Reseni prikladu anti-CD28 fedéni:
Vstupni Udaje:

e 10 kontrolnich osob a 10 pacientli = 20 osob

e Na kazdou osobu jsou tfeba 2 jamky v mikrotitracni desti¢ce — dohromady 2 krat 20 = 40
jamek

e Jedna jamka ma objem 200ul (200 tis bunék v jamce je pro tento vypocet nepotiebny Udaj)

e Zasobni koncentrace anti-CD28 = 1 mg/ml = 1000 ug v 1000 ul = 1ug = 1ul

Vypocet:

1) Potfebujeme koncentraci 2 ug/ml (v 1000 ul jsou obsazeny 2 ug CD28 = objemem 1000ul
roztoku lIze naplnit celkem 5 jamek o objemu 200ul (1000/200=5) = tedy v jedné jamce je
obsazeno 2ug/5=0,4ug CD28)

2) Jamek bude tfeba 40 - 40 krat 0,4 ug CD28 = 16 ug CD28 (a jelikoZ 1ug CD28 je roven 1ul
CD28 (koncentrace 1mg/ml), tak 16ug CD28 = 16 ul CD28)

Prakticky je tfeba si uvédomit, ze aby bylo mozné burnky pipetovat do jamek o zndmém mnozstvi
(napf 200tis/jamka), musi byt nafedény v urcitém objemu ¢istého média a ¢ast vzorku je vyuzita na
spocitani koncentrace. Tento vypocet ale neni soucasti této ulohy, takze koncentraci bunék

neresime.

Obvykle se postupuje tak, Ze pfipravenou bunécnou suspenzi (v ¢istém médiu) pipetujeme v mnozstvi
195 ul do jamky (ve 195 ul média je obsazeno 200 tis bunék). Zbyvajicich 5 ul, které do 200 chybi,
doplnime pravé pfipravenym roztokem anti-CD28.

Takze

3) Na jednu jamku zbyvd objem 5 ul, ktery ma doplnit nami pfipraveny roztok CD28 — jamek je
40 — nasobime 5 = na 40 jamek je tfeba 200 ul nafedéné CD28 (40 krat 5)

4) V kroku 2 jsme spocitali, Ze celkem potiebujeme 16ug (= 16ul zdsobni CD28) — vypocet je
velmi jednoduchy — 16ul CD28 + x ul média = 200ul roztoku = tedy 200 — 16 = 184ul média.

Zavér: Smichame 16ul zasobni CD28 se 184ul média a ziskdme tak 200ul smési anti-CD28
v koncentraci 2ug/ml. Tato smés vystaci presné na 40 jamek za predpokladu, Ze do jedné budeme
pipetovat 5ul.

Pozn. Pro¢ pracujeme pravé s 5ul? = Je na nas jaky objem anti-CD28 si na jamku zvolime. DileZité je
dodrzet konec¢ny objem 200ul v jamce — pracujeme pouze s poméry bunécné suspenze a roztoku
anti-CD28. Samoziejmé se miZeme rozhodnout, Ze 5ul se nam pipetovat nechce a vice se nam libi
pipetovat 180ul bunék a 20ul anti CD28 — v takovém pfipadé si musime upravit koncentraci bunék
(neni soucast tohoto prikladu) i koncentraci anti-CD28

Reseni prikladu proto miize mit vice cest:

Modelova situace — laborantka ztratila 5ul pipetu a v laboratofi ndm zbyla jen pipeta na objem 10 ul.
Costim?



Budeme muset pipetovat 190 ul bunék a k tomu pridat 10 ul nafedéné CD28 na jamku —v tom
prfipadé by vypocet vypadal takto:

10ul natfedéné CD28 na jamku — 40 jamek krat 10ul = 400 ul

Objem anti-CD28 zUstava stéle stejny (16ul) — jediné, co se méni, je objem fediciho média - takze
400 — 16 = 384 ul média.

Zavér:

Pipetujeme 190ul bunék a 10ul pfipravené anti-CD28 (16ul anti-CD28 + 384ul média).

Pozndmky k zdpoctovému testu.

Pokud by nekdo mél pocitat tuto ulohu, v zdpoctovém prikladu budete mit uvedeno, jaky objem bunék
a anti-CD28 mdte pipetovat. Nebude tfeba si vymyslet své vilastni poméry ©

Co se vypoctl redéni tyce, upozorriuji na vSem dobre zndmé zmatky v fedéni:

1:10 (je to 1dil + 10 dili jako v biochemii, nebo 1+9 dilii jako v mikrobiologii nebo imunologii?) 2>
Redéni zdvisi na konkrétni metodé, vZdy je tfeba si precist letdk od vyrobce, kde je toto jasné
specifikovano)

V zdpocétovém prikladu bude jasné uvedeno, jaky zplisob Fedéni mdte pouZit. Pokud by mél presto
nékdo pochybnosti, nevdhejte se obrdtit na ucitele.

Imunofluorescence obvykle vyuZiva redéni, které je typické pro biochemii (tedy ta varianta, kde 1:10
znamend 1+10).



