Akts

HiPo, 96-iedobju mikroplates fotometram (Biosan, Latvija) un QuantAssay analizes programmatdrai (Biosan,
Latvija) prieks enzimu imunosorbcijas (ELISA) reakciju iestatiSanas, nolasisanas un analizes, ir veikti kliniskie
pétijumi izmantojot komercialus reagentu komplektus Interleikina 8 un 10 (IL-8, IL-10) kvantitativajai

noteiksanai hroniskas nieru slimibas diagnozei (Vector-Best, Krievija).

Kltniskie pétijumi tika veikti Rigas Stradina Universitates Kliniskas imunologijas un imunogenétikas

laboratorija, Latvija.

Kltniskajos pétijumos tika izmantoti komercialie ELISA komplekti IL-8 (Interleikina-8 - ELISA - ABTS) un IL-10
(Interleikina-10 - ELISA - ABTS) koncentracijas noteikSanai cilvéka biologiskajos skidrumos un kultivésanas
barotnés. Visas reakcijas tika izmantota marrutku peroksidaze ka enzimatiskais apziméjums, savukart
tertrametilbenzidins tika izmantots ka tas substrats. Rezultatu registracija tika veikta paraléli uz abam
iericém pie vilnu garuma 450 nm: uz fotometra ELx800 (Biotek, ASV) un uz HiPo (Biosan, Latvija). Paraléli
tika veikta ari rezultatu analize, izmantojot programmatiras GEM5 (Biotek, ASV) un QuantAssay (Biosan,

Latvija).

IL-8 rezultati

Paraugu izvietojums 96-iedobju mikroplaté

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp

Al sdt) st 75 5] 10| 10| .18 18| .26 .26| .34 .34
Smp | Smp | Smp | Smp| Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp

B Sd2| Sd2 75 "53] 11| 11| .19| .19 .27| .27| .35| .35
Smp| Smp | Smp | Smp| Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp

Clsd3jsd3 "y " 4] 12| 12| .20| .20| .28 .28 .36 .36
Smp | Smp | Smp | Smp| Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp

D| Sd4| Sd4l "5 " 5] 13| 13| .21| .21| .29| .20 .37| .37
Smp| Smp | Smp | Smp| Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp

E| Sd5)Sd5 75| " 6| 14| .14| 22| .22| .30| .30 .38 .38
Smp| Smp | Smp | Smp| Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp

F | Sd6)Sd6 75 " 7] 15| 15| .23| .23| .31| .31| .39 .39

G PC PC Smp| Smp | Smp | Smp| Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp
.8 .8| .16 | .16 | .24 | .24 | .32| .32| .40| .40

H Smp. Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp

11 1(1:2) .9 .9 17| 17| .25| .25| .33| .33| .41 .41

Std. — Standarta kontroles paraugs; Smp. — Testa paraugs; (1:2) — atSkaidijums; PC — Pozitivas kontroles

paraugs




IL-8, absorbcijas vértibas
EIx800, paraugu absorbcijas vértibas, A = 450 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.052 0.053 0.110 | 0.119 | 0.082 | 0.080 | 0.167 | 0.180 | 0.755 | 0.730 | 0.154 | 0.146

0.142 0.160 0.553 | 0.530 | 0.121 | 0.117 | 0.167 | 0.180 | 0.132 | 0.123 | 0.721 | 0.703

0.387 0.408 0.313 | 0.284 | 0.104 | 0.097 | 0.168 | 0.190 | 0.614 | 0.582 | 0.872 | 0.784

1.046 0.966 0.164 | 0.157 | 0.247 | 0.217 | 0.152 | 0.178 | 1.188 | 0.910 | 0.719 | 0.637

2.128 2.046 0.341 | 0.313 | 0.089 | 0.086 | 0.651 | 0.779 | 0.460 | 0.406 | 0.135 | 0.123

3.786 3.644 0.112 | 0.099 | 0.098 | 0.093 | 0.640 | 0.584 | 0.249 | 0.232 | 0.258 | 0.229

1.719 1.759 0.091 | 0.092 | 0.109 | 0.098 | 0.367 | 0.223 | 0.173 | 0.154 | 0.371 | 0.347

I@mMmMmoO O I >

1.012 0.586 0.087 | 0.079 | 0.112 | 0.112 | 0.403 | 0.420 | 0.088 | 0.083 | 0.587 | 0.494

HiPo, paraugu absorbcijas vértibas, A = 450 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.047 | 0.047 | 0.108 | 0.111 | 0.071 | 0.070 | 0.158 | 0.174 | 0.746 | 0.721 | 0.147 | 0.138

0.143 | 0.164 | 0.557 | 0.533 | 0.124 | 0.118 | 0.169 | 0.177 | 0.134 | 0.127 | 0.723 | 0.697

0.392 | 0.407 | 0.317 | 0.283 | 0.106 | 0.097 | 0.169 | 0.190 | 0.613 | 0.572 | 0.864 | 0.775

1.044 | 0.973 | 0.164 | 0.153 | 0.242 | 0.209 | 0.148 | 0.175 | 1.179 | 0.904 | 0.715 | 0.644

2.127 | 2.062 | 0.349 | 0.316 | 0.089 | 0.084 | 0.651 | 0.774 | 0.457 | 0.406 | 0.139 | 0.125

3.743 | 3.801 | 0.109 | 0.102 | 0.105 | 0.097 | 0.646 | 0.581 | 0.253 | 0.235 | 0.263 | 0.237

1.708 | 1.766 | 0.088 | 0.089 | 0.106 | 0.094 | 0.364 | 0.221 | 0.166 | 0.145 | 0.369 | 0.344

T O Mmool m >

0.995 | 0.584 | 0.077 | 0.074 | 0.104 | 0.102 | 0.391 | 0.412 | 0.079 | 0.077 | 0.582 | 0.495

Merijumu rezultatu, kas iegiti uz fotometra Hipo, relativa novirze no mérijumu rezultatiem, kas iegiti uz
Elx 800

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10% 12% 2% 7% 16% 14% 5% 3% 1% 1% 5% 6%

0% 3% 1% 1% 2% 1% 1% 1% 1% 3% 0% 1%

1% 0% 1% 0% 1% 0% 0% 0% 0% 2% 1% 1%

0% 1% 0% 3% 2% 4% 2% 2% 1% 1% 1% 1%

0% 1% 2% 1% 0% 3% 0% 1% 1% 0% 3% 1%

1% 4% 2% 3% 7% 5% 1% 1% 1% 1% 2% 4%

1% 0% 3% 3% 3% 4% 1% 1% 4% 6% 1% 1%

T O Mmoo w >

2% 0% | 13% 7% 8% | 10% 3% 2% | 11% 8% 1% 0%




Rezultati

Rezultatu novértésana un interpretacija tika veikta programmatira, ievietojot standarta kontroles paraugu
absorbcijas vértibas kalibrésanas liknés: GEM 5 (Biotek, ASV) - rezultatiem, kas iegiti uz EIx800 un
QuantAssay (Biosan, Latvija)- rezultatiem, kas iegti uz Hipo.

Kalibresanas likne, GEM5

Rezultati tika aprekinati ievietojot 6 standarta kontroles paraugu absorbcijas vértibas (divos eksemplaros) 5
parametru logistiskaja modelr (5PL).
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Diagrammas teksta tulkojums : NonLinear5Param — nelinears 5 parametru, curve name — liknes nosaukums,
curve fornula — ltknes formula

Standartu koncentracijas aprékina rezultati

Standarts, Gem 5, .
sl Plate sl Novirze

0 A1 0.36 —

5 B1 4.16 17%

15 C1 14.20 5%

40 D1 42.93 7%

100 E1 101.70 2%

250 F1 260.93 4%

0 A2 0.40 —

5 B2 4.90 2%

15 C2 15.06 0%

40 D2 39.23 2%

100 E2 96.52 3%

250 F2 240.54 4%




Kalibresanas likne, QuantAssay

Rezultati tika aprekinati ievietojot 6 standarta kontroles paraugu absorbcijas vértibas (divos eksemplaros) 5

parametru logistiskaja modelr (5PL).

5 Parameters Logistic Model

¥ A+ (DX C B E)
A=3280T7,0=-328.03,C=T31T,B =113 E= 0.1
R-Square = 1.00
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Diagrammas teksta tulkojums : 5 Parameters Logistic Model - 5 parametru logistiskais modelis,
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concentration - koncentracija

Standartu koncentracijas aprékina rezultati

Stir;;rlts, Plate Quir;t/?zfay, Novirze

0 A1 <0.00 —

5 B1 4.45 11%
15 C1 14.44 4%
40 D1 42.10 5%
100 E1 101.76 2%
250 F1 246.62 1%
0 A2 0.13 —

5 B2 5.34 7%
15 C2 15.03 0%
40 D2 38.84 3%
100 E2 97.53 2%
250 F2 253.57 1%

o0 220

240




Paraugu koncentracija aprekinata programmatira GEM5, pg / ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.36 0.40 2.84 321 166 | 1.58 | 5.19 572 1 29.79 | 28.70 | 4.65| 4.32
B 4.16 490 | 21.11| 2015 | 3.29 | 313 | 5.19 572 | 3.75| 3.38 | 28.31 | 27.53
C 14.20 | 15.06 | 11.16 997 | 259 | 229 | 523 6.13 | 23.70 | 22.34 | 34.97 | 31.06
D 4293 | 39.23 5.06 478 | 846 | 7.23 | 457 5.64 | 49.67 | 36.69 | 28.22 | 24.68
E |101.70 | 9652 | 1230 | 11.16 | 196 | 1.83 | 25.28 | 30.84 | 17.22 | 1498 | 3.87 | 3.38
F | 260.93 | 240.54 2.92 238 | 233 | 213 | 24.81 | 2243 | 854 | 7.84 | 891 | 7.72
G 77.23 | 79.48 2.04 208 | 2.79 | 2.33 | 13.37 748 | 543 | 4.65|13.54 | 12.55
H 4135 | 22.51 1.87 153 | 292 | 292 | 1486 | 1556 | 1.91 1.70 | 22.55 | 18.64
Paraugu koncentracija aprekinata programmatira QuantAssay, pg / ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.00 0.13| 297 3.13| 132 | 131 | 509 | 575|28.93|27.84| 4.63| 4.25

B 4.45 534 |21.08 | 20.08| 3.67| 343 | 553 | 587 | 4.08| 3.78 | 27.92 | 26.85
c 14.44 | 15.03 | 11.45 | 10.09 | 2.88 | 2.50 | 5.52 | 6.38 | 23.37 | 21.67 | 34.01 | 30.16
D 42.10 | 38.84| 531 | 488 | 848 | 7.14| 4.69| 5.77 | 48.41 | 35.75 | 27.58 | 24.63

E | 101.76 | 97.53 | 12.71 | 11.42 | 2.14| 1.92 | 2493 | 30.09 | 17.03 | 15.01 | 4.30 | 3.70

F | 246.62 | 253.57 | 3.04 | 2.74| 2.86| 2.53|24.71 | 2203 | 890| 819 | 9.30| 8.29
G 76.05| 79.43 | 2.13| 2.16 | 288 | 2391331 | 7.64| 540 | 4.53 | 13.51 | 12.53
H 39.82 | 22.15| 163 | 146 | 280 | 2.71|14.41 | 1523 | 1.72 | 1.61 | 22.07 | 18.55




IL-10 rezultati

Paraugu izvietojums 96-iedobju mikroplaté

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Std. 1 | std 1 | SmP: | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp
‘ ' 2| 2| .10] .10 .18 .18| .26| .26| .34 .34

Smp. Srﬁp Smp | Smp | Smp | Smp | Smp| Smp | Smp | Smp
Sd.28d-20 7| s | 41| 11| 19| 19| .27 27| .35]| .35

Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp | Smp

Std. 3 | Std. 3 4 4| 12| 12| 20| .20| .28| .28| .36| .36

Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp | Smp

Std. 4 | Std. 4 5| .5| 13| 13| .21| .21| .29| .29| .37| .37

Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp| Smp | Smp | Smp | Smp | Smp

Std. 5| Std. 5 6 6| .14 .14| .22| .22| .30| .30| .38| .38

Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp

Std. 6 | Std. 6 7| 7| 15| 15| 23| .23| .31| .31| .39 .39

PC PC Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp
8 8| .16 .16 | .24 | .24 | .32| .32| .40 .40

I &  m m| O O | W| >

Smp. | Smp. | Smp. | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp | Smp
1 1 9 .9 17| 17| .25] .25] .33 | .33 .41| .41

Std. — Standarta kontroles paraugs; Smp. — Testa paraugs; (1:2) — atSkaidijums; PC — Pozitivas kontroles
paraugs

IL-10 plates absorbcijas véertibas
EIx800, paraugu absorbcijas vértibas, A = 450 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.100 | 0.101 | 0.144 | 0.152 | 0.110 | 0.108 | 0.125 | 0.119 | 0.130 | 0.122 | 0.112 | 0.107

0.130 | 0.137 | 0.118 | 0.118 | 0.114 | 0.107 | 0.115 | 0.125 | 0.103 | 0.097 | 0.107 | 0.124

0.231 | 0.241 | 0.086 | 0.092 | 0.135 | 0.137 | 0.126 | 0.122 | 0.108 | 0.104 | 0.114 | 0.118

0.425 | 0.455 | 0.102 | 0.104 | 0.130 | 0.133 | 0.104 | 0.106 | 0.114 | 0.119 | 0.108 | 0.114

1.385 | 1.469 | 0.120 | 0.119 | 0.131 | 0.131 | 0.114 | 0.108 | 0.105 | 0.100 | 0.099 | 0.110

3.115 | 3.317 | 0.112 | 0.109 | 0.109 | 0.113 | 0.105 | 0.104 | 0.106 | 0.098 | 0.099 | 0.108

1.123 | 1.186 | 0.119 | 0.122 | 0.101 | 0.101 | 0.098 | 0.098 | 0.109 | 0.109 | 0.101 | 0.105

I MMmMmOO >

0.108 | 0.112 | 0.106 | 0.102 | 0.110 | 0.108 | 0.101 | 0.108 | 0.098 | 0.094 | 0.110 | 0.109

HiPo, paraugu absorbcijas vértibas, A = 450 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.099 | 0.100 | 0.150 | 0.155 | 0.113 | 0.109 | 0.132 | 0.123 | 0.131 | 0.118 | 0.108 | 0.106

0.131 | 0.136 | 0.122 | 0.120 | 0.124 | 0.117 | 0.123 | 0.124 | 0.099 | 0.098 | 0.104 | 0.105

0.229 | 0.244 | 0.093 | 0.104 | 0.142 | 0.140 | 0.159 | 0.126 | 0.109 | 0.104 | 0.109 | 0.112

0.421 | 0.462 | 0.108 | 0.104 | 0.131 | 0.148 | 0.115 | 0.118 | 0.114 | 0.113 | 0.105 | 0.106

1.389 | 1.471 | 0.124 | 0.126 | 0.135 | 0.137 | 0.116 | 0.107 | 0.105 | 0.106 | 0.101 | 0.116

3.115 | 3.355 | 0.109 | 0.115 | 0.113 | 0.110 | 0.106 | 0.099 | 0.103 | 0.099 | 0.094 | 0.104

1.111 | 1.187 | 0.119 | 0.119 | 0.100 | 0.102 | 0.097 | 0.097 | 0.104 | 0.107 | 0.101 | 0.103

T O Mmool olm >

0.133 | 0.109 | 0.104 | 0.097 | 0.105 | 0.106 | 0.096 | 0.108 | 0.093 | 0.091 | 0.103 | 0.104




Merijumu rezultatu, kas iegtti uz fotometra Hipo, relativa novirze no mérijumu rezultatiem, kas iegtti uz

Elx 800
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1% 1% 4% 2% 3% 1% 6% 4% 1% 3% 3% 0%
B 0% 1% 3% 2% 8% 9% 7% 1% 4% 1% 2% | 16%
C 1% 1% 8% | 13% 5% 2% | 26% 4% 1% 0% 4% 5%
D 1% 2% 6% 0% 1% | 11% | 11% | 11% 0% 5% 3% 7%
E 0% 0% 3% 6% 3% 4% 2% 1% 0% 6% 2% 5%
F 0% 1% 3% 6% 4% 3% 1% 5% 3% 1% 5% 4%
G 1% 0% 0% 2% 1% 1% 1% 1% 5% 2% 0% 2%
H 23% 2% 2% 5% 5% 1% 5% 0% 6% 3% 7% 4%

Kalibrésanas likne, GEM5

Rezultati tika aprekinati ievietojot 6 standarta kontroles paraugu absorbcijas vértibas (divos eksemplaros) 5

parametru logistiskaja modelr (5PL).

MonlinearsParam
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Diagrammas teksta tulkojums :
curve fornula — ltknes formula

NonLinear5Param — nelinears 5 parametru, curve name — liknes nosaukumes,




Standartu koncentracijas aprékina rezultati

Standarts, Gem 5, ;
Plate Novirze
pg/ml pg/ml

0 Al 0.00 —

5 B1 3.48 30%

20 Cc1 20.47 2%

50 D1 50.19 0%

200 El| 191.97 4%

500 F1 | 480.56 4%

0 A2 0.00 —

5 B2 4.77 5%

20 Cc2 22.06 10%

50 D2 54.66 9%

200 E2 | 204.66 2%

500 F2 | 519.44 4%

Kalibrésanas likne, QuantAssay
Rezultati tika aprekinati ievietojot 6 standarta kontroles paraugu absorbcijas vértibas (divos eksemplaros) 5
parametru logistiskaja modelr (5PL).

5 Parameters Logistic Model

. ) Aralyte
v= A+ (D{1+H{X/CH B} E) & Tt

A=45110, 0 = -451.00, C = 2170.68, B = 1.00, E = 0.03 —
R-Square = 1.0
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3_
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024
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Diagrammas teksta tulkojums : 5 Parameters Logistic Model - 5 parametru logistiskais modelis,
concentration - koncentracija



Standartu koncentracijas aprékina rezultati

St;r;(/:lra;rlt = Plate Qu?gt/ﬁr:isay, Novirze

0 Al 0.00 —

5 B1 4.59 8%
20 C1 18.91 5%
50 D1 46.99 6%
200 E1l 193.58 3%
500 F1 478.87 4%
0 A2 0.07 —

5 B2 5.34 7%
20 Cc2 21.08 5%
50 D2 53.05 6%
200 E2 206.43 3%
500 F2 521.30 4%

Paraugu koncentracija aprekinata programmatira GEM5, pg / ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

0.00 0.00 6.03 | 7.43 | 0.00 | 0.00 | 2.53 1.34 3.48 | 1.94 | 0.00 | 0.00

3.48 4.77 113 (113 | 025 | 0.00 | 0.48 2.53 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.34

20.47 | 22.06 | 0.00 | 0.00| 440 |4.77 | 272 1.94 0.00 | 0.00 | 0.25 | 1.13

50.19 | 5466 | 0.00 | 0.00| 3.48 | 4.04 | 0.00 0.00 | 0.25 |1.34 | 0.00 | 0.25

191.97 | 20466 | 154 | 134 | 3.67 | 3.67 | 0.25 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

480.56 | 519.44 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

152.87 | 162.21 | 134 |1.94 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

IOMmMmOO m >

0.00 0.00 0.00 | 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

Paraugu koncentracija aprekinata programmatira, QuantAssay, pg/ml

1 2 3 | 4 5 | 6 7 8 | 9 | 10 | 11 ] 12

0.00 0.07| 7.35| 8.19| 2.07| 1.43 4.86 3.53| 4.61 283|134 1.08

4.59 534 | 3.33| 3.09| 3.57| 2.55| 3.45 3.59 | 0.00|0.000.77 | 0.81

1891 | 21.08| 0.00| 0.70 | 6.31| 5.93 8.70 3.99| 147|0.75|1.45|1.86

46.99 | 53.05| 1.29 | 0.64| 4.61 | 7.06 2.35 2,77 | 2.10|2.07 | 0.83 | 1.06

193.58 | 206.43 | 3.65| 3.92| 5.23| 546 | 2.1 1.20 | 0.93]0.99 |0.22 | 245

478.87 | 521.30 | 1.47 | 2.36 | 2.07 | 1.59 1.00 0.02 | 0.53 | 0.00 | 0.00 | 0.67

150.55 | 162.32 | 2.94| 2.90| 0.09| 0.35 0.00 0.00| 0.72]1.19|0.30 | 0.53

I O MmOl O B >

4.95 1.51| 0.76 | 0.00 | 0.80| 1.08 0.00 1.30 | 0.00 | 0.00 | 0.50 | 0.76




Secinajumi

lerices jutigums un dinamiska amplitlda atbilst specifikacijai.

Elx 800 un HiPo fotometru salidzinoSo pétijumu rezultati tieSam atbilst.

Ar QuantAssay aprékinatas koncentracijas vidéja relativa novirze neparsniedza 3.5%.

QuantAssay programmatdira ir érta un lietotajam draudziga.

Analizes atrums, jutiguma un linearitates amplitlda atbilst augstakajiem pasaules raZotaju standartiem.

Pamatojoties uz minéto informaciju, més secinam, ka HiPo var rekomendét ka meérierici optiska blivuma
registréSanai imindiagnostikas un imunologsikas metodés 96-iedobju plakanas pamatnes mikroplates
formata.



