VYPOCTY



Burst test vypocty

Pro stanoveni oxidacniho vzplanuti je
zapotrebi chemikalie dihydrorhodamin 123

Vyrobce ho dodava v 10mg baleni
Latka se rozpousti v DMSO

Jak pripravite zasobni roztok o koncentraci
1mg/ml?



Burst test vypocty

Pro stanoveni oxidacniho vzplanuti je
zapotrebi chemikalie dihydrorhodamin 123

Vyrobce ho dodava v 10mg baleni
Latka se rozpousti v DMSO

Jak pripravite zasobni roztok o koncentraci
1mg/ml?

Zasobni roztok pripravime pridanim 10ml
DMSO



PocCet zamrazovacich zkumavek

e Zasobni roztok pripravime pridanim 10ml
DMSO

e Zasobni roztok je treba rozplnit do po 45 ul a
zamrazit na -80°C

e Kolik zamrazovacich zkumavek si musi
laborant(ka) pripravit a popsat?



Pocet ependorfek

Zasobni roztok pripravime pridanim 10ml|
DMSO

Zasobni roztok je treba rozplnit do po 45 ul a
zamrazit na -80°C

Kolik zamrazovacich zkumavek si musi
laborant(ka) pripravit a popsat?

Laborant(ka) si musi pripravit 222
zamrazovacich zkumavek



Koncentrace

* Pro vlastni stanoveni se pouziva 45ul
zamrazeného roztoku dihydrorhodaminu 123
(DHR123), ke kterému se prida 455ul roztoku
PBS.

e 7/ tohoto zasobniho pracovniho roztoku se
dava do 1 zkumavky 30ul.

 Kolik DHR 123 je v jedné zkumavce?



Koncentrace

Pro vlastni stanoveni se pouziva 45ul
zamrazeného roztoku dihydrorhodaminu 123
(DHR123), ke kterému se prida 455ul roztoku
PBS.

/ tohoto zasobniho pracovniho roztoku se
dava do 1 zkumavky 30ul.

Kolik DHR 123 je v jedné zkumavce?
V jedné zkumavce je 2,7ug DHR123.



Cas

Na jeden Burst test pro jednoho pacienta je
zapotrebi 4 zkumavky

45ug DHR123 se naredi na 500ul

Do kazdé zkumavky se pridava 30ul
naredéného DHR

Za rok se testem na Burst test vysetri
prumeérnée 160 pacientu.

Na jak dlouho vydrzi zasoba DHR123 v
mrazaku — 222 zkumavek?



Cas

Na jeden Burst test pro jednoho pacienta je
zapotrebi 4 zkumavky

45ug DHR123 se naredi na 500ul

Do kazdé zkumavky se pridava 30ul naredénéeho
DHR

Za rok se testem na Burst test vysetri prumérné
160 pacientu.

Na jak dlouho vydrzi zasoba DHR123 v mrazaku —
222 zkumavek?

Zasoba zkumavek vydrzi na 5,5roku. 5,78



Vypocty

10mg = 10 000ug

Koncentraci 1000ug/ml ziskdme pridavkem 10ml| DMSO.
10ml = 10 000ul/45ul=222,22

1000ul.....1000ug DHR 123

45ul.......... 45ug DHR123 a ty dame do 500ul

ve 30ul pak je 30x45/500=2,7ugDHR v jedné zkumavce
Jeden pacient 4x30ul=120ul

Zasobni roztok 500ul/120=4,1

160 pacientl za rok: 160/4=40 — na rok budu potfebovat 40
zkumavek

Mam zasobu 222 zkumavek /40zkumavek potrebuji na rok
tj. zasobu mam na 5,5 roku



Priprava bunécné suspenze pro
proliferaci

Pro test proliferace lymfocytu bylo zapotrebi izolovat PBMC z plné
krve

Pfi izolaci bylo ziskano 10x10*® PBMC, pficemz bylo Zivych 95%
izolovanych bunék. Bunécna suspenze byla v 1Iml média.

Bunky budou stimulovany 5 rlznymi stimulancii, dale bude
zapotrebi jesté nestimulovana kontrola. Pro kazdou stimulaci se
pouziji tfi jamky, tj bude se pracovat v tripletech + 2 jamky jako
rezerva

Na jednu jamku pripadne 200 000 bunek a ty budou ve 200ul
média.

Z bunécné suspenze pripravte potfebné mnozstvi pracovniho
roztoku s bunkami, tak aby jeho koncentrace byla 1milion na ml.

Poznamka — médium je velice drahé a je tfeba s nim sSetrit!



Vypocty

100%......... 10,0x107°°
95%......... =10,0x10"® x 95/100 = 9,5x107°

5 stim + 1 nestim, na kazdou 3 jamky =6x3=18 + 2
jamky navic - budu potrebovat 20 jamek po 200
000bb., tj 20x200 000= 4 000 000bb = 4x107° .

9,5x1076 ........... 1000ul
4x107¢............. =4x1000/9,5 = 421ul
ldealni je pripravit si roztok o koncentraci 1mil/ml

Tj k 421ul pridame 3579 ul roztoku média, poté
pipetujeme 200ul/jamka



Priprava roztoku anti-CD28

Anti-CD28 se pouziva jako kostimulacni protilatka
pri stimulacich T-lymfocytu

Pro stanoveni produkce IFN-y, budeme stimulovat
10 pacientu a 10 kontrol, pro kazdou osobu
budeme potrebovat 2 jamky po 200 000 bunkach
ve 200ul média

Pro stimulaci pouzijte koncentraci 2ug/mi
Zasobni roztok ma koncentraci 1mg/ml

Jak budete postupovat pri pripravé pracovniho
roztoku?



Vypocty

10 pac + 10 kontrol=20, kazdy 2 jamky, tj celkem
40jamek, v kazdé je 200ul

Koncentrace anti-CD28: 1mg/ml, tj.
1000ug/1000ul

Pozadovana koncentrace je 2ug/ 1000ul, tj do 200ul
potrebuji 0,4ug

Priprava zasobniho roztoku: 40jamek*0,4 = 16ul
zasobniho roztoku anti-CD28

Idealni je pipetovat napt. 5ul na jamku, tj. potrebuiji
celkem 5x 40jamek= 200ul Pracovni roztok si tedy
pripravim: 16ul zasobniho roztoku anti-CD28 + 184ul
média = 200ul




Redéni kalibratoru pro tvorbu
kalibracni krivky v testu ELISA

Set na stanoveni IL-8 obsahuje 60ul zakladniho
standardu o koncentraci 20ng/ml. Kalibrator je uréen
pro dve desky

Popiste pripravu celkem 7 kalibratoru ziskanych
dvojkovym redénim (geometricka rada), spotreba
kazdého kalibratoru do reakce bude 200 ul - pipetuje se
100ul kalibratoru na jamku, jamky jsou v dubletech)
pocitejte tak, abyste meli v kazdé zkumavce minimalné
200ul + 50 pul rezervni objem)

Jak provedete prvni redeni daného kalibratoru abyste
ziskali koncentraci 1000pg/ml?

Jak budete redit dale?



Redéni kalibratoru pro tvorbu
kalibracni krivky v testu ELISA

* Set na stanoveni IL-8 obsahuje 60ul zakladniho standardu o
koncentraci 20ng/ml. Kalibrator je uréen pro dvé desky

* Popiste pripravu kalibratort dvojkovym redénim
(geometricka rada), spotreba kazdého kalibratoru do
reakce bude 200 pl - pipetuje se 100ul kalibratoru na

jamku,j amky jsou v dubletech) pocitejte tak, abyste méli
v kazdé zkumavce minimalné 200 +50 ul rezervni objem)

* Jak provedete prvni redéni daného kalibratoru abyste
ziskali koncentraci 1000pg/ml? Ze zakladniho roztoku
budeme pipetovat 25ul a dam je do 475ul rediciho
roztoku: Ve 25ul je 500pg (v 1000ul je 20 pg), tj pokud

mame 500ug v 500ul, pak je koncentrace tohoto roztoku
1000pg/1000ul, tj. 1000pg/ml.



Redéni kalibratoru pro tvorbu
kalibracni krivky v testu ELISA

Set na stanoveni IL-8 obsahuje 60ul zdkladniho standardu o koncentraci 20ng/ml.
Kalibrator je uréen pro dvé desky

Popiste pripravu kalibrator( dvojkovym redénim (geometricka rada), spotreba
kazdého kalibratoru do reakce bude 200 pl - pipetuje se 100ul kalibratoru na
jamku,j amky jsou v dubletech) pocitejte tak, abyste méli v kazdé zkumavce
minimalné 200 +50 ul rezervni objem)

Jak provedete prvni fedéni daného kalibratoru abyste ziskali koncentraci
1000pg/ml? Ze zakladniho roztoku budeme pipetovat 25ul a dam je do 475ul
rediciho roztoku: Ve 25ul je 500pg (v 1000ul je 20 pg), tj pokud mame 500ug v
500ul, pak je koncentrace tohoto roztoku1000pg/1000ul, tj. 1000pg/ml.

Jak budete redit dale?

25 pL 250 pL  250pL 250 pL 250 pL 250 pl 250 pL

l"
t 250 pL Esa p_J 250 pL

Stﬂck 1,000 125 : 31.3  15.6 pg/mL
Solution




Titrace vzorku pro neprimou

imunofluorescnci

Zakladni redéni vzorku na vysetreni ANA NIF je 1:80
(nejednoznacné vyjadreni... mlUze znamenat 1+79 nebo
1+80). Pokud jsou ANA pri tomto redéni pozitivni,
ordinuje odecitajici vétSinou titraci (fedéni) vzorku.
Popiste, jakym zplsobem byste postupovali, (jaké
objemy séra a rediciho pufru byste pouzili), kdybyste
meli naredit vzorek séra:

1:80, 1:160a 1:320

1:320, 1:6405s 1:1280

Spotreba vzorku kazdé koncentrace na analyzu je 50 ul
(pocitejte s tim, aby byl v kazdé zkumavce rezervni
objem).




Titrace vzorku pro neprimou
imunofluorscenci

Redéni 1:80: 10ul séra a 800ul fediciho pufru (PBS)
Redéni 1:160 z Fedéni 1:80 vzit 100ul, pfidat 100ul PBS
Redéni 1:320 1z Fedéni 1:160 vzit 100ul, pfidat 100ul PBS

Redéni 1:320 pfimo ze séra: 5ul séra +1600ul PBS (nebo 10ul
séra + 3200ul PBS — dulezité je dodrzet pomér)

Nasledné redéni 1:640: z redéni 1:320 vzit 100ul, pridat 100ul
PBS

Nasledné redéni 1:1280: z redéni 1:640 vzit 100ul, pridat
100ul PBS



Vypocet absolutniho poctu lymfocytu

Pri vySetreni lymfocytarnich subpopulaci je kromé relativniho poctu
jesté zapotrebi uréit absolutni pocet lymfocytl a jejich subpopulaci,
tedy realny pocet bunék, ktery se nachazi v 1l krve.

Priklad:

Pocet leukocytl v krvi pacienta: 10x10°leukocytd/I

Z cytometrické analyzy vyplyva, Ze pacient ma 20% lymfocytl, 10%
monocytl. Kolik procent tvori granulocyty? Jaky je absolutni pocet
vSech lymfocytu?

Lymfocyty pacienta tvori 60% T-lymfocytd, 30% B-lymfocytl a 10%
NK bunék. ? Jaky je absolutni pocet vSech T-lymfocyti?
T-lymfocyty pacienta zahrnuji 60% pomocnych CD4+ T-lymfocytl a
40% cytotoxickych CD8+ T-lymfocytU. Jaky je absolutni pocet vSech
cytotoxickych T-lymfocyt?



VypocCty
10x10™leukocytl/I

Z cytometrické analyzy vyplyva, Ze pacient ma 20% lymfocytd, 10% monocytl. Kolik procent
tvori granulocyty? 100-(20+10)=70 Granulocyty tvofi 70% ze vsech leukocytd.

Jaky je absolutni pocet vsech lymfocyt(?
100%...... 10x1079/I
20%......2x10™° /I Absolutni poéet viech lymfocyta je 2x10™ /I.

Lymfocyty pacienta tvori 60% T-lymfocytl, 30% B-lymfocytld a 10% NK bunék. ? Jaky je
absolutni pocet vsech T-lymfocyt?
100%...... 2x107° /I

60%......1,2x10" /I Absolutni pocet vSech lymfocytu je 1,2x10™ /I.

T-lymfocyty pacienta zahrnuji 60% pomocnych CD4+ T-lymfocyt( a 40% cytotoxickych CD8+
T-lymfocytl. Jaky je absolutni pocet vSech cytotoxickych T-lymfocyt(?

100%......1,2x10"° /I

40%......4,8x10"8 /I Absolutni pocet viech lymfocyti je 4,8x10"8 /I.



