’asse X il tempo

• Sull’asse Y i valori della Ratio

2. Facendo doppio click sull’asse Y è possibile aggiustare la scala (Formato asse) in
modo da vedere bene i segnali (mantenere la stessa scala per tutti i grafici)



Analisi qualitativa (2)
3. Inserire le etichette sugli assi X e Y cliccando con tasto + accanto al grafico e spuntando la voce «Titoli degli assi»

4. Inserire:

• come titolo per Asse X: Sec

• come titolo per Asse Y: Ratio (340/380)
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Analisi qualitativa (3)
5. Copiare il grafico e incollarlo come immagine nel foglio 2

6. Procedere in questo modo per tutte le ROI creando diversi grafici contenti
ognuno due tracce

ATT. Ricordarsi di mantenere 
la STESSA SCALA  in Y
e di inserire i titoli degli assi!
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Analisi qualitativa (4)
7. Osservare i grafici così ottenuti e:

- eliminare le cellule (ROI) che hanno un basale molto alto

8. Calcolare le varie % di risposta:

- risposte alla ionomicina (controllo positivo nel protocollo 1)

- risposte all’ATP in tyrode standard (considerando solo le cellule

che hanno risposto alla ionomicina – protocollo 1)

- risposte da release dagli stores (ATP in 0 Ca2+ - protocollo 2)

- risposte SOCE (protocollo 2)

9. Nel caso di risposte dubbie (come mostrato in figura) valutare sulla base

dell’analisi quantitativa riportata nelle slide successive (soglia di risposta R

(340/380)  0.1)

Si (ATP) 

aa

AT
P

Sì (Iono)

aa

AT
P

Risposta dubbia ad ATP

aa

AT
P
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Analisi qualitativa (5)
10. Calcolare la traccia media e la deviazione

standard (o errore standard) e riportarla su un

grafico con l’indicazione dei vari trattamenti (come

es. in fig.):

 Sul foglio 5 creare nella colonna al fondo delle ROI le

colonne MEAN e STD (standard deviation)

 Calcolare il valore medio delle ROI al tempo 0

 Procedere così per tutti i tempi

 Fare la stessa cosa per il calcolo della DEV STD
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Analisi quantitativa (1)

1. All’analisi qualitativa segue l’analisi quantitativa:

• Eliminare le cellule che non rispondono alla ionomicina (soglia di risposta R(340/380)> 0.1)

2. Calcolare:

• Ampiezza media del picco (peak amplitude) della risposta all’ATP in soluzione fisiologica
Tyrode Standard (protocollo 1)

• Ampiezza media del release (=risposta all’ATP in soluzione fisiologica 0Ca2+ 0.5 mM EGTA –
protocollo 2)

• Ampiezza media del picco SOCE (= ripristino del Ca2+ extracellulare mediante soluzione
fisiologica Tyrode Standard – protocollo 2)

Basal mean

Peak amplitude
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Analisi quantitativa (2)
Analisi dell’ampiezza del picco della risposta in seguito a

stimolazione con ATP (in soluzione fisiologica TYR STD o 0Ca2+ 2mM EGTA)

1. Copiare la riga 1 del foglio 5 e riportarla al fondo del foglio

2. Riportare la scritte ‘basale’; ‘peak’ e ‘peak ampl’ sotto la riga appena
copiata
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Analisi quantitative (3)
Analisi dell’ampiezza del picco della risposta in

seguito a stimolazione con ATP (TYR STD o 0Ca2+ 2mM EGTA)

3. Calcolare il Basale

• Selezionare, per le diverse ROI, i valori dei 30 sec (10 valori)
prima della stimolazione con l’agonista ed evidenziarli

• Calcolare il valor medio di questi 10 valori e riportarlo in
fondo al foglio 5 accanto alla scritta ‘basale’

• Trascinare la formula lungo tutta la riga per tutte le ROI
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Analisi quantitativa (4)

--------//------//-------

Analisi dell’ampiezza del picco della risposta in seguito

a stimolazione con ATP (TYR STD o 0Ca2+ 2mM EGTA)

4. Calcolare l’ampiezza del picco della risposta

• Selezionare, per le diverse ROI, l’intervallo di valori durante
la stimolazione con l’agonista considerato ed evidenziarlo

• Calcolare il valore MAX di questi dati e riportarlo in fondo al
foglio 5 accanto alla scritta peak

• Trascinare la formula lungo tutta la riga per tutte le ROI

5. Calcolare la peak amplitude

• Differenza tra peak – basale

• Trascinare la formula lungo tutta la riga per tutte le ROI
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Analisi quantitativa (4)
Analisi dell’ampiezza del picco della risposta in seguito

a stimolazione con ATP (TYR STD o 0Ca2+ 2mM EGTA)

6. Una volta ottenuti i valori della Peak ampl per tutte le ROI
calcolare quante sono le risposte (soglia di risposta R(340/380)>
0.1)

7. Calcolare la percentuale di risposte rispetto al numero di cellule
considerate

8. Procedere nel calcolare la Peak amplitude anche per gli altri
segnali:

• Ionomicina

• induzione SOCE

ATP

ATT. Basale: medie dei valori 30 
sec prima del segnale da 
analizzare (10 cicli)



Analisi quantitativa (5)
Calcolare le MEAN peak ampl e la deviazione STD delle diverse
risposte:

• con stimolazione con ATP in Tyrode Standard o in soluzione
fisiologica 0Ca2+ 2mM EGTA

• con stimolazione con ionomicina

• per induzione del meccanismo STORE OPERATED 0Ca2+

ENTRY (SOCE)

Inserire i valori delle mean peak ampl (+ DEV std) così ottenuti in
un istogramma

Confrontare le risposte alla stimolazione con ATP in Tyrode
Standard o in soluzione fisiologica 0Ca2+ 2mM EGTA, ottenute
dai due sottogruppi, creando un istogramma
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Per ciascun esperimento riportare nella relazione finale: 

• Due grafici (uno per ciascun esperimento) che rappresenti la traccia media delle cellule (con relativa deviazione standard o errore
standard)

• asse X: tempo

• asse Y: media ratio 340/380

• le % di risposta ai diversi stimoli applicati

• gli istogrammi con:

 l’ampiezza media del picco di risposta dovuto a stimolazione con ATP in TYr STD a confronto con quello indotto da
ionomicina

 l’ampiezza media del picco di risposta dovuto a stimolazione con ATP in TYr STD a confronto con quello in soluzione
fisiologica 0Ca2+ 2mM EGTA

 l’ampiezza media del picco di risposta dovuto a stimolazione con ATP in soluzione fisiologica 0Ca2+ 2mM EGTA a confronto
con quello dovuto all’induzione del meccanismo SOCE in soluzione fisiologica Tyrode Standard

• Discutere i risultati ottenuti
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Risultati


