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Sammendrag

Bakgrunn: Formalet med denne oppgaven var a starte bruken av plateleseren Tecan SPARK

ved instituttet, inkludert & utarbeide en instrumentprotokoll og prosedyrer til instrumentet.

Metode: Til utformingen av instrumentprotokollen og prosedyrene ble det brukt maler for
kvalitetssikring av laboratoriearbeid ved NTNU. Innholdet i instrumentprotokollen og
prosedyrene ble hentet fra instrumentmanualen og programvaremanualen som ble levert med
instrumentet. Prosedyrene og instrumentprotokollen ble utprgvd ved forsgk som hadde til
formal & undersake effekten av ulike innstillinger som ble beskrevet i prosedyrene og

instrumentprotokollen.

Resultater: Det ble utarbeidet en instrumentprotokoll, samt prosedyrer for maling av
absorbans, fluorescens, kjemiluminescens, celletelling, celleviabilitet og cellekonfluens.
Gjennom utprgvingene ble det gjort ulike erfaringer med malemetodene og innstillingene som
Tecan SPARK tilbyr. Instrumentprotokollen og prosedyrene var velegnet for utprgving av

instrumentet og vil veere til stor hjelp ved bruk av instrumentet framover.

Konklusjon: Tecan SPARK har mange malemetoder, hvorav flere har blitt undersgkt og
implementert igjennom denne bacheloroppgaven. Prosedyrene og instrumentprotokollen har
lagt til rette for maling av absorbans, fluorescens, kjemiluminescens, celletelling,

celleviabilitet og cellekonfluens.



Abstract
Background: The purpose of this bachelor thesis is to start the use of Tecan SPARK Plate

Reader, including preparation of an instrument protocol and procedures for the use of the

instrument.

Method: The preparation of the instrument protocol and the procedures for use of the
instrument were based on templates for laboratory quality assurance at NTNU. The contents
of the instrument protocol and the procedures were taken from the instrument manual and the

software manual delivered with the instrument.

Results: An instrument protocol and procedures for absorbance, fluorescence,
chemiluminescence, cell counting, cell viability and cell confluence were established. During
testing of the protocol and procedures experiences were made with the different measurement
techniques and settings offered by Tecan SPARK. The instrument protocol and procedures
proved to be well suitable for operation of Tecan SPARK and will be of great help for the use

of the instrument going forward.

Conclusion: Tecan SPARK offers a wide range of measurement techniques, many of which
have been explored and implemented by this bachelor thesis. These measurement techniques
include absorbance, fluorescence, chemiluminescence, cell counting, cell viability and cell

confluence.
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1. Innledning

Innenfor bade diagnostikk og forskning sees en utbredt anvendelse av analyseplattformer der
man kan analysere mange prgver samtidig. Platelesere er en slik analyseplattform, der
avlesningen foregar i en mikrotiterplate med brgnner som fungerer som prgveholdere. Ulike
praver pipetteres i forskjellige brgnner og analyseringen av alle pravene skjer i en og samme
operasjon. Analyseringen muliggjares av et avansert optikksystem, sammen med et
programvareprogram som er designet for prosessering og tolkning av signalene. Muligheten
til & analysere mange praver pa kort tid bidrar til effektivt laboratoriearbeid, og er nyttig bade

innen forskning og diagnostikk.

Tecan SPARK er en mikrotiter plateleser som er tilegnet bruk i forskningslaboratorier og er
vist i Figur 1. Avhengig av instrumentets konfigurasjon kan instrumentet benyttes til maling
av absorbans, fluorescens, «time resolved fluorescence», fluorescens polarisering og
luminescens av biologiske og ikke-biologiske prgver, samt billedtaking av fluorescenshilder
og «bright field» bilder. Sammen med dette kan avleseren brukes til endepunktsanalyser og
kinetiske malinger. Instrumentet leveres sammen med en SparkControl-programvare, som gir

brukerkontroll over instrumentet og behandler data fra malingene.
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Figur 1: Bilde av plateleseren Tecan SPARK (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 1).



1.1 Vanlige teknologier i en plateleser

1.1.1 Absorbans
Absorbans defineres som mengden av innfallende lys som en lgsning vil absorbere ved
lyseksponering (Burtis & Burns, 2015, s. 131). Ulike kromoforer har spesifikke og
karakteristiske balgelengder for absorbsjon, og absorbsjonen vil derfor avhenge av
bglgelengden til det innfallende lyset. Absorbans og transmisjon er relativt til hverandre, da
transmisjon er et mal pa mengden lys som passerer gjennom Igsningen. Transmisjonen T
illustreres i formel (1), der lo representerer det innfallende lyset og | representerer intensiteten

av det transmitterte lyset.

T=- (1)

Io

Forholdet mellom innfallende lys og transmittert lys er ogsa illustrert i Figur 2.

S
Iy I
Innfallende lys Transmittert lys

Figur 2: Viser forholdet mellom innfallende lys (lo) og transmittert lys (1) ved en absorberende lgsning. Figuren ble lagd i
programmet BioRender.com.

Siden mengden lys som blir absorbert og transmisjon er avhengige av hverandre, kan
transmisjonen brukes til & beskrive absorbsjonen A (Burtis & Burns, 2015, s. 131). Dette

forholdet er gitt i formelen (2).

A=—logT (2)

Ved maling av en analytts konsentrasjon i en lgsning benyttes absorbans i stedet for

prosentvis transmisjon. Grunnen til dette er at absorbsjonen er linezer med konsentrasjonen av



kromoforen, mens prosentvis transmisjon vil veere eksponentiell med analyttkonsentrasjonen.

Denne forskjellen er vist i Figur 3.

Absorbans % Transmisjon

A A

v
v

Konsentrasjon Konsentrasjon

Figur 3:Graf A viser et linezrt forhold mellom absorbans og konsentrasjon, mens graf B viser det eksponentielle forholdet
mellom konsentrasjon og prosentvis transmisjon. Figuren ble lagd i BioRender.com.

Den lineare proporsjonaliteten ved absorbansmalingene gjer at man kan benytte Beers lov
ved konsentrasjonsutregning (Burtis & Burns, 2015, s. 132). Beers lov viser ogsa at
absorbsjonen vil avhenge av kromoforens molare absorptivitet €, som er en konstant for
kromoforens absorberende evne ved en bestemt bglgelengde gitt bestemte forhold mellom
lgsningsmiddel, temperatur og pH. Lysveien b representerer kuvettelengden, og oppgis i

centimeter (Burtis & Burns, 2015, s. 132). Beers lov er vist i formel (3).

A=¢-b-c (3)

1.1.2 Luminescens

Luminescens er emisjon av lys som resultat av en kjemisk, biologisk eller elektrokjemisk
reaksjon (Burtis & Burns, 2015, s. 146). Det finnes flere typer luminescens, som varierer med
hvilken pavirkning eller reaksjon som kreves for a danne lysemisjonen. Fluorescens og

kjemiluminescens er ulike typer luminescens, og vil beskrives nermere i dette kapittelet.



Kjemiluminescens
Kjemiluminescens finner sted nar et atom eller molekyl returnerer fra et hgyere energiniva

tilbake til et lavere energiniva som faglge av en kjemisk reaksjon (Burtis & Burns, 2015,
s.146). Eksiteringen kommer av oksideringsreaksjon, ofte forarsaket av en kjemisk reaksjon
med forbindelser som luminol, isoluminol, acridiumestere, hydrogenperoksidaser, hypokloritt
eller oksygen. Slike reaksjoner forekommer ved katalysatorer som enzymer, for eksempel
alkalisk fosfatase, pepperrot peroksidase og mikroperoksidase. Metallioner og
metallkomplekser kan ogsa katalysere en oksidasjonsreaksjon, eksempelvis kan toverdige
kobberioner og treverdige jernioner katalysere (Burtis & Burns, 2015, s. 146).
Kjemiluminescens er dermed ikke avhengig av en spesifikk eksitasjonsbglgelengde for
innsending av lys, slik som absorbans og fluorescens er. Likevel vil
kjemiluminescensemisjonen ha et spesifikt balgelengdeomrade der emisjonen er hgyest.
Hvilken bglgelengde som gir hgyest luminescenssignal avhenger av hvilket luminescerende

substrat (luminoforer) som blir benyttet.

Et eksempel pa en slik kjemiluminescensreaksjon, er luminol og 3-aminoftalsyre (3-APA). |
naerveer av hydrogenperoksid vil denne reaksjonen danne blatt lys etter formel (5) (White et
al., 1964). Her er det ingen forskjell i kjemisk struktur mellom mellomproduktet og produktet,

men det er forskjell i energiniva.

CgH,;N;0,(luminol) + H,0,(peroksidase) — 3 — APA (eksitert tilstand) —
3 — APA (lavere energiniva) + lys (5)

Luminescensbaserte metoder blir i dag ofte brukt til & male aktiviteten til enzymmerkede
forbindelser (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 119). Da vil luminoforer som blir dekomponert
av enzymer sende ut luminescensemisjonen. Signalet tolkes som proporsjonalt til antallet av
enzymmerkede forbindelser gitt tilstrekkelig med substrat. Luminescens brukes ofte som en
paraplybetegnelse for emisjonstyper som ikke krever termisk straling. Tecan definerer
derimot luminescens som emisjonstyper der det ikke kreves bglgelengdeeksitasjon, noe som
utelukker fluorescens fra luminescensbegrepet hos Tecan (Tecan Austria GmbH, 2020, s.
119). Videre referanser til luminescens vil ta utgangspunkt i Tecans definisjon av

luminescens, kjemiluminescens vil derfor havne innenfor denne kategorien.



Fluorescens
Fluorescens finner sted nar et molekyl absorberer lysenergi pa en bestemt bglgelengde, for sa

a emittere lys i form av fotoner pa en lengre bglgelengde (Burtis & Burns, 2015, s. 139). Et
atom eller et molekyl som har evnen til a fluorisere betegnes som en fluorofor. Nar en

fluorofor belyses med lys av eksitasjonsbglgelengde vil elektroner eksiteres, og fluoroforen
vil oppna hgyere energi. Energien frigis delvis som vibrasjonsenergi, men ogsa som fotoner

som gir fluorescensen. Denne prosessen er fremstilt i Figur 4.

Energi
Eksitert tilstand

"

. Eksitert tilstand

Emisjonslys, ved
emisjonsbalgelengde

Eksitasjon

Emisjon

Eksitasjonslys, ved
eksitasjonsbelgelengde

Grunntilstand

Figur 4: Viser en skjematisk fremstilling av fluorescensdannelse. Femkanten representerer en fluorofor som blir eksitert
og far hgyere energi, for s & emittere fotoner og gi fluorescens. Figuren ble lagd i programmet BioRender.com

Forskjellen mellom eksitasjonsbglgelengden og emisjonsbglgelengden kalles «Stokes shift».
Dette er en konstant som betegner energitapet mellom fluoroforens eksiterte tilstand til den
nar grunntilstanden igjen, der det dannes bade fluorescens og vibrasjonsenergi. Dette
energitapet er grunnen til at emisjonsbglgelengden er lengre enn eksitasjonsbglgelengden
(Burtis & Burns, 2015, s. 139). Forskjellen i bglgelengder er illustrert i Figur 5.



Fluorescensintensitet
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Figur 5: Viser forskjell i fluorescensintensitet ved gkende bglgelengde, for eksitasjon
0g emisjon. «Stokes shift» konstaterer forskjellen mellom bglgelengden for eksitasjon
og emisjon. Figuren er lagd i BioRender.com

Forholdet mellom konsentrasjonen ¢ og intensiteten av fluorescensemisjonen F kommer av
Beers lov, og er illustrert i formel (4). Her kan man se at fluorescensemisjonen avhenger av
fluorescenseffektivitet ¢, eksitasjonslysets intensitet lo, molar absorptivitet € som er
karakteristisk for fluoroforen, lysvei b og konsentrasjon av fluoroforen c.
Fluorescenseffektiviteten uttrykkes som ratioen mellom lyset som eksiteres og lyset som
emitteres (Burtis & Burns, 2015, s. 140). Hvis forholdet mellom mengden eksitert lys er
tilnzermet likt mengden av emisjonslys, sa vil dette gi et hgyere fluorescenssignal. Hvis dette
forholdet er mindre, vil det resultere i et lavere fluorescenssignal.

F=¢-ly-e-b-c (4)

Det linezere forholdet mellom konsentrasjon og fluorescensemisjon er gitt at lgsningen ikke
absorberer mer enn 2 % av eksitasjonslyset (Burtis & Burns, 2015, s. 145). Hvis absorbansen
overstiger 2 % vil ikke denne sammenhengen vare linear lenger, pa grunn av fenomenet
indre filter effekt. Fenomenet opptrer nar eksitasjonslyset absorberes av fluoroforer gjennom
lysveien, slik at eksitasjonsintensiten dempes gjennom kuvetten. Dermed vil hgye
konsentrasjoner av fluoroforer gjare at absorbansen av eksitasjonslyset gker, men deler av
eksitasjonsintensiteten vil ga tapt gjennom lysveien. Konsekvensen av dette er at

emisjonsmalingene blir falskt for lave (Burtis & Burns, 2015, s. 145).



1.2 Maleteknikker og optikk i Tecan SPARK plateleser
SPARK er et plateavlesningsinstrument fra Tecan. En plateleser brukes i laboratoriet for &
male fysiske, biologiske og kjemiske reaksjoner i branner i mikrotiterplater. Mikrotiterplatene
fungerer som prgvebeholder der ulike praver pipetteres i forskjellige brgnner. En plate kan
inneholde mange bragnner og gir dermed mulighet til & analysere et stort antall praver pa kort
tid. SPARK har kun ett malehode som flyttes fra en brenn og detekterer signalet der, fer det
sa beveges til neste brgnn og gjer det samme der. Sammenlignet med standard
spektrofotometere der man kun maler én prgve av gangen, gir mikrotiterplatene og platelesere

mulighet for & analysere et starre antall prgver pa kortere tid.

Instrumentet er beregnet for bruk i forskningslaboratorier og har en rekke maleteknikker.
Blant disse maleteknikkene finner man en absorbansmodul og en kuvettemodul for
absorbansmalinger, samt malinger av absorbansskan. Sammen med dette finner man bade en
toppmodul og en bunnmodul for avlesningen av fluorescens. Toppmodulen kan stilles inn
etter en standard innstilling og en forbedret innstilling («<Enhanced Module»), der sistnevnte
er beregnet for svakere fluorescenssignaler. Det er ogsa mulighet til & avlese fluorescensskan
gjennom toppmodulen og bunnmodulen. Luminescensmalinger kan gjennomfares i en
standardmodul og en forbedret modul som ogsa er egnet for svakere luminescenssignaler.
Instrumentet har ulike funksjoner for billedtaking av celler i kultur, som brukes for & vurdere
cellekonfluens og celleviabilitet, og kan gjennomfare celletellinger. Alle maleteknikkene og
funksjonene ovenfor vil gjennomgas i det fglgende kapittelet. Programvaren som gjer disse
maleteknikkene mulig vil ogsa presenteres i dette kapittelet.

1.2.1 Programvaren Spark Control Dashboard
SPARK-instrumentet styres gjennom programvaren SparkControl Dashboard eller

SparkControl Magellan. Alle prosedyrer tar utgangspunkt i SparkControl Dashboard, og det
er denne programvaren som vil beskrives i dette kapittelet. Ved & bruke SparkControl
Dashboard kan man kommunisere med det tilkoblede instrumentet, starte malinger og falge
med pa pagaende malinger (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 93). En oversikt over
SparkControl Dashboard er gitt i Figur 6. 01 Hjemknappen brukes for a vise hjemskjermen.

02 Viser navigasjonshistorie i programvaren nar det apnes ulike applikasjoner. 03



Arbeidslisterute viser arbeidslisten til instrumentet. 04 Navigasjonsverktgyet pa venstre side
brukes til a bytte til andre SparkControl komponenter, for eksempel «Method Editor». 05
Metodeknappene kan velges ut ifra hvilke metoder som er satt opp og lagret i programvaren.
Her finner man ogsa informasjon om hvilket instrument som er koblet til og hvilke moduler
som er tilgjengelig. Eksempelvis kan «Method Editor» (vist i Figur 7) dpnes gjennom en av
disse knappene. Om man trykker pa Instrument-ikonet med serienummeret nede til venstre vil
knappene 06, 07, 08 og 09 bli tilgjengelig. Dette er en gruppe knapper som er designet for
instrumentinnstillinger som kontroller gassnivaene og temperaturen i instrumentet. Filter og
speil kan ogsa byttes ut gjennom disse knappene, og injektorprosedyrer kan ogsa settes i gang
her (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 94).
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Figur 6: Viser ulike elementer i SparkControl Dashboard. 01 Hjemknapp, 02 Navigasjonsrute, 03 Arbeidslisterute, 04
Navigasjonsrute, 05 Metodeknapper og instrumentoversikt. Knappene 06, 07, 08 og 09 brukes til instrumentinnstillinger,
disse blir tilgjengelige ved & trykke pa knappen med Instrumentikonet (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 93)

Gjennom programvaren kan nye malemetoder opprettes i «Method Editor» (Tecan Austria
GmbH, 2020, s. 72), illustrert i Figur 7. «Method Editor» brukes til & sette opp en arbeidsliste.
Under 01 Menu verktgyet ligger redakter- og avleserfunksjoner, som Innstillinger og
Filvisning. 02 Verktay viser ikoner for vanlige brukte redaktgrfunksjoner som Ny og Lagre. |
03 Nedtrekksmeny velges funksjoner relatert til programvareapplikasjonen og det
instrumentet som er tilkoblet. 04 er en knapp for & dpne 09 Inforute, der man far
tilleggsinformasjon om arbeidslisten. Arbeidslisten lages ved & trekke prosesser (eksempelvis



«Absorbance Spectrum» for analyse av absorbansspektrum) fra 05 Kontrollverktayet til
omradet 06 Arbeidslisterute. Her legges innstillinger for hver av malemetodene inn. 07 Viser
en analyse som er lagt inn i 06 arbeidslisten, og 08 viser et utvidet felt for en analysemetode
som er lagt inn i arbeidslisten, der innstillingene for metoden legges inn. 10 Status gir
informasjon om det tilkoblede instrumentet (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 72).

Figur 7: 01 Menu verktay, 02 Verktgy, 03 Nedtrekksmeny, 04 Knapp for & apne 09 Inforuten, 05 Kontrollverktayet, 06
Arbeidslisterute, 07 Analysemetode i arbeidslisten, 08 Utvidet analysemetode i arbeidsliste, 10 Status (Tecan Austria GmbH,
2020, s. 72)

Innstillinger som kan legges inn under 08 er funksjonen «Multiple reads per well» og
innstilling av antall lysglimt («flashes»). Normalt vil malingene skje i sentrum av brgnnen,
men med funksjonen for «Multiple reads per well» vil det gis ulike avlesningsposisjoner i
brgnnen (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 91). Hvilke og hvor mange posisjoner bestemmes i
programvaren, det gjgr ogsa sterrelsen pa de ulike posisjonene og avstanden til kanten av
brgnnen. Instrumentet beregner et gjennomsnitt og standardavvik basert pa
avlesningsposisjonene. Pa denne maten tar instrumentet hgyde for eventuelle signalforskjeller
innad i samme brgnn. Denne funksjonen er spesielt aktuell ved cellebaserte malemetoder, da
cellene kan fordele seg ujevnt i brgnnen. «Multiple reads per well» er tilgjengelig for
absorbansmalinger, fluorescensmalinger og luminescensmalinger (Tecan Austria GmbH,
2020, s. 91). Antallet lysglimt bestemmer hvor mange lyseksponeringer hver brgnn far far det



dannes en gjennomsnittsverdi av disse som utgis som svar (Tecan Austria GmbH, 2020, s.

176). Dette kan justeres ved fluorescensmalinger og absorbansmalinger.

1.2.2 Absorbansmalinger
Absorbansmalingene kan foretas i en absorbansmodul for mikrotiterplater der et starre antall
praver analyseres parallelt. Her anbefales det & benytte transparente mikrotiterplater (Tecan
Austria GmbH, 2020, s. 148). Prgvene som analyseres i kuvettemodulen kan bare analyseres
individuelt, der kun én og én prgve kan analyseres om gangen. Absorbansoptikken som
benyttes til plateavlesningene og kuvetteavlesningene er relativt likt bygd opp. Det benyttes
optiske fibre som dirigerer lyset fra monokromatoren til absorbansoptikken. De optiske
fibrene er tynne og transparente fibre av plast, kvarts eller glass som har en lav
brytningsindeks. Brytningsindeksen gjar at lyset reflekteres innad i fiberen og gir
totalrefleksjon som transmitterer lyset gjennom den optiske fiberen (Burtis & Burns, 2015, s.
136). Gjennom absorbansoptikken fokuseres lyset mot brgnnene i platen eller kuvetten. Det
transmitterte lyset blir malt med en fotodiode bestaende av silisium. Silisium er en halvleder
som kan absorbere lys i balgelengdeomradet som blir benyttet til i begge absorbansmodulene.
Fgr malingen i platen blir gjort vil det tas en referansemaling, der platebareren («plate
carrier») er borte fra lysstralen og ikke interferer i malingen(Tecan Austria GmbH, 2020, s.
146).

Monokromatoren muliggjar malinger som baserer seg pa monokromatisk lys, der lyset som
sendes mot prgven kun bestar av en bestemt bglgelengde (Tecan Austria GmbH, 2020, s.
163). Hensikten med dette er a fjerne ugnskede bglgelengder som kan interferere med
malingen. Monokromatoren bestar av en inngangsspalte, et optisk gitter som sprer lyset og en
utgangsspalte. Inngangsspalten til monokromatoren mottar hvitt lys med mange bglgelengder,
mens kun bestemte balgelengder slipper ut gjennom utgangsspalten. Hvilken bglgelengde
som slipper gjennom utgangsspalten bestemmes av vinkelen mellom lyset som treffer
inngangsspalten og det optiske gitteret. Ved a rotere gitteret kan ulike bglgelengder velges og
isoleres (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 163). Bandbredden bestemmes av vidden pa

utgangsspalten, og er fiksert til 3,5 nm for absorbansmalingene.
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Standardmodulen for absorbansavlesningen bestar av en lampe, en monokromator, et
absorbansfilter og en fotodiode, se Figur 8 (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 146). Her vil lyset
fra en Xenon-lampe (1) ga gjennom et «order sortering filter» (2) som selekterer
primarbglgelengden og filtrerer vekk lys av hgyere orden. Lyset fokuseres pa inngangspalten
til monokromatoren. Ved 4 rotere pa det optiske gitteret (3) kan man velge bglgelengde for
malingen. Lyset gar inn gjennom absorbansfibre (4), som dirigerer lyset til praven gjennom et
elliptisk speil (5). En del av lyset reflekteres pa en referansefotodiode (denne er ikke illustrert
i figuren under). Funksjonen til referansefotodioden er & overvake lyskilden over lenger tid,
og kan eventuelt gi «feedback»-signaler til lyskilden for & normalisere malingene. Etter dette
blir lyset samlet av en linse, og fokuseres pa fotodioden som brukes til den faktiske malingen
av prgven (6). Dette er en silikonfotodiode som brukes til maling av transmittert lys og er

sensitiv for et vidt spekter av bglgelengder (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 146).

2
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Figur 8: Skjematisk framstilling av det optiske systemet i absorbansmodulen. Xenon-lampe (1), «order sorting filter» (2),
optiske filter (3), absorbansfiber (4), elliptisk speil (5) og fotodiode (6). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 146)

Kuvettemodulen har flere likheter med standard absorbansmodulen, se Figur 9. Forskjellen
mellom de to modulene er at man ikke benytter et speil for a sende lyset inn mot fotodioden. |
kuvettemodulen dirigerer absorbansfibrene (4) lyset direkte til kuvetten (5) for deretter at
lyset fares inn mot fotodioden (6) og males (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 147).
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Figur 9: Skjematisk fremstilling av absorbansoptikk ved kuvettemodulen. Viser lyskilden (1), «order sorting filter» (2), optisk
filter (3), absorbansfilter (4), kuvette (5) og fotodiode (6). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 147).

Det er ogsa mulighet for analyse av absorbansspektrum ved SPARK (Tecan Austria GmbH,
2020, s. 145). Absorbansspektrumet vil gi informasjon om lgsningens absorbans eller
transmittans som en funksjon av tid som et reaksjonforlgp eller i funksjon av bglgelengde
(Burtis & Burns, 2015, s. 137). Nar man maler absorbans som funksjon av bglgelengden vil
man observere absorbanstopper over grafen. Dette kan vere nyttig i tilfeller der man har en
prgve med ukjent innhold av en analytt. Ved a male absorbansspektrumet og sammenligne
absorbanstoppene som dannes med absorbanstopper til kjente analytter, kan man fa en
indikasjon pa hvilke analytter prgven kan inneholde (Burtis & Burns, 2015, s. 137). Dette kan
ogsa vere nyttig om man ikke har bestemt riktig bglgelengde far absorbansmaling. Ut fra
absorbanstoppene i grafen kan man finne egnet bglgelengde for avlesning ved
absorbansmaksimum (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 145).

1.2.3  Fluorescensmalinger
Malingen av fluorescensintensiteten i emisjonslyset bestemmer mengden av fluorescerende
forbindelser i praven (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 161). Fluorescens kan oppsta gjennom
fluorescenseresonans energioverfaring, «Fluorescence Resonance Energy Transfer» (FRET).
Dette er overfaring av eksitasjonsenergi fra et donormolekyl til et akseptormolekyl uten a
emittere et foton. Om akseptormolekylet og donormolekylet er i nerheten av hverandre, kan
akseptormolekylet motta eksitasjonsenergi fra donoren. | disse tilfellene vil
emisjonsspektrumet til donormolekylet overlappe med eksitasjonsspektrumet til akseptoren.
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Fluorescenseintensitets-modulen er satt opp slik at bglgelengdeseleksjonen for emisjonen og
eksitasjonen kan foretas gjennom en monokromator eller gjennom et filter (Tecan Austria
GmbH, 2020, s. 162). Disse kan ogsa kombineres for valg av emisjonsbglgelengde og
eksitasjonsbglgelengde, og gir stor fleksibilitet for avlesningen av signalet.
Fluorescenssignalene kan ogsa males fra toppen eller bunnen av brgnnen. Ved bade
toppmodulen og bunnmodulen anbefales det a benytte sorte mikrotiterplater (Tecan Austria
GmbH, 2020, s. 190).

For malinger som skal finne sted fra toppen av brgnnen benyttes en lampe som lyskilde,
monokromatorer og/eller filtre for balgelengdeseleksjon, et malehode for toppavlesning og en
fotomultiplikator som detektor (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164). En skjematisk
fremstilling av dette kan sees i Figur 10 og Figur 11. Ved disse malingene kan man velge
mellom forbedret modul og standardmodul, avhengig av sensitiviteten som kreves for
malingene. Standardmodulen er illustrert i Figur 10, der er den forbedrede modulen er vist i
gratt. | metoder som Kkrever stgrre sensitivitet vil det veere en fordel & benytte den forbedrede

modulen, denne er vist i Figur 11 hvor standardmodulen er markert i gratt.

Lampen (1) som benyttes er en Xenon-lampe (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164). Malehodet
er koblet til eksitasjons- og emisjonsmodulen gjennom optiske fibre. Emisjonslyset og
eksitasjonslyset blir dirigert direkte til fiberbuntene ved a rotere speilet (2) og fiberenden (3).
Balgelengdeseleksjonen kan enten gjgres gjennom bruk av filtre (4) i malehodet eller ved
bruk av doble monokromatorer (5). Malehodets avstand til brgnnen bestemmes av en Z-
posisjon, som kan beregnes av instrumentet eller defineres i programvaren. Speilet (6) i
malehodet kan justeres mellom ulike speilinnstillinger, der man velger mellom 50 % speil
eller dikromatiske speil («dichroic mirror») i standardmodulen. | forbedret modul
(«Enhanced Module») er det mulighet for fem ulike speilinstillinger, siden man der har flere
dikromatiske speil enn ved standardmodulen. | standardmodulen vil emisjonslyset passere et
nytt filter (4) far deteksjon, mens dette utgar ved bruk av doble monokromatorer i den
forbedrede modulen. En fotomultiplikator (7) fungerer som detektor i begge modulene.
Deteksjonsignalet multipliseres med en «Gain»-faktor som kan beregnes av instrumentet eller

defineres i programvarenm og utgir resultatet i «relative flourescence units».
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Figur 10: Viser standardmodulev fluorescens toppavlesning med bruk av filter til balgelengdeseleksjon. Lampe (1), speil (2),
optiske fibre (3), filter (4), speil i malehodet (6) og fotomultiplikator (7). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164).

Figur 11: Viser forbedret modul ved fluorescens toppavlesning med bruk av monokromator til bglgelengdeseleksjon. Lampe
(1), speil (2), optiske fibre (3), monokromator (5), speil i malehodet (6) og fotomultiplikator (7). Merk at filtrene (4) utgar
ved denne modulen. (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164).

Modulen for bunnavlesningene av fluorescens er bygd opp pa lignende mate som optikken
ved toppavlesning, se Figur 12. Det dikromatiske speilet (1) dirigerer eksitasjonslyset via
optiske fibre (2) til malehodet (3). Bunnspeilet (4) reflekterer lyset til praven. Emisjonslyset
gar samme vei tilbake far det fokuseres til emisjonsfibrene (Tecan Austria GmbH, 2020, s.
166).
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Figur 12: Fluorescens bunnavlesning ved bruk av monokromator til bglgelengdeseleksjon, dikromatisk speil (1), optikse fibre
(2), malehpdet (2), bunnspeil (4) og optiske fibre (5) (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 166).

Fluorescenslyset er mye svakere enn eksitasjonslyset, og det stilles derfor hgye krav til
balgelengdeseleksjonen til instrumentet (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 163). Det er derfor
viktig at overlappen mellom eksitasjonspekteret og emisjonspekteret er minimal. Ved
standardmodulmalinger er bandbredden fiksert pa 20 nm for bade eksitasjonsbglgelengden og
emisjonsbglgelengden. Ved den forbedrede fluorescensmodulen kan man velge atte ulike
bandbredder, varierende fra 5 til 50 nm. For & unnga at avstanden mellom eksitasjonsspekteret
og emisjonsspekteret blir for liten, er programvaren utstyrt med en «Minimal Distance Rule»
(MDR). Denne regelen bestemmer at det skal veere en viss avstand mellom bglgelengdene
som velges for eksitasjon og emisjon. Hvis denne avstanden ikke er til stede vil programvaren
gi et varsel fgr analysen kan kjgres. Grunnen til dette er at en overlapp mellom
eksitasjonsspektrumet og emisjonsspektrumet vil gjere at eksitasjonslyset kan tolkes som
fluorescens, og man vil fa forhgyede bakgrunnsmalinger. For & etablere denne avstanden skal
bandbredden (BW) for eksitasjon og emisjon adderes med 5 nm, illustrert i formel (5).
Verdien fra formel (5) skal veere lik eller mindre enn forskjellen i bglgelengder (BL), gitt i
formel (6).

MDR = BWEksitasjon + BWEmisjon + 5nm (5)
(BLEmisjon - BLEksitasjon) = MDR (6)

Om kravene fra formel (5) og (6) oppfylles, vil avstanden mellom eksitasjonsspekteret og

emisjonsspekteret veere tilstrekkelig og analysen kan kjares.
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For & kunne blokkere mest mulig av eksitasjonslyset benytter instrumentet ogsa to
monokromatorer, ogsa kjent som en dobbel monokromator (Tecan Austria GmbH, 2020, s.
163). Her vil utgangsspalten fra den fgrste monokromatoren fungere som inngangsspalte til
den andre monokromatoren, se Figur 13. Dette gir en blokkeringsfaktor pa 10°, en faktor som

tilsvarer bruk av interferensfiltre.

Figur 13: lllustrasjon av den doble monokromatoren (Tecan
Austria GmbH, 2020, s. 163)

Optiske filtre kan ogsa benyttes for & blokkere ugnskede bglgelengder (Tecan Austria GmbH,
2020, s. 167). Her bruker man ulike filtre for emisjonslyset og eksitasjonslyset, som benyttes i
par. Instrumentet kommer med seks slike filterpar som kan brukes for ulike

fluorescensmalinger. Disse installeres og byttes ut etter behov manuelt pa instrumentet.

Det er ogsd mulig & lage fluorescensskann ved bruk av instrumentet (Tecan Austria GmbH,
2020, s. 167). For & danne et emisjonsspektrum holdes eksitasjonslyset pa en konstant
bglgelengde, mens forskjellige balgelengder av emittert lys fra proven detekteres i
monokromatoren. Ved registering av et eksitasjonsspektrum blir emisjonslyset registrert pa en
fast balgelengde, og eksitasjonslyset blir skannet gjennom faste bglgelengder. Man kan ogsa
generere et tredimensjonalt emisjonsspekter som resultat av flere eksitasjonsbglgelengder, og
kombinerer disse sammen. Man far da en tredimensjonal fremstilling av emisjonen av
fluorescenslyset, som en funksjon av bade eksitasjon- og emisjonshglgelengder (Tecan
Austria GmbH, 2020, s. 167).
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1.2.4 Lumiescensmalinger
SPARKSs ulike maleteknikker for luminescens er glgdeluminescens («glow luminscens»),
blitsluminescens («flash luminescens») og flerfarget luminescens («multicolor luminescens»)
(Tecan Austria GmbH, 2020, s. 119). Ved glgdeluminescens males stabile
luminescenssignaler over lenger tid. Her benyttes substrat som kan gi stabile lyssignaler over
flere timer. Ved blitsluminescens dannes et sveert kortvarig luminescenssignal. Malingen vil
derfor starte enten rett fgr man tilsetter aktiverende reagenser eller rett etter at reagensene har
blitt tilsatt. Siden disse signalene er sveert kortvarige, kan det vaere en fordel a bruke injektorer
til disse malingene. Injektornalene rommer lgsninger pa 500 pL, 1000 pL og 2500 pL, og kan
fordele volumet i mikrotiterplater med én til 384 brgnner (med unntak av 384 brgnners
mikrotiterplater med sma volumer) (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 281). Ved flerfarget
luminescens tar man hgyde for flere ulike lysemitterende forbindelser, som da gir ut

emisjonslys pa to eller flere balgelengder (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 119).

Det finnes to ulike moduler for malingen av luminescens pa instrumentet, en standard
luminescensmodul og en forbedret modul («Enhanced luminescens module») (Tecan Austria
GmbH, 2020, s. 120-121). Ved begge modulene kan man bruke plater opptil 384 brgnner.
Her anbefales det & benytte hvite mikrotiterplater til avlesning (Tecan Austria GmbH, 2020, s.
129).

Figur 14 viser en skjematisk fremstilling av optikken som blir brukt ved en standard
luminescensmaling. Luminescensoptikken bestar av luminescensefiber (1), et filterhjul med
ulike filtre (2) og en deteksjonsenhet (3) (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 120).
Luminescensfibrene dirigerer luminescenslyset fra prgven til deteksjonsenheten.
Sensitiviteten til deteksjonssystemet krever demping av hgye luminescenssignaler.
Dempingen skjer gjennom to absorbansfiltre pA OD1 og OD2 som er installert i filterhjulet.
Hvis man bruker filteret OD1 vil signalet dempes med en faktor pa 10, hvis man bruker et
OD2 filter vil det dempes med en faktor pa 100. Man kan velge hvilket av de to filtrene som
skal brukes via programvaren tilkoblet instrumentet. Z-posisjonen (4) bestemmer avstanden
mellom brgnnen og malehodet, dette er for & maksimere signalet og minimere interferens
mellom ulike prgver. Justering av denne posisjonen blir gjort automatisk nar man velger

hvilken type plate som skal brukes i programvaren (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 120).
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Figur 14: Skjematisk framstilling av det optiske systemet til standard luminescensmodulen. Luminescensfiber (1), filterhjul
(2), deteksjonsenhet (3) og "Z-drive" for platetransporten (4). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 120).

Optikken ved «Enhanced Luminescens Optics» er noe lik optikken ved standardmodulen, og
inneholder optiske fibre (1), detektor (4) og «Z-drive» for platetransport (5), pa samme mate
som standardmodulen (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 121). Forskjellen ligger i at den
forbedrede modulen inneholder en aparturblender (2) og to filterhjul (3). Dette er illustrert i
Figur 15. Luminescensfibrene diriger luminescenslyset fra preven til deteksjonsenheten, der
lyset mgter lavpass- og hgypassfiltre pa vei til detektoren. Filterhjulet brukes for spektral
diskriminasjon av luminoforer og seleksjon av ugnskede bglgelengder. Aperturhjulet har
samme starrelse som brgnnen for & forhindre interferens prgvene imellom. Sensitiviteten til
malingene avhenger av demping av hgye luminescensmalinger. Dempingen skjer med de
samme filtrene som benyttes i standardmodulen. Her kan man ogsa kombinere filtrene OD1
og OD2, og da fa et OD3 filter som demper luminescensen med en faktor pa 1000 (Tecan
Austria GmbH, 2020, s. 121).

Figur 15: Skjematisk framstilling av "Enhanced Luminescens" optikk. Inneholder optiske fibre (1), aparturblender (2),

filterhjul (3), detektor (4) og Z-drive for platetransport (5). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 123).
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| forbedret modul er det to sett av 19 spektrale filtre som er bygget inn i to filterhjul. Et
filterhjul inneholder hgypassfiltre som slipper gjennom bglgelengder over viss grense, mens
de lave bglgelengdene blokkeres. Det andre filterhjulet inneholder lavpassfiltre som slipper
gjennom bglgelengder lavere enn en viss grense, samtidig som de hgye bglgelengdene
blokkeres. Ved & kombinere disse to filtrene kan man selektere bort ugnskede bglgelengder,

slik at kun de gnskede bglgelengdene benyttes til malingen. Dette er vist i Figur 16.
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Figur 16: Viser bglgelengdeseleksjonen ved bruk av lavpassfiltre og haypassfiltre. Seleksjonen gir et bglgelengdeomrade pa

505-575 nanometer for malingen av luminescens (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 122).

Deteksjonen av signal ved bruk av standard luminescensemodulen og forbedret modul foregar
pa samme mate (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 123). Her benyttes en fotomultiplikator der
fotoner telles som luminescenssignal. Teknikken gir et stort dynamisk omrade for avlesning,

noe som er ideelt for luminescensmalinger som har stor variasjon i intensitet.

Luminescensskann kan ogsa males ved SPARK, der man maler emisjonsspekteret fra

luminoforene (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 120). Luminescensintensiteten vil variere
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avhengig av instrumentets malekarakteristikk (spektral sensitivitet og filtertransmisjon) og
balgelengde. Eksempelvis kan emisjonsspekteret til luciferase males for a bestemme
emisjonsmaksimumet og bglgelengde for senere avlesning. Man kan ogsa benytte
luminescensskann til & studere hvordan miljgfaktorer som pH, lgsningsmiddel eller buffere

fungerer pa luminescensdannelsen.

1.2.5 “Bright field Imaging” for celletelling, maling av celleviabilitet og cellekonfluens
SPARK kan utstyres med cellemodul for «Bright Field Imaging», som kan benyttes til
celletelling og vurdering av cellekonfluens for adherente celler (Tecan Austria GmbH, 2020,
s. 213). Modulen avhenger av en kontrastforskjell mellom cellene og vekstmediet for a skille
mellom strukturene i dyrkningsskala. Kontrasten dannes ved a sende lys mot brgnnene og
lyset absorberes ulikt hos cellene og i mediet. Forskjellen i lysabsorbsjon utnyttes for a skille

strukturene.

Instrumentet teller celler og bestemmer levedyktigheten til disse cellene ved bruk av
engangstellekammer (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 213). Disse funksjonene kan benyttes til
a utfare daglige kvalitetssjekker av cellekulturer. Ved celletelling vil cellesuspensjonen
tilsettes i tellekammerne pa 10 pL far tellekammeret plasseres i et adapter, som sa settes inn
pa instrumentes platebeerer pa samme mate som ved plateavlesning. Hvilket eller hvilke
kammere som skal telles velges i programvaren. Antallet bilder som celletellingen og
celleviabilitetesmalingen skal basere seg pa, bestemmes ogsa i programvaren. Modulen kan
telle celler i starrelsesomradet 4-90 um, men kan justeres etter gnsket starrelsesomrade
gjennom programvaren. Konsentrasjonen av celler oppgis mellom 10* og 107 celler/mL.
Resultatet gir flere parametere som gjennomsnittlig cellestarrelse, antall celler som har blitt
telt med mer. Ytterligere parametere blir gitt i Excel-filen og pdf-filten som blir generert med
maleresultatene. Det blir ogsa tatt bilde fra tellekammeret, et eksempel pa dette er vist i Figur
17.
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Figur 17: Bildet til venstre viser celler i et tellekammer, bildet til hgyre viser de samme cellene med en bla markering.
Markeringen viser hvilke celler som har blitt telt ut fra det definerte starrelsesomradet for analysen.

Ved a tilsette fargestoffet trypan bla kan celletellingen ogsa gi informasjon om
celleviabiliteten (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 333). Levende celler med intakte
cellemembraner vil ikke ta opp fargestoffet, og vil derfor ha en klar cytoplasmafarge. De dede
cellene har ikke intakte cellemembraner og vil dermed ta opp fargestoffet, noe som gir et
blafarget cytoplasma. Forskjellen i cytoplasmafarge kan dermed brukes til a telle levende og
dade celler hver for seg. Cellesuspensjonen tilsettes trypan bla i forholdet 1:1. Denne
fortynningen blir automatisk tatt med i beregningen av resultatet. Resultatet gis ut som
prosentvis celleviabiltiet, antall levende celler som har blitt telt og en gjennomsnittlig sterrelse
for disse cellene i resultatvinduet i programvaren. Ytterligere parametere gis i Excel-filen og
pdf-filen som blir generert med maleresultatene. Instrumentet tar ogsa bilde av cellene for & gi

et visuelt bilde av tellekammeret, dette er vist i Figur 18.

Figur 18: Viser to bilder fra det samme tellekammeret. Bildet til venstre er uten markering. Bildet til hayre viser levende
celler med en grenn ring og de dade cellene markeres med en rgd ring.
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Cellekonfluens kan undersgkes i mikrotiterplater fra seks branner og opp til 96 brgnner, men
er optimalisert for 96-bragnners mikrotiterplater (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 213). Grad av
konfluens gir informasjon om hvor stor andel av brgnnens overflate som er dekket av
adherente celler og oppgis i prosent. Hvis cellene blir konfluente vil cellene slutte a dele seg
som fglge av plassmangel i dyrkningsskala (Freshney, 2005, s. 41). Hvilket omrade og
mgnster man vil male konfluens i bestemmes i programvaren, der kan man velge om man vil
gjere avlesninger i sentrum av brgnnen, i hele brgnnen eller i egendefinerte omrader gjennom
«User defined». Figur 19 viser en maling gjort i sentrum av brgnnen, der cellene dekker 81 %
av overflaten. | Figur 20 har det blitt gjort en maling av hele brennen, der cellene ogsa dekker

81 % av overflaten i brgnnen.

Figur 19: Viser bilde fra en cellekonfluensmaling gjort i sentrum av brgnnen, med og uten farging. Bildet til venstre er uten
farging. | det fargede bildet til hgyre illustrer grannfargen hvor cellene ligger, mens grafargen illustrer omrader uten celler.

Figur 20: Viser bilde fra en cellekonfluensmaling av hele brannen, med og uten farging. Bildet til venstre er uten farging. |
det fargede bildet til hgyre illustrer grannfargen hvor cellene ligger, mens grafargen illustrer omrader uten celler.
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Ved a aktivere funksjonen for «Well border detection» vil instrumentet bestemme
bragnngrensen, for sa a plassere alle malingene innenfor denne (Tecan Austria GmbH, 2020, s.

219). I brannmalingen vist i Figur 21 er denne funksjonen aktivert.

Figur 21: Brgnnmaling med funksjonen "Well border detection™ aktivert.

Cellemodulen bestar av en belysningsmodul og en kameramodul (Tecan Austria GmbH,
2020, s. 213). Pragvene blir belyst fra toppen, mens bildetakingen skjer fra bunnen av, se Figur
22 . Belysningsmodulen bestar av lysemitterende diode (LED), et aperturhjul og et
linsesystem. LED-lampen fungerer som lyskilde (1), lysstralen blir formet av aperturer i
aperturhjulet og linsesystemet (2) dirigerer lyset inn i preven. Kameramodulen bestar av et
objektiv, et kamera og en laserdiode. Lyset blir samlet av et objektiv (bla plate under brgnn,
ikke nummerert i figuren) og reflekteres til kameraet (3) av et speil (4). Laserdioden (5) blir
brukt til autofokusering (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 213).

-

= = === ===

3 i

-+ 5

Figur 22: Skjematisk framstilling av optikk til celletelling og maling av cellekonfluens. LED (1), aperturhjul og linsesystem
(2), kamera (3), speil (4) og laserdiode (5). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 213).
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1.3 Hensikten med denne oppgaven
Institutt for bioingenigrfag (IBF) ved Norges Teknologiske og Naturvitenskapelige
Universitet (NTNU) gikk til innkjgp av analyseinstrumentet Tecan SPARK i november 2021.
Hensikten med denne oppgaven er a starte bruken av og utarbeide arbeidsmetoder for dette
instrumentet. Protokoller og prosedyrer er ngdvendig for & operere et slikt instrument,

fremstillingen av disse er dermed en viktig del av bacheloroppgaven.
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2. Materiale og metode

| denne bacheloroppgaven ble det utarbeidet en instrumentprotokoll for Tecan SPARK, samt
prosedyrer for absorbansmalinger, luminescensmalinger, fluorescensmalinger, celletelling,
maling av celleviabilitet og cellekonfluens. De ulike avlesningsmetodene ble prevd ut, og

prosedyrene ble utarbeidet parallelt med utprevingene.

2.1 Utforming av protokoll og prosedyrer
Instrumentprotokollen og prosedyrene ble utformet etter maler som brukes for kvalitetssikring
av laboratoriearbeid ved Institutt for bioingenigrfag ved NTNU. Opplysningene i prosedyrene
og instrumentprotokollen baserer seg pa instrumentmanualen kalt <TECAN Instructions for
Use — Reference Guide SPARK» som ble levert sammen med instrumentet. Produktspesialist
Morten Thorsholt ved Bergman Diagnostika har veert tilgjengelig for spgrsmal om instrument
og programvare. Instrumentet kan kontrolleres gjennom programvarene Spark Control
Magellan eller Spark Control (Dashboard). Prosedyrene og instrumentprotokollen som har
blitt utarbeidet tar utgangspunkt i Spark Control (Dashboard), men inneholder henvisninger til

Spark Control Magellan.

2.2 Utpravinger av Tecan SPARKSs avlesningsfunksjoner og prosedyrer
Utpravingene av prosedyrene ble gjort ved forsgk med formal om a teste moduler for
avlesning, samt & undersgke effekten av ulike funksjoner som er beskrevet i prosedyrene. |
utprevingen av prosedyrene for celletelling, celleviabilitet, cellekonfluens og fluorescens ble
det utarbeidet egne forsgk og prevemateriale. | utprgvingen av luminescensprosedyren og
absorbansprosedyren ble det utlevert pravemateriale som hadde blitt lagd i forbindelse med
andre laboratorieforsgk. | disse tilfellene ble avlesningen gjennomfart pa Tecan SPARK og
sammenlignet med avlesninger gjort pa andre platelesere. Maledatene fra alle forsgkene ble
behandlet i dataprogrammet Excel, og er framstilt i ulike tabeller og diagrammer.

2.2.1 Utprgving av prosedyre for absorbansmaling
For & preve ut absorbansprosedyren og absorbansmodulen til Tecan SPARK ble det gjort
avlesninger av MONOLISA Anti-HBs PLUS test (Bio-Rad Laboratories) pa serumprgver.
Formalet i dette forsgket var a undersgke om Tecan SPARK og Tecan Sunrise filterfotometer
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gir samme proveresultat. Oppsettet ble utfert i et laboratoriekurs for studenter ved
bioingenigrutdanningen ved NTNU. Mikrotiterplaten ble avlest pa Tecan Sunrise plateleser.
Etter laboratoriekurset ble mikrotiterplatene avlest pa Tecan SPARK, og absorbansverdier og
praveresultater fra disse to instrumentene ble sammenlignet. Avlesningen pa begge
instrumentene ble gjort to dager etter at analysen ble utfgrt. Sammenligningen tok
utgangspunkt i absorbansverdier, «cut off»-verdi, kontrollresultater og prgveresultater for

hver av instrumentene.

MONOLISA Anti-HBs PLUS test er en enzymimmunanalyse som brukes til kvalitativ og
kvantitativ bestemmelse av antistoffer mot hepatitt B-antigen (anti-HBs) i humant serum eller
plasma (se pakningsvedlegg i vedlegg 1). Antistoffene pavises gjennom «sandwich»-
prinsippet, illustrert i Figur 23. Mikrotiterplatens brgnner er dekket med hepatitt B antigener
(HBs-Ag), som vil bindes til eventuelle anti-HBs som finnes i prgven. Etter dette tilsettes et
konjugat som inneholder nye anti-HBs merket med peroksidase, som vil binde seg til antigen-
antistoff-komplekset. Alt ubundet materiale fjernes i et vasketrinn, far substratlgsningen med
tetrametylbenzidin (TMB) tilsettes og prevene inkuberes. Om prgven ikke inneholder anti-
HBs vil substratlgsningen forbli fargelgs. Hvis prgven inneholder anti-HBs, vil peroksidase
katalysere en fargeendring av TMB som blir bla. Ved tilsats av en stopplgsning som
inneholder svovelsyrling, vil blafargen bli gul. Utviklingen av gulfargen er proporsjonal med

mengden anti-HBs i praven (vedlegg 1).

Anti-HBs fra preve

Peroksidase )
/1’\'(_)11] ugat anti-HBs merket med

peroksidase

Figur 23: Viser ELISA-prinsippet for pavisning av eventuelle hepatitt B-antistoffer (Anti-HBs) fra praven. Anti-HBs vil
bindes til hepatitt B antigener (HBs-Ag) fra brgnnen. Denne bindingen pavises med konjugat anti-HBs med peroksidase som
danner en fargereaksjon med substratet. Fargeutviklingen er proporsjonal med mengden anti-HBs i prgven. Figuren ble lagd

gjennom programmet BioRender.com.
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Testen kan enten gjennomfares kvalitativt eller kvantitativt. | forsgket gjennomfart pa Institutt
for bioingenigr ble den kvalitative metoden benyttet. Der ble det det brukt en anti-HBs
negativ kontroll, en kalibrator med en anti-HBs konsentrasjon pa 10 mLU/mL og en positiv
kontroll med en anti-HBs konsentrasjon pa 1000 mLU/mL. Kontrollene og de tre
pasientprgvene ble satt opp i én parallell, mens kalibratoren ble satt opp i tre paralleller.

Avlesningene ble gjort ved 405 nm.

Absorbansverdiene til pasientpravene ble sammenlignet med en «cut off»-verdi for &
bestemme om pasienten har utviklet en tilstrekkelig mengde anti-HBs som gir immunitet.
«Cut off»-verdien defineres som den gjennomsnittlige absorbansverdien til de tre
kalibratorparallellene. Det ble ogsa beregnet en «Cut off»-sone eller grasone, et omrade som
indikerer usikre resultater med stor fare for falskt positive eller falskt negative prgvesvar.
Grasonen ble beregnet ved a addere og subtrahere absorbansverdien til den negative

kontrollen til absorbansverdien ved «cut off». Dette er vist i formel 7.

Absorbansomréde grasone = [Absorbans «cy; orp+ £ AbSorbansyeg ] (7)

Den negative kontrollen godkjennes hvis absorbansverdieen males mellom 0.000 og 0.070.
Den positive kontrollen godkjennes hvis absorbansverdien er over 0.400. Gjennomsnittet av
absorbansavlesningene for kalibratoren pa 10 mLU/U kalibratorene skal komme innenfor
absorbansomradet 0.050-0.200 for & godkjennes. Hvis absorbansmalingene av bade den
negative og positive kontrollen samt «cut off»-verdien faller innenfor disse omradene, sa kan
analyseoppsettet godkjennes. Pasientprevenes absorbansverdi vurderes opp mot «cut off» og
grasone. Positive prgveresultater har absorbansverdier over «cut off» og indikerer tilstrekkelig
anti-HBs niva i praven for immunitet. Negative prgvesvar har absorbansverdier under «cut
off» og indikerer utilstrekkelig mengde av anti-HBs i praven. Prgver med absorbansverdier i

grasonen betraktes som usikre, og skal analyseres en gang til.

2.2.2 Utprgving av prosedyre for fluorescensmaling
For a teste Tecan SPARKS fluorescensmalinger ble markeringstusj i ulike farger pafart

brgnnbunnene til en transparent mikrotiterplate. Hensikten med dette forsgket er a undersgke
effekten av ulike funksjoner nevnt i prosedyren. Rosa markeringstusj ble pafert i A- og B-
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raden, grenn markeringstusj ble pafart i C- og D-raden, oransje markeringstusj ble pafert i E-
og F-raden, mens gul markeringstusj ble pafert i G- og H-raden. Mikrotiterplaten med
markeringstusj er vist i Figur 24.

Figur 24: Viser platen som ble benyttet til fluorescensforsgket, med rosa markeringstusj i A- og B-brgnnene, grgnn
markeringstusj i C- og D-brgnnene, oransje markeringstusj i E- og F-brgnnene, og gul markeringstusj i G- og H-brgnnene.

Forsgket ble gjennomfert via toppavlesningsmodulen. Eksitasjonsbglgelengden ble satt til 485
nm, mens emisjonsbglgelengden ble malt til 535 nm. Bandbredden ble valgt til 20 nm for
begge balgelengdene. Ved disse bglgelengdene og bandbreddene falges «Minimum Distance
Rule» og spektral overlapp unngas.

«Gain» ble satt til «<Optimal» og «Z-position» ble satt til «Automatic», der instrumentet
beregner egnet multiplikasjonsfaktor og avstand mellom brgnn og malehodet. Disse
innstillingene var felles for alle malingene som ble gjennomfart i forsgket. Det ble utfart av
fire malinger. Her ble innstillingene for antall lysglimt («flashes») per brgnn, samt en
funksjon for ulike avlesningsposisjoner i hver brgnn («Multiple Reads per Well»), variert.
Antallet lysglimt bestemmer hvor mange lyseksponeringer hver brgnn far far det dannes en
gjennomsnittsverdi av disse som utgis som svar. Ved den farste malingen ble det benyttet 30
lysglimt, da dette anbefales for optimale resultater (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 176). For &
undersgke dette ble den farste malingen sammenlignet med den andre, der det ble benyttet 5

lysglimt per brgnn.
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| Figur 24 kan man se at markeringstusjen ble noe ujevnt fordelt utover brennens bakside, der
noen steder i brannen har en sterkere farge enn andre. For a undersgke om ujevn pafering av
markeringstusjen kan ha pavirket pravesvarene ble funksjonen «Multiple reads per Well»
benyttet pa to nye malinger i kombinasjon med 5 lysglimt og 30 lysglimt.

Avlesningsposisjonene i brgnnen er vist i Figur 25.

OO0
O

Figur 25: lllustrerer en brgnn med fem ulike avlesningsposisjoner, henvist til som 1;2, 2;1, 2;2, 2;3 og 3;2.

Databehandlingen ble gjort i dataprogrammet Microsoft Excel, der det ble gjort beregninger
av gjennomsnitt, standardavvik og % CV av fluorescensmalingene pa 5 lysglimt, 30 lysglimt,
5 lysglimt med «Multiple reads per well» og 30 lysglimt med «Multiple reads per well».
Excelprogrammet ble ogsa brukt til utarbeidelse «dotplot»- og stolpediagram for

sammenligning av fluorescensmalingene.

2.2.3 Utpraving av prosedyre for luminescensmaling
Til utprgvingen av luminescensprosedyren ble det benyttet en metode kalt «CellTiter-Glo One

Solution Assay» (ProMega, USA) som danner luminescens ved adenintrifosfat (ATP)-innhold
i en cellelgsning. Det ble lagd et regresjonsplott for 8 sammenligne maledata fra Tecan

SPARK og plateleseren Victor (Perkin Elmer).

Pravematerialet som ble avlest i dette forsgket ble lagd i forbindelse med et
forskningsprosjekt ved instituttet (Fersteamanuensis Toril Holien). Avlesningene ble farst
utfart pa plateleseren Victor. Etter at forsgket deres var fullfgrt ble mikrotiterplaten avlest pa

Tecan SPARK. Luminescenssignalene malt pa de to instrumentene ble sammenlignet i et
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regresjonsplott og i regresjonsanalyse i Excel for & vurdere hvorvidt de to malesettene

samsvarte.

«CellTiter-Glo One Solution Assay» er en homogen metode som blir brukt til & bestemme
antallet ATP til stede i en cellesuspensjon, og gir dermed en indikasjon pa metabolsk aktivitet
blant cellene i lgsningen (Promega, 2011). Nar cellene lyseres vil ATP bli frigjort og kan
bindes til det luminescerende stoffet luciferin, se Figur 26. Bindingen gir en stabil
gledeluminescens, som er direkte proporsjonal med mengden ATP i lgsningen (Promega,
2011). Cellene i dette forsgket ble eksponert for ulike faktorer som nedsetter levedyktigheten,

noe som vil reflekteres i et lavere luminescenssignal fra disse brgnnene.

\l_yse Cell
Ultra-Glo™

HO S N._COOH + > Light
\©[ /> </ j/ rLuciferase
N S + O, Mg?*

Luciferin

Figur 26: lllustrasjon av reaksjonen mellom ATP og luminescens (Promega, 2011)

Luminescensmalingene ble gjort i en hvit mikrotiterplate med transparent bunn. Malingene pa
Tecan SPARK ble gjort med standardmodulen uten demping av signalene med filter, og med
en integreringstid pa 1000 millisekunder. Avlesningen pa Victor ble gjort 11 minutter for

avlesningen pa Tecan SPARK.

2.2.4 Utprgving av prosedyre for celletelling og celleviabilitet
Til utpreving av SPARKS funksjoner for celletelling og celleviabilitet, ble det utfart et forsgk

der en cellesuspensjon av melanomcellelinjen WM239 ble fortynnet med «Minimum
Essential Medium Eagle» (Sigma Life Science, Storbritannia) tilsatt 10% fatalt kalveserum,
antibiotikaene penicillin og streptomycin, samt L-glutamat. Det ble brukt fire

cellefortynninger av ulik konsentrasjon, disse ble lagd ved tofoldsfortynninger.
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Cellesuspensjonene ble malt to ganger, en celletelling gjennom funksjonen «Cell Counting»
og en celleviabilitetsmaling gjennom funksjonen «Cell Viability». Ulike starrelsesomrader for
celletellingen eller malingen av celleviabilitetsmalingen ble variert, og ble deretter

sammenlignet for & finne optimalt sterrelsesomrade for malingene.

Hensikten med celletellingen er & undersgke om cellekonsentrasjonen fglges av
tofoldsfortynninger. 10 pL cellesuspensjonen av hver fortynning ble tilsatt i forskjellige
kammere i tellekammeret («Cell Chip», Tecan). Antallet bilder som tas av tellekammeret ble
satt til 1. Etter avlesningen ble det lagd et regresjonsplott i Excel, og resultatene ble vurdert ut

fra r-verdi.

Formalet med celleviabilitetsforsgket var & undersgke om celleviabiliteten i ulike fortynninger
av samme cellesuspensjon var konstant. De samme cellesuspensjonene som ble brukt til
celletellingsforsgket ble brukt til & male celleviabilitet. Trypan bla ble tilsatt
cellesuspensjonene i forholdet 1:1 og 10 pL ble tilsatt i tellekammeret. Instrumentet beregner
cellekonsentrasjonen med denne fortynningsfaktoren automatisk. Antallet bilder som tas av

tellekammeret ble satt til 1.

2.2.5 Utprgving av prosedyre for cellekonfluens
Formalet med konfluensforsgket var & undersgke om ulike avlesningsmganstre i brgnnen gir

forskjellig konfluensresultat. En cellesuspensjon av melanomcellelinjen WM239 ble fortynnet
med «Minimum Essential Medium Eagle» (Sigma Life Science, Storbritannia), tilsatt 10 %
fatalt kalveserum, antibiotikaene penicillin og streptomycin, samt L-glutamat. Det ble lagd
atte cellefortynninger via tofoldsfortynning, som ble malt over tre dager med to forskijellige
avlesningsmanstrene Hele brannen («Whole well») og Sentrum («Central») av brgnnen. 200
ML av hver cellefortynning ble pipettert i brgnnene til en 96-brgnners transparent

mikrotiterplate.

Konfluensmalingene ble utfart 18 ganger. Malingene ble gjort rett etter utsaing, etter 2, 4, 6,
8, 10, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 44, 46, 48, 50, 52 og 54 timers inkubasjon ved 37 grader Celsius,

med en karbondioksidkonsentrasjon pa 5 %. Under avanserte innstillinger ble «Focus offset
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(um)» og «Settle time» satt til 0, mens «Data analysis included» ble aktivert for begge
avlesningsene. For malingene som ble gjort i hele brannen var «Well border detection»
inaktivert. Malingene ble behandlet i Excel, der gjennomsnittet av cellesuspensjonens tre

paralleller ble utregnet og satt inn i et linjediagram.
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3. Resultater

| dette kapittelet presenteres prosedyrene og instrumentprotokollen som ble utarbeidet, samt
resultatene fra de forsgkene som har blitt gjennomfart for utprgvingen av prosedyrene og

instrumentet.

3.1 Prosedyrer og instrumentprotokoll

| sidene som falger vil instrumentprotokollen og prosedyrene presenteres.
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3.1.1 Instrumentprotokoll Tecan SPARK

mlfqtmi?f INSTRUMENTPROTOKOLL

stitutt for

bioingenigrfag TECAN SPARK

Revisjonsnr. | Erstatter: Utarbeidet av: Godkjent Dato:

1 Mari Eline Solberg av: 04.05.2022
1.0 INSTRUMENTOPPLYSNINGER

= Fabrikasjonsnavn og nummer: SPARK, 30086376

* Forhandler/Kontaktperson: Bergman Diagnostika AS
* Innkjgpt mnd./ar: 11/2021

* Innkjgpssum: 880 000 kr. eks. mva.

* Serienummer: 2111013996

* Nummer pa instrumentet.: Ikke registret

= Plassering av instrumentet: Celledyrkning, LK24

* Instrumentansvarlig:

2.0

KALIBRERINGSRUTINER

Ingen faste kalibreringsrutiner, servicepersonell sgrger for kalibrering av instrumentet nar
intrumentansvarlig finner det ngdvendig.

3.0

3.1.

1.
2.

3.

BRUKSANVISNING

Oppstartsrutiner:

Start PC, logg inn med passordet «Tecan123»

Skru pa instrumentet ved «Av/Pa»-knappen pa hgyre side av instruments forside.
Instrumentet vil lyse blatt pa venstre side fram til det kobles til PCen.

Det finnes to mater for 4 koble instrumentet til PCen. Hvilken du velger avhenger
av hvordan du vil ha maleresultatene presentert. Spark Control Magellan er et
datanalyseprogram som kan brukes til 4 behandle data fra avlesningen og kan
brukes til & lage kalibreringskurver, definere positive/negative resultater osv. Se
instrumentmanualen merket med «SPARKCONTROL Magellan» ved siden av
instrumentet for instruksjoner pa hvordan dette gjgres. Maleresultater som gjgres i
Spark Control Dashboard eksporteres kun Excel, videre beregninger ma derfor
gjores manuelt her.

a. Apne SparkControl Magellan. Instrumentet og PCen vil nd kobles sammen.
I vinduet SparkControl Magellan vil ga fra «Configurating» til «Fully
Configurated», trykk OK. Platebzreren vil komme ut av instrumentet og
instrumentet vil lyse lilla pa venstre side, instrumentet og PCen er na koblet
sammen. Velg «Method Editor» for a sette opp en malemetode.

b. Apne SparkControl Dashboard. Instrumentet vil vaere koblet til PC-en nar
instrumentets serienummer kommer opp pa skjermen, sammen med ulike
funksjoner. Instrumentets lys pa venstre side vil ga fra blatt til lilla. Velg
onsket «Method Editor» for & sette opp en malemetode.

Se egne prosedyrer for luminescensmalinger, fluorescensmalinger og
absorbansmalinger ved instrumentet.
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3.2. Bruk av injektorsystem: Se kapittel 16 «Injectors», side 281 i
instrumentmanualen.

3.3. Definisjon av “Plate layout” i “Spark Control Dashboard, “Method Editor”:

1. Under «Plate» i venstremenyen kan man velge om man skal bruke en plate, en del

av en plate, eller en brgnn.
a. Hvis plate; velg hvilket brett som skal benyttes i nedtrekksmenyen.

b. Skal prgvene analyseres med lokk? Velg dette i nedtrekksmenyen.

c. Har prgvene en fuktighetskassett? Velg dette i nedtrekksmenyen.

d. «Smooth mode»: Senker hastigheten pa platetransportbevegelsene,
forhindrer s@l og krysskontaminering.
2. Marker de brgnnen du gnsker a benytte. For a definere innholdet i hver av de
markerte brgnnene velges «Plate Layout»
a. Ivinduet «Plate Layout» velges hvilket materiale som brgnnen skal

inneholde.
i. «Identifier-No. Start at»: Her kan du velge hvilket nummer materiale

skal ha. Det vil automatisk begynne pa 1.
ii. «No. of replicates»: Fylles inn ved flere paralleller.

iii. «Direction»: Velg hvilken retning parallellene pa mikrotiterplaten

som prgvene skal fylles inn. Star automatisk pa horisontalt.

b. Velg hvilket materiale brgnnene inneholder under «Identifiers». Se tabellen

under for informasjon om hver av forkortelsene. Trykk «Fill selection»

Forkortelse Materiale

SM Prgve

BL Blankprgve

ST Standard

PC Positiv kontroll
NC Negativ kontroll
LPC Lav positiv kontroll
HPC Hgy positiv kontroll
CL Kalibrator

BF Blank for polariseringsreferanse
RF Referanse

-2
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34. Lagring av Excel-filer fra «Spark Control Dashboard Metode Editor» med
miledata:

Nar avlesningen er ferdig vil Excel-filen legge seg under:

I filutforsker: This PC > OSDisk > Users > Public > Avlesninger pa Tecan SPARK
Din avlesning vil lagres etter en standardmal pa:

Method 1_*Dagens dato*_*Klokkeslett for avlesning™

Alle mappene som ligger i «Public» skal kun bestd av navn pa den som har gjort
avlesningen, og malingen du har gjort skal legges inn under din mappe.

Hvis du ikke har en egen mappe: Apne en ny mappe ved 4 velge «Home» @gverst i
venstre hjgrne, og sa velge «New folder», merk den nye mappen med ditt eget navn.
Hgyreklikk pa din méling og dra den inn i din egen mappe.

Overfgring til USB og egen PC: Hvis du gnsker 4 overfgre maledataene til egen PC
kan det gjgres gjennom en USB-penn. I filutforsker finner du maledatene dine etter
beskrivelsen gitt ovenfor. Hgyreklikk pa den malingen du vil overfgre, og dra den
over til USB-pennen pa venstre side av filutforsker. Miledataene vil da kopieres til
USB-pennen. Lgs ut USB-pennen og overfar dataen til egen pc.

3.5. Avslutningsrutiner:

1. Sjekk at platebareren er tom.
2. Avhengig av programvare:
a. [ SparkControl Magellan: Trykk «Exit SparkControl Magellan».
b. I SparkControl Dashboard: Velg «Shut Down» via navigasjonsverktgyet pa
venstre side av hovedmenyen.
3. Skru av instrumentet med knappen pa hgyre side av instrumentet og PC.
Instrumentet vil blinke blatt noen ganger fgr det skrur seg av.

4.0 VEDLIKEHOLDSRUTINER
Servicerutiner: Utfgres ved behov av servicepersonell fra Bergman Diagnostika.

Daglig og ukentlig vedlikehold skal utfgres av alle som bruker instrumentet, dette fylles ut i
vedlikeholdsskjemaet.

Utover tellekammeradapteret og injektorsystemet er det ikke behov for daglig vedlikehold
eller ukentlig vedlikehold av instrumentet.

4.1. Daglig vedlikehold:

Inspiser prgveomrédet for sgl: Bytt benkepapir ved behov.
Ved handtering av s@l pa instrumentet: Skru alltid av instrumentet fgr det skal fjernes sgl.
1. Seglet skal tgrkes opp og kastes i henhold til avfallshandteringsreglene ved St. Olavs.

-3
36



]nN"th:Jf INSTRUMENTPROTOKOLL

stitutt for

bioingenigrfag TECAN SPARK

Revisjonsnr. | Erstatter: Utarbeidet av: Godkjent Dato:

1 Mari Eline Solberg av: 04.05.2022

2. Vask instruments overflate med et mildt vaskemiddel. Ved smittefarlig s@l skal
instrumentets overflate ogsa vaskes med ordinzr desinfeksjonsprosedyre
3. Tark det vaskede omradet slik at det blir tgrt.

Injektorsystem: Se kapittel 16.3 «Injector Cleaning and Maintenance», side 289 i
instrumentmanualen.

I. Sjekk nalene og ledningene for lekkasjer.

2. Skyll gijennom hele systemet ved destillert eller deionisert vann hver gang etter bruk
eller nar nalen ikke er i bruk. Hvis dette ikke gjgres, kan det forarsake
krystallisering av reagenser i injektorsystemet og resultere i lekkasjer. Dette er ogsa
viktig for & unngé kontaminering av reagensene.

4.2. Ukentlig vedlikehold:

Injektorsystem: Se kapittel 16.3 «Injector Cleaning and Maintenance», side 289 i
instrumentmanualen.
Injektorsystemet ma vaskes ukentlig for a fjerne eventuelle utfellinger av salt og for &
eliminere bakterievekst. Fglg stegene under for a vaske nale/injektorsystemet med 70 %
etanol
1. Avhengig av brukeres applikasjon, rens instrumentet med buffer eller destillert
vann, fgr det renses med 70 % EtOH.
2. Rens nala og injektorsystemet ved & la den sta i 70 % EtOH i 30 minutter.
3. Skyll sd nala og injektorsystemet med destillert eller deionisert vann. La det vere
vaske 1 vaeskeveien under henstand.
4. Rengjgr enden av injektornilene med en bomullspinne med 70 % EtOH eller
isopropanol.

4.3. Vedlikehold og rengjgring av telleckammeradapter:

Se kapittel 13.3.3 «Maintenance and Cleaning of the Cell Chip Adapter», side 215 i
instrumentmanualen.
1. Bruk engangshansker, briller og beskyttelsestay.
2. Tg¢m tellekammeretadapteret
3. Tark forsiktig overflatene pa adapteret med et lofritt papir med 70 % etanol og la
adapteret tgrke.

5.0 FEILSOKING

Flere «Spark Control»-feilmeldinger er listet opp i instrumentmanualen kapittel 21
«Troubleshooting», side 345.

Om feilmeldingene ikke lgses kan Morten Thorsholt fra Bergman Diagnostika kontaktes.
E-post: morten.thorsholt@bergmandiag.no

4.
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1.0 HENSIKT

2.0

3.0

4.0

5.0

5.1.

Formalet med denne prosedyren er pa sikre riktig fremgangsmate for
absorbansmalinger pa Tecan Spark.

OMFANG

Prosedyren omfavner mikrotiterplateavleseren Tecan SPARK og personer som
skal benytte seg av instrumentet, bade i forbindelse med forskning og
utdanning.

Instrumentprotokollen til Tecan SPARK er ogsa involvert i denne prosedyren.

GRUNNLAGSINFORMASJON

Absorbans defineres som mengden av innfallende lys som en Igsning vil
absorbere ved lyseksponering. Ulike kromoforer har spesifikke og
karakteristiske bglgelengder for absorbsjon, og absorbsjonen vil derfor
avhenge av bglgelengden til det innfallende lyset. Absorbans kan males i
Tecan SPARK.

Her vil gode rutiner for absorbansmalinger gi best maleresultater, noe som er
formalet med denne prosedyren.

ANSVAR
Alle som benytter instrumentet Tecan SPARK.

HANDLINGSMONSTER

VALG AV PLATER

Absorbansmalingene skjer gjennom mikrotiterplateavlesning, der det er viktig
a benytte plater med en transparent bunn. Her kan det benyttes plateformat
med opptil 1536 brgnner, med og uten lokk. Merk at lokkene kan gke
bakgrunnsmadlingene, og en nullstilling etter en blankprgve er derfor a
anbefale i slike tilfeller.

Rev. nr. Dok klasse Avdeling Dato:

Page 1 of 4
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Tabell 1:Viser anbefalte mikrotiterplater til ulike malinger
(https://www.tecan.com/knowledge-portal/which-plate-for-which-measurement)

Mikrotiterplate

Kommentar

Transparent, flat bunn

Standardplatene ved
absorbansmalinger,

Transparent, U- eller V-formet bunn

Brukes ved malinger som man gnsker
skal forega i midten av brgnnen.

Svart, transparent bunn

Brukes nér fluorescens- og
absorbansmalinger kombineres, eller
ved hgye absorbansverdier.

Hyvit, transparent bunn

Brukes nar absorbans- og
luminescensmélinger kombineres

UV transparent

Ma brukes ved malinger i UV-
spekteret (under 300 nm)

5.2. VOLUM VED ULIKE MIKROTITERPLATER

Unnga a fylle brennene med stgrre volum enn i tabellen nedenfor. Hvis disse
volumene overstiges, kan det forekomme krysskontaminering mellom
brgnnene. «Smooth mode» kan kompensere for dette, men da ma maksimum
fyllingsvolum optimaliseres gjennom metodevalidering. «Smooth mode»
velges automatisk ved mikrotiterplater som har mindre enn 96-brgnner.

Ved vasker som har mindre viskositet enn vanndige lgsninger, bar
prévevolumet optimaliseres gjennom metodevalidering.

Tabell 2: Angir maksimalt volum til mikrotiterplater med ulikt antall brgnner

Mikrotiterplate Volum
1-brgnners plate 15 000 pLL
4-brgnners plate 4500 uL
6-brgnners plate 2000 uL
12-brgnners plate 1200 uL
24-brgnners plate 1000 uLL
48-brgnners plate 400 uLL
96-brgnners plate 200 pL
384-brgnners plate 100 pL
1536-brgnners plate 10 uL

53. OPPSETT AV MALEMETODER

5.3.1. Absorbans

1. Under «Detection» i menyen pa venstre side velges malemetode. Velg
«Absorbance», trekk malemetoden inn mot midtskjermen (under platen)
for 4 legge den inn i arbeidslisten.

Rev. nr. Dok klasse Avdeling

Dato:
Page 2 of 4
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2. For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,

hd

Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».
Gi malingen et navn under «Name». Var oppmerksom pi at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila med resultatene, og at dette navnet ma endres etterpa.
Se instruksjoner 1 instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-
filer med maledata.
Velg ¢nsket bglgelengde for malingen, ved «Measurement wavelength
(nm)».

a. Hvis man gnsker en maling pa en referansebglgelengde, hukes det

av for «Reference». Skriv referansebglgelengde i feltet.

«Bandwidth»: Bandbredden er fiksert pa 3,5 nm.
Under «Show Advanced settings»: For optimale maleresultat, anbefales
det a bruke de automatiske innstillingene.

a. «Flashes»: Angir antall lysglimt som sendes mot brgnnen.

b. «Settle time (ms)»: Angir tiden fra mikrotiterplaten er i bevegelse
til malingen starter. Forhindrer vibrasjoner i vaesken nar maling
finner sted.

c. «Multiple reads per well»:

i. «User defined»: Angir ulike avlesningsposisjoner i
brgnnen, avhengig av antall «flashes» som er satt ovenfor.
Mileresultatet blir gitt som et gjennomsnitt av de ulike
avlesningsposisjonene, med et standardavvik. Velges for &
definere «Type», «Size» og «Border».

ii. «Area Scan»: Gir et fingranulert bilde av
absorbansforskjeller innad i brgnnen.

iii. «Not defined»: Avlesningsposisjonen vil veere den samme
for alle lysglimtene.

d. Pathlenght correction:

i. «Defined»: Alle malinger blir korrigert til en lysvei pa lcm.

ii. «Not defined» Malingene vil ikke korrigeres.

9. Trykk Start i verktgymenyen for a starte analyseringen.

5.3.2. Absorbansspektrum

1.

Under «Detection» i menyen pa venstre side velges médlemetode. Velg
«Absorbance Scan», trekk malemetoden inn mot midtskjermen (under
platen) for 4 legge den inn i arbeidslisten.

For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2.
Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».
Gi maélingen et navn under «Name». Var oppmerksom pa at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila med resultatene, og at dette navnet ma endres etterpa.
Se instruksjoner i instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-
filer med maledata.

Rev. or.
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4.

«Wavelenght»:

a. Velg bglgelengdeomrade for avlesningen ved «From» og «To»
b. «Bandwidth»: Bandbredden er fiksert pa 3,5.
c. «Step size»: Antall nm gkning for hver maling i spektrumet.
5. Trykk Start i verktgymenyen for 4 starte analyseringen.

5.4. OPTIMALISERING AV ABSORBANSMALINGER

- Justere antall lysglimt: @k antall lysglimt for a oppna ngyaktige resultater.

- Justering av «Settle Time»: Som fglge av platebarerens bevegelser kan

lgsningene i brgnnene vibrere nar signalintegrasjonen starter. Vibrasjonene
kan fgre til upresise malinger, og det anbefales i sette tiden mellom
platebzrerens bevegelse (il signalintegrasjon mellom 100 og 300 ms.

Rev. or.

Dok klasse

Avdeling

Dato:
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3.1.3 Prosedyre for fluorescensmaling
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1.0 HENSIKT

2.0

3.0

4.0

5.0

Formalet med denne prosedyren er pa sikre riktig fremgangsmate for
fluorescensmalinger pa Tecan Spark.

OMFANG

Prosedyren omfavner Tecan SPARK og personer som skal benytte seg av
instrumentet, bade i forbindelse med forskning og utdanning.
Instrumentprotokollen til Tecan SPARK er ogsa involvert i denne prosedyren.

GRUNNLAGSINFORMASJON

Fluorescens finner sted nar et molekyl absorberer lysenergi pa en bestemt
bglgelengde, for si & emittere lys i form av fotoner pa lengre bglgelengde.
Dette fenomenet kan males pa flere méter i Tecan Spark, der gode rutiner for
fluorescensmalingene gir best resultater.

ANSVAR

Alle som benytter instrumentet Tecan SPARK.

HANDLINGSMONSTER

5.1. VALG AV PLATER

5.1.1.

Hvilken plate man skal velge avhenger av hvilken fluorescensmodul og
malemetode man vil benytte.

Ved fluorescens toppmodul og fluorescenspolarisering:

Disse madlingene skjer ovenfor brgnnen, slik at brénner som ikke er
transparente kan brukes uten at det pavirker avlesningen. Det anbefales likevel
a benytte svarte mikrotiterplater, da materiale i brgnnen absorberer
refleksjoner og har mindre autofluorescens og reduserer signal/stgy-ratioen.
Transparente plater bgr ikke brukes med fluorescensmalinger, da refleksjoner
eller uspesifikke signaler kan pavirke sensitiviteten. Platene kan ha lokk, men
dette reduserer ogsa sensitiviteten. Ved svert svake signaler kan det vare en
fordel a bruke hvite plater.

Rev. nr.

Dok klasse Avdeling Dato:
Page | of 6
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Tabell 1: Viser anbefalte mikrotiterplater til ulike mélinger
Mikrotiterplate Kommentar
Ideell for fluorescensmainger gjennom
Svarte toppmodulen og maling av fluorescens

polarisering

Svarte med transparent bunn

Brukes der absorbans- og
fluorescensmalinger kombineres. Kan
redusere sensilivitelen noe.

Hvite

Brukes for svert svake signaler.

5.1.2.

Ved fluorescens bunnmodul:

Malingen skjer fra bunnen av mikrotiterplaten og en transparent bunn er
obligatorisk for denne modulen. Her anbefales det & bruke plater med svarte

vegger og transparent bunn.

Tabell 2: Viser anbefalte mikrotiterplater til fluoresensmélinger som skjer gjennom

bunnmodulen.

Mikrotiterplate

Kommentar

Svart, transparent bunn

Ideell for fluorescens bunnmalinger

5.2. VOLUM VED ULIKE MIKROTITERPLATER

Unnga & fylle brennene med stgrre volum enn i tabellen nedenfor. Hvis disse
volumene overstiges, kan det forekomme krysskontaminering mellom
brgnnene. «Smooth mode» kan kompensere for dette, men da ma maksimum
fyllingsvolum optimaliseres gjennom metodevalidering. «Smooth mode»
velges automatisk ved mikrotiterplater som har mindre enn 96-brgnner.

Ved vasker som har mindre viskositet enn vandige lgsninger, bgr

prgvevolumet optimaliseres gjennom m

etodevalidering.

Tabell 3: Angir maksimalt volum til mikrotiterplater med ulikt antall brgnner

Mikrotiterplate Volum
1-brgnners plate 15 000 uLL
4-brgnners plate 4500 pL.
6-brgnners plate 2 000 uLL
12-brgnners plate 1200 uL.
24-brgnners plate 1 000 uL.
48-brgnners plate 400 uLL
96-brgnners plate 200 pLL

384-brenners plate 100 uL.
1536-brgnners plate 10 pL
Rev. nr. Dok.klasse Avdeling Dato:
Page 2 of 6
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5.3. OPPSETT AV MALEMETODE

5.3.3. Fluorescensintensitet

1. Under «Detection» i menyen pa venstre side velges malemetode. Velg
«Fluorescence Intensity», trekk malemetoden inn mot midtskjermen
(under platen) for 4 legge den inn i arbeidslisten.

2. For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,
Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».

3. Gi maélingen et navn under «Name». Var oppmerksom pa at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila, og at dette navnet mé endres etterpa. Se
instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-filer med méledata.

4. Under «Mode» velges hvilken fluorescensmodul som skal benyttes:

a. Velg «Top» ved homogene fluoriserende 1gsninger

b. Velg «Bottom» ved adherente celler

5. «Fluorophore»: Hvilken fluorofor som blir benyttet i mélingen kan velges
her. Egnede bglgelengder for eksitasjon og emisjon vil velges deretter
automatisk, men kan justeres. Velg «Other» om du ikke finner fluorofor du
benytter i listen.

6. Bglgelengdeseleksjonen kan skje enten ved bruk av monokromatorer eller
ved bruk av filter, eller ved en kombinasjon av begge:

a. Monokromator: Velg bglgelengde og gnsket bandbredde. Ved
standard fluorescensmalinger er bandbredden satt til 20 nm for
bade emisjon og eksitasjon. Ved forbedret fluorescensmodul kan
bandbredden velges. I slike tilfeller bgr det vaere minimum 45 nm
mellom eksitasjons- og emisjonsbhglgelengdene for & forhindre
interferens.

b. Filter: Filtrene installeres i filterslides pa framsiden av
instrumentet. Hver slide inneholder 6 filtre, disse byttes manuelt.
Bruk funksjonene for bytte av filtrene i «Tool Bar» som ligger
gverst, midt pa skjermen. Filtrene kan ogsé tas ut ved a trykke
piltasten med F pa, pa hgyre side av instrumentet.

7. Under «Show Advanced Settings»: For optimal avlesningen, velg de
automatiske innstillingene.

a. «Flashes»: Angir antall lysglimt som sendes mot brgnnen.

b. «Gain»: Angir en multipliseringsfaktor for signalene som
detektoren plukker opp.

i. «Optimal gain»: Velges nar brgnnen med mest fluorescens
er ukjent. Instrumentet finner brégnnen og bestemmer RFU-
verdien til denne fgrst, for sa bestemme «Gain»-verdien
som skal brukes i resten av malingene.

ii. «Calculate from well»: Velges nar man vet hvilken brgnn
som har fluorescens. «Gain»-verdien til den valgte brgnnen
brukes til malingen i de resterende brgnnene.

Rev. nr. Dok klasse Avdeling Dato:
Page 3 of 6
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iii. «Extended dynamic range»: Velges nar man vet at platen
inneholder prgver med svart hgyt og svert lavt
fluorescenssignal. Instrumentet bruker to separate «Gain»-
verdier for a mile pr@vene, en hgy og en lav. Resultatene
fra begge malingene korreleres og vises som et datasett.
iv. «Manual gain»: «Gain»-verdien bestemmes av operatgren, i
omradet 0 til 255.

c. «Mirrom:

i. «Automatic»: Instrumentet bestemmer hvilket speil er best
egnet til bglgelengdene som har blitt valgt ovenfor.

ii. «Select manually»: Hvilket speil som brukes velges av
operatgren.

d. «Z-position (um)»: Angir avstanden fra malehodet til brgnnen.

i. «Manual»: Definer en verdi som skal brukes malingene.

ii. «Calculated from well»: Velg en brenn som skal benyttes
til bestemmelse av Z-posisjonen. Den utregnede verdien
brukes til resten av malingene.

e. «Settle time (ms)»: Angir tiden fra mikrotiterplaten er i bevegelse
til malingen starter. Brukes for & unnga vibrasjoner i vesken nar
maling finner sted.

f.  «Multiple reads per well»:

i. «User defined»: Angir ulike avlesningsposisjoner i
brgnnen, avhengig av antall «flashes» som er satt ovenfor.
Velges for a definere «Type», «Size» og «Border».
Avlesningsresultatet gis ut som en gjennomsnittsverdi (med
standardavvik) av disse malingene.

ii. «Not defined»: Avlesningen skjer i samme posisjon.

8. Trykk Start i verktgylinjen for & starte analyseringen.

5.3.4. Fluorescensspektrum

1. Under «Detection» i menyen pa venstre side velges malemetode. Velg
«Fluorescence Intensity Scan», trekk malemetoden inn mot midtskjermen
(under platen) for & legge den inn i arbeidslisten.

1. For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,
Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».

2. Gimailingen et navn under «Names». Var oppmerksom pé at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila med resultatene, og at dette navnet ma endres etterpa.
Se instruksjoner i instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-
filer med maéledata.

3. «Scan selection»: Velg

a. «Exitation Scan»: For eksitasjonsspektrum
b. «Emission Scan»: For emisjonsspektrum
Rev. nr. Dok klasse Avdeling Dato:
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¢. «3D Scan»: For 3D-spektrum. Generer et emisjonsspektrum som et
resultat av eksitasjonsbglgelengder, og kombinerer disse.

4. «Mode»: Velg hvilken modul du vil benytte for avlesninga. Velg

a. «Top» for toppavlesninger: Homogene fluorisende 1gsninger
b. «Bottom» for bunnavlesninger: Adherente celler

5. «Excitation wavelenght (nm)»:

a. «Excitation scan/3D scan»: Definer eksitasjonsomradet ved
«From» og «To».

b. «Emission scan»: Definer eksitasjonsbglgelengden.

c. «Bandwidth»: Velg bandbredde

d. «Step size»: Angir antall nm gkning for hvert punkt i spektrumet.

6. «Emission wavelenght (nm)»:

a. «Excitation scan»: Definerer emisjonsbglgelengden.
Ved «Fusion Optics system»; velg enten «Monochromator» eller
«Filter Mode».

b. «Emission scan/3D scan»: Definer emisjonsomrade ved «From» og
«To».

c. «Bandwidth»: Ved bruk av monokromatoren, velges biandbredden
for eksitasjonen og emisjonen.

d. «Step size»: Angir antall nm gkning for hvert punkt i spektrumet.

7. «Show advanced settings»: Se punkt 13 under kapittel 5.3.3
Fluorescensintensitet for beskrivelse av «Flashes», «Gain», «Mirror», «Z.-
position (um)» og «Settle time (ms)»

a. «Signal integration (us)»:
i. «Lag time»: angir tiden mellom lysglimtene og starten av
signalintegrasjonen.
ii. «Integration time»: Bestemmer varigheten av malingene per
br@nn.

5.3.5. Optimalisering av fluorescensmalinger:

Se kapittel 12.14 “Optimizing Fluorescence and Fluorescence Polarization
Measurements”, side 185 i instrumentmanualen
- Justere «Gain»: «Gain»-verdien defineres som multiplikasjonsfaktoren som
detektoren bruker for a4 konvertere lys til elektrisk strgm. Signal/st@y-ratio en
og lineariteten til malingene avhenger av «Gain»-verdien. «Gain»-verdier
under 40 bgr unngas, og bgr bestemmes ut ifra den brgnnen med hgyest
fluorescenssignalene for & unnga «OVER»-flagg i maleresultatene. Dette
gjgres ved a benytte funksjonene «optimal gain» eller «calculate gain from
well».
- Skan av Z-posisjon: Z-posisjonen kan optimaliseres i «Method Editor» eller
via SparkConltrol Dashboard. Her velges brénnene man gnsker at Z-posisjonen
skal optimaliseres mot. Trykk «Scan» for a starte optimaliseringen. Etter

Rev. nr. Dok.klasse Avdeling Dato:
Page 5 of 6

47




Institutt for PROSEDYRE FOR:

bioingenigrfag
NTNU FLUORESCENSMALINGER PA TECAN SPARK
Revisjonsnr. | Erstatter: Utarbeidet av: Godkjent av: | Dato:

Mari Eline Solberg 12.05.2022

malingen vil man fd en Z-posissjonkurve med korresponderende Z-
posisjonsverdier. Velg Z-posisjon og trykk «Apply».

o «Max Signal/Blank Ratio»: Tilgjengelige for
fluorescensintensitetsmalinger og fluorescensspektrum. Krever to
brgnner, en med fluoroforen som skal méles (signal) og en fylt med
buffer (blank). Begge bregnnene blir skannet, og det resulterende
signal/blank forholdet blir vist i en graf. Z-posisjonen kan ni settes til
den maksimale S/B-ratioen.

Justere antall lysglimt («Flash Settings»): Et gkt antall lysglimt gir mer
ngyaktige maledata.

«Settle time»: Platebarerens bevegelser kan gi vaeskevibrasjoner under
maélingene, og kan gi variasjoner i maleresultatene. «Settle time» angir tiden
fra siste platebevegelse til farste lysglimt. Det anbefales a bruke en «settle
time»-verdi mellom 100 og 300 ms for fluorescens polariseringsmalinger og
fluorescensmalinger i plateformat med mindre enn 96 brgnner.

«Multiple reads per well»: Tilgjengelig for fluorescensmalinger gjennom
toppmodulen og bunnmodulen med fiksert bandbredde. Denne funksjonen er
egnet for cellebaserte malinger, da fordelingen av celler i brénnen kan vere
ujevn. «

«G-Tactor»: Se kapittel 12.12.2 «Fluorescence Polarization Detection/G-Factor
Detection», side 189
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1.0 HENSIKT

2.0

3.0

4.0

5.0

Formalet med denne prosedyren er pa sikre riktig fremgangsmate for
luminescensmalinger pa Tecan Spark.

OMFANG

Prosedyren omfavner mikrotiterplateavleseren Tecan SPARK og personer som
skal benytte seg av instrumentet, bade i forbindelse med forskning og med
utdanning.

Instrumentprotokollen til Tecan SPARK er ogsa involvert i denne prosedyren.

GRUNNLAGSINFORMASJON

Luminescens er emisjon av lys som resultat av en kjemisk, biologisk eller
elektrokjemisk reaksjon. Kjemiluminescens finner sted nar et elektron returner
fra et heyere energiniva tilbake til et lavere energiniva. Dette fenomenet kan
males i Tecan SPARK, der man skiller mellom glgdeluminescens (“glow
luminescens™), blitsluminescens (“flash luminescens™) og flerfarget
luminescens (“multicolor luminescens™). Ved glgdeluminescens vil det males
stabile luminescenssignaler over lengre tid, mens ved blitsluminescens vil det
dannes et svaert kortvarig luminescenssignal. Ved flerfarget luminescens vil
man ta hgyde for flere ulike lysemitterende forbindelser. Disse kan males med
to moduler, en standardmodul og en forbedret modul («Enhanced Module»)
egnet for svakere signaler.

Her vil gode rutiner for luminescensmélinger gi best maleresultater, noe som
er formalet for denne prosedyren.

ANSVAR

Alle som benytter instrumentet Tecan SPARK til maling av luminesence.

HANDLINGSM@NSTER

5.1. VALG AV PLATER

Hvite platene er best egnet til luminescensmalingene. Det hvite materialet
reflekterer lys som blir emittert av prgva, og kan derfor gke sensitiviteten. Var
sikker pa at du velger riktig «plate definition file» i programvaren, da dette gir
en optimal maling. Hvite plater med transparent bunn kan benyttes hvis
luminescensmalingen skal kombineres med en absorbansmaéling, eller om
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prévene skal sjekkes visuelt med mikroskop. Den transparente bunnen gker
risikoen for interferens (da kan slukking av signal etter maling vzre et
alternativ). Hvit teip kan brukes for a dekke platebunnen og forhindre
interferenser, men pavirkningen kan likevel vere signifikant. Ikke bruk helt
transparente plater eller plater med lokk, det vil resultere 1 interferens
brgnnene imellom.

Tabell 1: Viser anbefalte mikrotiterplater til ulike malinger
(https://www.tecan.com/knowledge-portal/which-plate-for-which-measurement)

Mikrotiterplate Kommentar

Hyvit Ideell for maling av luminescens.

Brukes vanligvis hvis man skal
kombinere luminescensmalinger med
absorbansmalinger. Brgnnene kan
interfere med hverandre.

Hvit med transparent bunn

Gir en gkt interferens med transparent
bunn, men denne er likevel mindre
enn ulen Leip.

Hvit, med transparent bunn og hvit
teip pa platebunnen.

5.2. VOLUM VED ULIKE MIKROTITERPLATER

Unnga a fylle brgnnene med stgrre volum enn i tabellen nedenfor. Hvis disse
volumene overstiges kan det forekomme krysskontaminering mellom
brgnnene. «Smooth mode» kan kompensere for dette, men da ma maksimum
fyllingsvolum pé nytt optimaliseres gjennom metodevalidering. «Smooth
mode» velges automatisk ved mikrotiterplater som har mindre enn 96-brgnner.
Ved vasker som har mindre viskositet enn vandige lgsninger, bar
proévevolumet optimaliseres gjiennom metodevalidering.

Tabell 2: Angir maksimalt volum til mikrotiterplater med ulikt antall brgnner

Mikrotiterplate Volum
1-brgnners plate 15 000 pL
4-brgnners plate 4500 pL.
6-brgnners plate 2000 pL
12-brgnners plate 1200 uLL
24-brgnners plate 1000 pL
48-brgnners plate 400 uL
96-brgnners plate 200 pL
384-brgnners plate 100 pL.
1536-brgnners plate 10 pL.
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5.3. BLITSLUMINESCENS («FLASH LUMINESCENCE») OG BRUK AV
INJEKTORMODUL

Pa grunn av varigheten av blitsluminescenssignalene bgr malingen skje idet
reagensene blir tilsatt eller rett etter at reagensene har blitt tilsatt. Det er derfor
hensiktsmessig a benytte injektorene som instrumentet er utstyrt med.
Injektormodulen er en ekstern enhet fra instrumentet, bestiende av to néiler.
Injektornalene kan romme volum pa 500 pL, 1000 pL og 2000 L, og kan
brukes pa mikrotiterplater med opptil 384 brgnner.

Nar injektoren brukes i en maleprosedyre, er det viktig at injektorholderen er

korrekt plassert pa instrumentet. Se instruksjoner i kapittel 16 «Injectors», side

281 i instrumentmanualen.

1. Fjern injektordummyen som sitter 1 instrumentet. Erstatt denne med
injektorholderen.

2. Press injektorholderen forsiktig pd plass i inngangen for & lase den til
instrumentet. Instrumentet har sensorer som vil gjenkjenne injektoren, men
om denne ikke er korrekt installert sa vil ikke instrumentet gjenkjenne
injektoren. Injektoren vil bli deaktivert, men prosedyrer som rensing og
priming kan likevel fortsatt gjennomfgres. Hvis disse prosedyrene settes i
gang og injektoren ikke er korrekt installert, kan det skade instrumentet.
Det er derfor viktig a undersgke om injektoren er korrekt installert fgr man
setter i gang priming og rensing.

3. For injeksjonsystemet kan benyttes er det viktig a prime injeksjonsnala.
For prosedyrer pa priming og rensing, se instrumentmanualen side 285.

4. For oppsett av malemetode med injektorer, se side 291 i
instrumentmanualen.

5. Nar maleprosedyren er ferdig, skal injektordummien settes pa plass i
instrumentet igjen. Dette er for a sikre en korrekt atmosfare og gi
instrumentet stabilitet.

54. OPPSETT AV MALEMETODE

54.1.

Fgr méling av luminescens, anbefales det at instrumentet har statt pai 15
minutter. Dette gir stabile forhold for luminescensavlesningen.

Maling av luminescens ved standardmodul

1. Under «Detection» i menyen pa venstre side velges malemetode. Velg
«LL.uminescence», trekk mialemetoden inn mot midtskjermen (under platen)
for a legge den inn i arbeidslisten.

2. For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,
Definisjon av «Plate layout» 1 «Spark Control Dashboard Method Editor».

3. Gi malingen et navn under «Name». Var oppmerksom pa at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila med resultatene, og at dette navnet ma endres etterpa.
Se instruksjoner i instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-
filer med méledata.
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4. «Type»

7.

a. «Attenuation»: Malinger med ingen bglgelengdeseleksjon. Velg
om og hvordan luminescenssignalene skal dempes.

1. «None»: Ingen filtre bli valgt, ingen demping av signaler.
ii. «ODI1»: Signalintensiteten blir dempet med en faktor pa 10.
iii. «OD2»: Signalintensitet blir dempet med en faktor pa 100.
iv. «Automatic»: Dempingsinnstillingene blir definert for hver

brgnn.

b. «Filter settings»: Malinger med bglgelengdeseleksjon. Velg
bglgelengdene du vil male ved & justere pa fargespekteret. Sentral
bglgelengde og bandbredde velges automatisk deretter.

Alternativt: Trykk evt. pa Liste-symbolet i hgyre hjgrne, her kan du
legge inn gnskede bglgelengder i feltene.
“Integration time™: Angir tid fgr signalintegreringen av den fgrste brgnnen
starter.
Under «Show advanced settings»:

a. «Settle time»: Definerer tiden fra platebevegelse til starten av
signalintegrasjonen. Hindrer at vibrasjoner i prevelgsningen skal
pavirke méaleresultatet.

b. «Output»: Angi gnsket maleenhet, «counts» eller «counts/s»

Trykk Start i verktgylinjen for a starte analyseringen.

5.4.2. Maling av flerfarget luminescens (“Multicolor Luminescence”):

I.

Under «Detection» i menyen pé venstre side velges malemetode. Velg
«LLuminescence», trekk malemetoden inn mot midtskjermen (under platen)
for a legge den inn i arbeidslisten.

2. For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,
Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».

3. Gi malingen et navn under «Name». Vaer oppmerksom pa at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila med resultatene, og at dette navnet ma endres etterpa.
Se instruksjoner i instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-
filer med maledata.

4. «Application»: Velg

a. «New»: For a velge en ny applikasjon.
b. «BRET1/BRET2/BRET3/Chroma-Glo»: For a bruke definerte
filterinnstillinger mer optimalisert for hver applikasjon.

5. Trykk sa «Add» for legge denne til i arbeidslista.

6. «Color»: Antallet «Label» indikerer de luminiserende forbindelser som
skal males. Antallet ma vaere mellom to og fem luminiserende forbindelser
for a benytte denne malemetoden.

7. «Name»: Navngi de ulike fluoriserende forbindelsene.

8. «Filter settings»: Definer hvilket bandpassfilter som skal bli brukt til
deteksjon av hver de luminescerende forbindelsene.
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5.4.3.

11.

c. Velg balgelengdeomrade ved 4 justere «From» og «To» med a dra
i grensene i fargespekteret. Sentral bglgelengde og bandbredde
velges automatisk deretter.
Alternativt: Trykk evt. pa Liste-symbolet i hgyre hjgrne, her kan du
sette inn gnskede bglgelengder i feltene.
«Integration time (ms)»: Angir tid for signalintegreringen.

. «Show advanced setting»: Se punkt 6, kapittel 5.4.1 Maling av

luminescens ved standardmodul.
«Delete»: Fjerner en av de luminiserende forbindelsene i malingen.

Luminescensspektrum

I.

Ln

Under «Detection» i menyen pa venstre side velges midlemetode. Velg
«Luminescence», trekk malemetoden inn mot midtskjermen (under platen)
for & legge den inn i arbeidslisten.
For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,
Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».
Gi malingen et navn under «Name». Var oppmerksom pa at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila med resultatene, og at dette navnet ma endres etterpa.
Se instruksjoner i instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-
filer med méledata.
Velg «Central bglgelengde (nm)»: Definer omrade for den sentrale
bglgelengden som skal brukes i malingen.

a. Juster «From» og «To» med & dra i grensene i fargespekteret.

b. Alternativ; trykk pa Listeikonet i hgyre hjgrnet og skriv inn

balgelengdene i feltene.

c. «Bandwidth»: Fiksert til 25 nm.

d. «Step size»: Fiksert til 15 nm.
«Integration time (ms)»: Angir tid for signalintegreringen.
«Show advanced setting»: Se punkt 12, kapittel 5.4.1 Maling av
luminescens ved standardmodul.

a. Corrected spectra: Hukes av for korrigering av

luminescensspektrumet etter kalibreringsdata.

5.4.4. Optimaliseringen av luminescensmalinger:

Justering av «Integration Time»: Ved veldig lav lysintensitet vil malte
fotoner per sekund vare proporsjonale med lysintensiteten. Ved a gke
maltetiden per brenn, vil man gke ngyaktigheten pa grunn av irreguler
fotoninnvirkning («irregular photon impact»).

Justering av lysdempingen («Light Attenuation»): Hvis fotonene kommer
inn mot fotontellemodulen og modulen ikke klarer & skille mellom
distinktive fotoner, vil resultatene blir markert som «OVER». Signalene
kan dempes ved & bruke absorbansfiltre i lysveien. OD1, OD2 (og
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kombinert som OD3) kan brukes til 4 dempe h@ye lysnivier med faktorer
pa 10, 100 og 1000.
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1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

HENSIKT

Formalet med denne prosedyren er pa sikre riktig fremgangsmate for
celletelling pa Tecan Spark.

OMFANG

Prosedyren omfavner Tecan SPARK og personer som skal benytte seg av
instrumentet, bade i forbindelse med forskning og utdanning.
Instrumentprotokollen til Tecan SPARK er ogsa involvert i denne prosedyren.

GRUNNLAGSINFORMASJON

Celletellingsfunksjonen til Tecan SPARK gir informasjon om
cellekonsentrasjon i celler/mL, gjennomsnittlig stgrrelse pa cellene i
tellekammeret, minste og stgrste cellestgrrelse av cellene i tellekammeret.

ANSVAR
Alle som benytter instrumentet Tecan SPARK.

HANDLINGSM@NSTER

5.1. OPPSETT AV MALEMETODE

1. Apne «Spark Control Dashboard», trykk pd knappen med «App Cell Chip,
Cell Counting».

2. Velg hvilke kamre som skal telles.

3. «Cell size» (nede i venstre hjgrne): Velg stgrrelsesomridet pa cellene du
gnsker skal telles.

4. «Images» (nede i venstre hjgme): Velg antall bilder du gnsker at tellingen
skal basere seg pa, enten 1, 4 eller 8§ bilder.

5. «Duplicates» (nede i venstre hjgre): Kan defineres om det er samme
prave i begge prgvekammer i telekammeret. Huk av for det aktuelle
tellekammeret.

5.2. PROVEFORBEREDELSE

Til celletellingen ma tellekammer og tellekammeradapter benyttes.
Tellekammeret er til engangsbruk og inneholder to prgvekammer som hver
rommer 10 pL. Opptil fire tellekamre kan plasseres i tellekammeradapteret.
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. Fyll et prgvekammer med 10 pL av cellesuspensjonen. Unnga luftbobler

nar prgvekammeret fylles, dette kan gi en ujevn fordeling av cellene.

. Plasser tellekammeret i tellekammeradapteret. Forsikre deg om at

tellekammeret er plassert riktig, @verste hgyre per slipt for gi riktig
orientering av telleckammeret.

. Plasser tellekammeradapteret i platebzreren slik at kammer Al ligger

lengst inn til venstre i instrumentet.

. Trykk «Start» ved nede i hagyre.

Kast tellekammeret i egnet beholder nar analyseringen er ferdig.

5.3. OPTIMALISERING AV CELLETELLINGENE:

Se kapittel 13.6 “Optimizing Cell Counting Measurements”, side 218 i
instrumentmanualen.

@ke antallet bilder: Celletellingene og mélingene av celleviabilitet blir
gjort pa sma volum. Ved cellekonsentrasjoner under 10 000 celler/mL vil
antallet celler per bilde veere lavt, og cellene vil ofte har en irregulaer
fordeling i tellekammeret. For & kompensere for dette anbefales det 4 ta 4
eller 8 bilder av cellesuspensjoner med sd lav konsentrasjon.

Bruk av «Live Viewer»: Fungerer som et mikroskop og gir informasjon
om cellenes tilstand. Ved bruk av «Live Viewer» i oppsettet av metoden
kan autofokus-posisjonen bli korrigert av en «off set»-verdi som
bestemmes.
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1.0 HENSIKT

2.0

3.0

4.0

5.0

Formalet med denne prosedyren er pa sikre riktig fremgangsmate for maling
av celleviabilitet pa Tecan Spark.

OMFANG

Prosedyren omfavner Tecan SPARK og personer som skal benytte seg av
instrumentet, bade i forbindelse med forskning og utdanning.
Instrumentprotokollen til Tecan SPARK er ogsé involvert i denne prosedyren.

GRUNNLAGSINFORMASJON

Celleviabilitet defineres som bestemmelsen av levende og dgde celler og kan
undersgkes ved bruk av fargestoffet trypan bla i Tecan SPARK. Levende
celler med intakte cellemembraner ikke vil ta opp fargestoffet og vil derfor ha
en klar cytoplasmafarge. De dgde cellene som ikke har intakte
cellemembraner vil ta opp fargestoffet, noe som gir et bléfarget cytoplasma.
Forskjellen i cytoplasmatarge kan derfor brukes til a telle levende og dgde
celler hver for seg.

Celleviabilitetesfunksjonen i Tecan SPARK gir informasjon om
konsentrasjonen av totalt antall celler (celler/mL) og konsentrasjonen av
levende og dgde celler (celler/fmL). Det gis ogsa informasjon om
gjennomsnittlig stgrrelse pa de levende og de dgde cellene, samt stgrrelse pa
den stgrste og minste cellen som har blitt telt av hver av disse gruppene.
Miling av celleviabiliet kan brukes til kontroll av cellekulturer.

ANSVAR

Alle som benytter instrumentet Tecan SPARK.

HANDLINGSMONSTER

5.1. OPPSETT AV MALEMETODE

1. Apne «Spark Control Dashboard, trykk pi knappen med «App Cell Chip,
Cell Viability».

2. Velg hvilke kamre som skal telles.

3. «Cell size» (nede i venstre hjgrne): Velg stgrrelsesomradet pa cellene du
gnsker skal telles. Dette stgrrelsesomradet gjelder bade for de levende og
de dgde cellene.
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4. «Images» (nede i venstre hjgrne): Velg antall bilder du gnsker at tellingen
skal basere seg pd, enten 1, 4 eller 8 bilder.

5. «Duplicates» (nede i venstre hjérne): Kan defineres om det er samme
prove 1 begge provekamrene 1 telekammeret. Huk av for det aktuelle
tellekammeret.

5.2. PROVEFORBEREDELSE

Til celletellingen ma tellekammer og tellekammeradapter benyttes.

Tellekammeret er til engangsbruk og inneholder to prgvekammer som hver

rommer 10 pL. Opptil fire tellekamre kan plasseres i tellekammeradapteret.

1. Fortynn en cellesuspensjon med trypan bla i forholdet 1:1. Fyll et
preévekammer med 10 pL av trypan bla-cellesuspensjonen. Unnga
luftbobler nar prgvekammeret fylles, dette kan gi en ujevn fordeling av
cellene.

2. Plasser tellekammeret i tellekammeradapteret. Forsikre deg om at
tellekammeret er plassert riktig, gverste hgyre er slipt for gi riktig
orientering av tellekammeret.

3. Plasser telleckammeradapteret i platebareren slik at kammer Al ligger
lengst inn mot venstre i instrumentet.

4. Trykk «Start» ved nede i hgyre.

5. Kast tellekammeret i egnet beholder nar analyseringen er ferdig.

5.3. OPTIMALISERING AV CELLETELLINGENE:

Se kapittel 13.6 “Optimizing Cell Counting Measurements”, side 218 i

instrumentmanualen.

- ke antallet bilder: Celletellingene og malingene av celleviabilitet blir
gjort pd sma volum. Ved cellekonsentrasjoner under 10 000 celler/mL vil
antallet celler per bilde vare lavt, og cellene vil ofte har en irregular
fordeling i tellekammeret. For 4 kompensere for dette anbefales det & ta 4
eller 8 bilder av cellesuspensjoner med s lav konsentrasjon.

- Bruk av «Live Viewer»: Fungerer som et mikroskop og gir informasjon
om cellenes tilstand. Ved bruk av «Live Viewer» i oppsettet av metoden
kan autofokus-posisjonen bli korrigert av «off set»-verdi som bestemmes.
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3.1.7 Prosedyre for maling av cellekonfluens

Institutt for PROSEDYRE FOR:
bioingenigrfag
NTNU MALING AV CELLEKONFLUENS PA TECAN SPARK
Revisjonsnr. | Erstatter: Utarbeidet av: Godkjent av: | Dato:
Mari Eline Solberg 12.05.2022

1.0 HENSIKT

Formalet med denne prosedyren er pa sikre riktig fremgangsmaite for maling
av cellekonfluens pa Tecan Spark.

2.0 OMFANG

Prosedyren omfavner Tecan SPARK og personer som skal benytte seg av
instrumentet, bade i forbindelse med forskning og utdanning.
Instrumentprotokollen til Tecan SPARK er ogsa involvert i denne prosedyren.

3.0 GRUNNLAGSINFORMASJON

Ved celledyrkningsforsgk er miling av cellekonfluens viktig. Grad av
konfluens gir informasjon om hvor stor andel av brgnnens overflate som er
dekket av adherente celler og oppgis i prosent. Hvis cellene blir konfluente, vil
cellene slutte & dele seg som fglge av plassmangel i dyrkningsskéla.

4.0 ANSVAR

Alle som benytter instrumentet Tecan SPARK.

5.0 HANDLINGSMONSTER

5.1. VALG AV MIKROTITERPLATE

Maling i av cellekonfluens kan gjgres i 6- til 96-brgnners miktotiterplater, men
malingen er optimalisert for 96-brgnners mikrotiterplater. Unnga
mikrotiterplater med lokk pa eller bruk av fuktighetskassett.

5.2. VOLUM VED ULIKE MIKROTITERPLATER

Unnga a fylle brgnnene med stgrre volum enn i tabellen nedenfor. Hvis disse
volumene overstiges, kan det forekomme krysskontaminering mellom
brgnnene. «Smooth mode» kan kompensere for dette, men da ma maksimum
fyllingsvolum optimaliseres gjennom metodevalidering. «Smooth mode»
velges automatisk ved mikrotiterplater som har mindre enn 96-brgnner.

Ved vasker som har mindre viskositet enn vandige l@sninger, bgr
pravevolumet optimaliseres gjennom metodevalidering.

Rev. nr. Dok.klasse Avdeling Dato:
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Institutt for PROSEDYRE FOR:
bioingenigrfag
NTNU MALING AV CELLEKONFLUENS PA TECAN SPARK
Revisjonsnr. | Erstatter: Utarbeidet av: Godkjent av: | Dato:
Mari Eline Solberg 12.05.2022
Tabell 1: Angir maksimalt volum til mikrotiterplater med ulikt antall brgnner
Mikrotiterplate Volum
1-brgnners plate 15 000 pL
4-brgnners plate 4 500 uLL
6-brgnners plate 2000 uL
12-brgnners plate 1200 uLL
24-brgnners plate 1 000 pL.
48-brgnners plate 400 uLL
96-brgnners plate 200 uL
384-brgnners plate 100 uL.
1536-brgnners plate 10 pLL

5.3. OPPSETT AV MALEMETODE

1. Under «Detection» i menyen pa venstre side velges milemetode. Velg
«Cell Confluence», trekk malemetoden inn mot midtskjermen (under
platen) for a legge den inn i arbeidslisten.

2. For definisjon av «Plate Layout», se instrumentprotokollen kapittel 3.2,
Definisjon av «Plate layout» i «Spark Control Dashboard Method Editor».

3. Gi malingen et navn under «Name». Var oppmerksom pa at dette ikke blir
navnet pa Excel-fila, og at dette navnet ma endres etterpa. Se
instrumentprotokollen, kapittel 3.3 Lagring av Excel-filer med méledata.

4. Under «Pattern» velges gnsket avlesningsmgnster i brgnnen. Velg

a. «Center»: For malinger som skal gjgres i sentrum av brgnnen.

b. «Whole well»: For milinger som skal gjgres i hele brgnnen.
«Well border detection»: Instrumentet leser av brgnnavgrensningen
og legger alle avlesningene innenfor denne.

¢. «User defined»: Definer posisjonene i brgnnen du vil at
avlesningene skal skje.

5. Under «Advanced Settings»

a. «Focus offset (um)»: Legg inn en verdi manuelt eller bruke «Live
Viewer».

b. «Settle time (ms)»: Angi tid mellom platebevegelse og starten av
signalintegrasjonen.

¢. «Data analysis included»: Huk av for at bildene fra
konfluensmalingen skal analyseres og resultatene skal bli
tilgjengelige etter maling.
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Institutt for PROSEDYRE FOR:

bioingenigrfag

NTNU MALING AV CELLEKONFLUENS PA TECAN SPARK
Revisjonsnr. | Erstatter: Utarbeidet av: Godkjent av: | Dato:

Mari Eline Solberg 12.05.2022

5.4. OPTIMALISERING AV CELLEKONFLUENSMALINGER:

Se kapittel 13.7 «Optimizing Cell Confluence Measurements», side 219 i
instrumentmanualen.

- Bruk av «Well Border Detection»: Konfluensmalingene avhenger av en
korrekt platetransport og posisjonering. Mikrotiterplatenes dimensjoner kan
variere og for & kompensere for dette kan «Well Border Detection» aktiveres i
programvaren. Dette gir en ngyaktig analyse av adherente celler opptil
brgnnavgrensningen, men merk at dette forlenger analysetiden. Hvis denne
funksjonen ikke aktiveres kan brgnnavgrensningen inkluderes i analysen og
kan gi falske konfluensverdier.

- Bruk av «Live Viewer»: Fungerer som et mikroskop og gir informasjon om
cellenes tilstand. Ved bruk av «Live Viewer» i oppsettet av metoden kan
autofokus-posisjonen bli korrigert av en «focus offset»-verdi som bestemmes
manuelt.

o Valg av mikrotiterplate ved «Live Viewer»: Unnga mikrotiterplater
med lokk pa eller bruk av fuktighetskassett.

o Ny autofokus kalkulering i «Live Viewer»: Velg «Repeat Autofocus».
Autofokus-verdien kan ogsa tilpasses «focus offset»-verdien. Definer
en verdi og velg «Set to Instrument». Programvaren vil tilpasse
autofokusposisjonen og gi et nytt bilde. Ved & trykke pa «Apply» vil
den definerte «focus offset»-verdien blir brukt til mélemetode.

Rev. nr. Dok klasse Avdeling Dato:
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3.2 Resultat av forsgk for utprgving av prosedyrer
| dette kapittelet vil resultatene fra utpreving av prosedyrer og instrumentprotokollen

presenteres.

3.2.1 Lik absorbansmaling ved bruk av Tecan SPARK og Tecan Sunrise fotometer
For & undersgke Tecan SPARKSs fluorescensfunksjon ble avlesningen aven MONOLISA

Anti-HBs PLUS mikrotiterplate lest av pa bade Tecan SPARK og Tecan Sunrise
filterfotometer. Avleste absorbansverdier og beregnede resultater er ssmmenlignet i Tabell 1.

Tabell 1: Absorbansavlesning pa Tecan SPARK og Tecan Sunrise ved 405 nm.

«Cut «Cut Resultat | Resultat
. Absorbansverdi | Absorbansverdi | %- off» off»
Materiale . . Tecan Tecan
Tecan SPARK | Tecan Sunrise | avvik | Tecan | Tecan SPARK | Sunrise
SPARK | Sunrise
Negativ . .
kontroll 0,0604 0,056 7,6 - - Negativ | Negativ
Kalibrator 0,0666 0,064 3,0 - -
10 mLU/mML 0,0667 0,062 7,3 | 0.0891 | 0.0870 - -
' 0,1340 0,135 0,7 - -
Positiv .. ..
kontroll 0,4404 0,453 2,8 - - Positiv | Positiv
Pas'enltp”z’"e 0,4783 0,497 38 ; ; Positiv | Positiv
Pas'enztpm"e 0,4700 0,513 87 ; ; Positiv | Positiv
Pas'ergpm"e 0,4194 0,441 5.0 i - | positiv | Positiv

Forskjellen i avlest absorbans mellom de to plateleserne var i gjennomsnitt pa 5 % avvik, og
ingen avvik var stgrre enn 8 %. Tecan SPARK ble «cut off» beregnet til 0.0891 og Tecan
Sunrises «cut off» ble beregnet til 0.0870, begge faller innenfor kravet pa 0.050-0.200.
Beregnet grasone ble henholdsvis pa [0.0287-0.1495] og [0.0313-0.1433]. Alle prgver og

kontroller fikk samme resultat pa de to plateleserne.

3.2.2 Fluorescensmalinger viste nedgang i % CV ved bruk av «Multiple Reads per
Well»
For a teste fluorescensmalingene i Tecan SPARK plateleser ble brgnnbunnene pa en

transparent mikrotiterplate dekket med markeringstusj av ulike farger. Fluorescensmalingen
ble gjort med en eksitasjonsbglgelengde pa 485 nm og emisjonshglgelengde pa 535 nm.
«Gain» ble satt til «Optimal», «Z-position» ble satt til «cAutomatic». Figur 27 viser
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maleresultatene for malingen med 30 lysglimt per brgnn, uten funksjonen «Multiple reads per

well». Radatene er vist i vedlegg 2. Resultatet er gitt i «Relative Fluorescence Units» (RFU).
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Figur 27: Diagrammet viser grupperinger av fluorescens mellom de ulike fargene av markeringstusj. Dataene er tatt fra
malingen med 30 lysglimt uten funksjonen «Multiple reads per well»

Fluorescensmalingene viste tydelige forskjeller mellom markeringstusjfargene, samt at grgnn
og gul markeringstusj eksiteres og danner fluorescens i stgrre grad enn rosa og oransje
markeringstusj ved bglgelengdene som ble valgt for avlesningen. Ujevn pafaring av tusj

gjenspeiles i stor spredning mellom avlesninger av brgnner med samme markeringstusjfarge.

For & undersgke om antallet lysglimt ved avlesning pa ulike steder i brgnnene med «Multiple
reads per well», hadde noen effekt pa % CV ble avlesningene av mikrotiterplaten utfert med
bade 5 og 30 lysglimt, med og uten funksjonen «Multiple reads per well». En sammenligning
av % CV ved de ulike malingene er gitt i Figur 28, «Multiple reads per well» er forkortet
MRW i figuren.
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Figur 28: Viser nedgang i % CV ved bruk av funksjonen "Multiple Reads per Well" (MRW), bade for malinger ved 5 og 30
lysglimt

Ved bruk av funksjonen «Multiple reads per well» ble % CV generelt lavere, sammenlignet
med malinger der denne funksjonen ikke ble benyttet. Dette gjaldt for malinger med bade 5

og 30 lysglimt. Radatene brukt i dette diagrammet er gitt i vedlegg 2.

3.2.3 Regresjonsanalyse av luminescensavlesninger viste proporsjonal feil mellom
Tecan SPARK og Victor
For & sammenligne luminescensmalingene til Tecan SPARK og Victor ble resultatene fra

forsgket mal ved hjelp av begge instrumenter satt opp i et regresjonsplott i Excel, dette er vist

i Figur 29. Maledataene er gitt i vedlegg 3.
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Figur 29: Viser et regresjonsplott av malingene gjort pa plateleseren Victor og pa Tecan SPARK.
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r-verdien ble utregnet til 0.9802, noe som indikerer en relativt sterk positiv linezer
sammenheng mellom maledataene fra Tecan SPARK og Victor. Regresjonslinjen ble bestemt
til formel (9), og viser at avlesningen pa Victor gir sveert mye lavere luminescensverdier

sammenlignet med avlesningen pa Tecan SPARK.
y = 9.4298x — 140652 9

Konfidensintervallet pa 95 % for skjaringspunktet ble bestemt til  veere mellom -440091 og
158787, noe som inkluderer et skjeeringspunkt i 0. Dette indikerer at det kan veere et lite
konstant avvik i maledataene. Konfidensintervallet pa 95 % for stigningstallet ble bestemt til &
veere mellom 8.7 og 10.2, her ekskluderes 1. Dette indikerer et proporsjonalt avvik i
maledataene mellom Victor og Tecan SPARK. Regresjonsstatistikken er gitt i vedlegg 3. Det
observeres ogsa en metning av luminescenssignal mellom 400 000 og 500 000 pa Victor, da

det er opphopning av avlesninger i dette omradet i stedet for & spres langs regresjonslinjen.

3.2.4 Celletelling viste god korrelasjon i tofoldsfortynninger, men upresishet ved
celleviabilitetsmaling
Funksjonene for celletelling og maling av celleviabilitet ble undersgkt ved a avlese

tofoldsfortynninger pa Tecan SPARK. For a undersgke hvilket starrelsesomrade som er egnet
for de to forsgkene ble en celletelling gjennomfart i tre forskjellige starrelsesomrader.
Cellesuspensjon B ble malt i starrelsesomradene 10-25 pm, 8-30 um og 4-35 pm, malt

cellekonsentrasjon fra disse malingene er gitt i Tabell 2.

Tabell 2: Viser cellekonsentrasjon malt ved ulike starrelsesomrade

Farste avlesning Andre avlesning Tredje avlesning
Starrelsesomradet (um) 10-25 8-30 4-35
Konsentrasjon NS NS 10
(celler/mL) 3.05-10 3.50- 10 3.95 - 10
Antall celler telt 67 77 87
Tid etter farste avlesning
(minutter) 0 S 28

Bilder fra hver av celletellingene er gitt i Figur 30.
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Figur 30: Viser tre bilder av samme cellesuspensjon, telt i tre forskjellige starrelsesomrader. De bl sirklene markerer
cellene som har blitt inkludert i celletellingen. Bildet til venstre viser celletellingen gjort i starrelsesomradet 10-25 pm. Bildet
i midten viser celletellingen gjort i starrelsesomradet 8-30 um. Bildet til hgyre ble tatt av tellingen gjort i starrelsesomradet
4-35 pm.

Ved a velge et bredere starrelsesomrade har flere celler blitt inkludert i tellingen, dette
resulterer i en hgyere cellekonsentrasjon. Fordelingen av cellene som har ble telt er gitt i
histogrammene under. Figur 31 viser de 67 cellene som ble telt i malingen som ble gjort i

stgrrelsesomradet 10-25 pm.
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Figur 31: Viser fordelingen av de 67 cellene som ble telt i starrelsesomradet 10-25 um
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Figur 32 viser de 77 cellene som ble telt i starrelsesomradet 8-30 pum.
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Figur 32: Viser fordelingen av de 77 cellene som ble telt i starrelsesomradet 8-30 um

Figur 33 viser de 87 cellene som ble telt i starrelsesomradet 4-35 pum.
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Figur 33: Viser fordelingen av de 87 cellene som ble telt i sterrelsesomradet 4-35 pum

De tre histogrammene viste starst cellepopulasjon i stgrrelsesomradet 8-28 um, og
starrelsesomradet 8-30 um ble valgt for maling av cellekonsentrasjonen.
Cellekonsentrasjonene avlest i instrumentet ble framstilt mot fortynningene pa 8-30 um, se

Figur 34. Dataene fra forsgket er gitt i vedlegg 4.
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Figur 34: Viser endringer i cellekonsentrasjonen etter tofoldsfortynninger

Figuren ovenfor viser endringen i cellekonsentrasjon etter fortynningene. r-verdien pa 0.9984

indikerer en sterk lineser sammenheng mellom fortynningene og cellekonsentrasjonen.

| celleviabilitetsforsgket ble fargestoffet trypan bla tilsatt for a telle antallet levende celler opp

mot antall dgde celler i cellefortynningene. Resultatene fra dette er gitt i Tabell 3.

Tabell 3: Viser resultatet fra celleviabilitetsforsgket

Total Konsentrasjon
konsentrasjon levende Konsentrasjon Celleviabilitet
Cellesuspensjon (celler/mL) (celler/mL) dgde (celler/mL) (%)
A 690909 590909 100000 85
B 518182 390909 127273 75
C 872727 536364 336364 61
D 109091 100000 9091 91

Resultatene viser at prosentvis celleviabilitet varierer mellom 61 og 91 %. Figur 35 viser

bilder som ble tatt under celletellingen av cellesuspensjon A og D.
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Figur 35: Bildet til venstre er av cellesuspensjon A med hayest cellekonsentrasjon, bildet til hayre er av cellesuspensjon D
med lavest cellekonsentrasjon. Red markering indikerer dgde celler, mens grann markering indikerer levende celler

3.2.5 Haoyere cellekonfluensverdier ved brgannmalinger ift. sentrumsmalinger
For & undersgke om ulike avlesningsmanstre ved konfluensmalinger kan gi ulikt

avlesningsresultat ble konfluensutvikling malt i atte suspensjoner med ulik
cellekonsentrasjon. Malingene ble gjort over tre dager, der det ble gjort seks avlesninger hver
dag i totimers intervaller. Konfluensutviklingen ved maling i sentrum av brgnnen er vist i
Figur 36, der maledata er gitt i vedlegg 5. Konfluensutviklingen ved maling av hele brgnnen

er vist i Figur 37, hvor maledata kan sees i vedlegg 5.
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Figur 36: Viser konfluensutviklingen i atte suspensjoner med ulik cellekonsentrasjon av melanomceller i en 96-brgnners
mikrotiterplate, der malingen er gjort i sentrum av brgnnen.
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Figur 37: Viser konfluensutviklingen i tte suspensjoner med ulik cellekonsentrasjon av melanomceller i en 96-brgnners
mikrotiterplate, der malingen ble gjort i hele brgnnen.

Resultatet viste flere forskjeller mellom konfluensmalingene som ble malt i hele brgnnen og
malingene som ble gjort i sentrum av brgnnen. Brgnnmalingene nadde aldri 100 % konfluens,
men stopper i et konfluensniva pa 98-99 %. Sentrumsmalingene derimot nadde 100 %

konfluens.

Samtlige malinger viste at konfluensnivaet ble hgyere da hele brgnnen ble malt, sammenlignet
malingene som ble gjort i senter av brgnnen. Et eksempel pa dette er at cellesuspensjon A
starter pa 70 % konfluens i sentrumsmalingen ved farste avlesning, mens den samme
suspensjonen starter pa 86 % ved farste avlesning i brannmalingen. Forskjellen ble ogsa
observert pa brgnnniva. Et eksempel pa dette er brgnn E1 vist i Figur 38, der begge malingen
ble gjort etter 50 timer. Ved maling av hele brgnnen ble konfluensnivaet bestemt til 53 %,

mens det ved sentrumsmalingen ble bestemt et konfluensnivaet pa kun 16 %.
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Figur 38: Viser to bilder av samme brgnn. Konfluensmalingen til venstre ble gjort i hele brgnnen, mens malingen pa bildet til
hayre ble gjort i sentrum av brgnnen.
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4. Diskusjon

For et komplekst analyseinstrument som Tecan SPARK er gode prosedyrer og en god
instrumentprotokoll viktig for den daglige driften. Prosedyrene og instrumentprotokollen skal
brukes bade i forskning og i undervisning, noe som betyr at de skal favne et bredt
kompetansespekter av operatgrer. Dette ble tatt i betraktning ved utarbeidelsen av prosedyrer
og protokoll. Tecan SPARK og programvaren Spark Control framstar generelt som enkle &
bruke, og vil i mange tilfeller virke intuitivt forstaelig. Likevel er det tilfeller der
instrumentets funksjoner og innstillinger ikke er selvforklarende, der det er ngdvendig med en
beskrivende prosedyre og/eller instrumentprotokoll. For & bekrefte eller avkrefte mitt inntrykk
av SPARK hadde det vaert av interesse a lese en lese vitenskapelig artikkel der det ble gjort en
vurdering av instrumentet, eventuelt en sammenligning av Tecan SPARK med andre
platelesere. Dette ser sa langt ikke ut til & ha blitt gjort. Diskusjonen i dette kapittelet vil
derfor omhandle utprgvingen og forsgkene som ble gjort i forbindelse med utarbeidelsen av

instrumentprotokoll og prosedyrer.

4.1 Prosedyre og utprgving av metode for absorbansmalinger
Problemstillingen for dette forsgket var om Tecan SPARK og Tecan Sunrise filterfotometer
ville gi samme praveresultat pd MONOLISA Anti-HBs test. Gjennom forsgket ble det vist at
de to plateleserne hadde et meget godt samsvar mellom avleste absorbansverdier. «Cut off»-
verdien ble 0.0891 pa Tecan SPARK og 0.0870 pa Tecan Sunrise, mens beregnet grasone ble
bestemt til [0.0287-0.1495] og [0.0313-0.1433]. Resultatene pa den negative og positive
kontrollen ble like, det ble ogsa resultatene for de tre pasientprgvene.

Ifalge pakningsvedlegget for MONOLISA Anti-HBs test skal avlesningene skje innen 30
minutter etter at prevematerialet har blitt lagd (vedlegg 1), men i dette forsgket ble
avlesningen gjort pa prgver som var to dager gamle. Pa tross av at det gikk to dagn mellom

proveforberedelse og avlesning, ble absorbansverdiene for dette forsgket gyldige.

Instrumentprotokollen og prosedyren fungerte godt under utprgvingen. Hovedinnstillingene er
intuitivt forstaelige, men under avanserte innstillinger var det flere begreper som krevde

forklaring. Dette var spesielt «Pathlength correction» og «Multiple reads per well», der det
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var behov for ngyaktige beskrivelser i prosedyren. Det ble derfor gitt en utfyllende forklaring
av «Pathlength correction» og «Multiple reads per well» i absorbansprosedyren.
Programvaren gir ikke informasjon om hvordan absorbansmalingen kan optimaliseres, dette

ble derfor inkludert i prosedyren.

4.2 Prosedyre og utprgving av metode for fluorescensmalinger
Gjennom fluorescensforsgket ble det vist at antall lysglimt ikke pavirket % CV, mens % CV
generelt ble lavere ved bruk av «Multiple reads per well». Dette indikerer at markeringstusjen
ble pafart ujevnt pa tvers av brgnnen, og at det var variasjoner i fargeintensitet pa
brgnnbunnen. Nedgangen i % CV ser ut til  vaere mindre for grenn markeringstusj,
sammenlignet med de andre markeringstusjene. Grunnen til dette kan veere at det var sterre
variasjoner i pafgringen av denne markeringstusjen i forhold til gul, grenn og rosa

markingerstusj.

Forsgket viste ogsa tydelige forskjeller i fluorescensdannelsen til markeringstusjene.
Eksitasjonen og emisjonen vil avhenge av markeringstusjens farge, da det er variasjoner i
hvilket bglgelengdeomrade som kreves for fluorescensdannelsen. Grgnn og gul
markeringstusj har bglgelengder i naerheten av eksitasjonsbglgelengden og
emisjonsbglgelengden som ble valgt i dette forsgket. Dette forklarer hvorfor grenn og gul
markeringstusj dannet fluorescens i starre grad enn det oransje og rosa markeringstusj gjorde i
forsgket. Om det hadde blitt valgt andre eksitasjons- og emisjonshglgelengder i
balgelengdeomrader for rosa og oransje lys, ville fluorescensdannelsen veert starre for disse

markeringstusjene.

Til fluorescensmalinger ved Tecan SPARK anbefales det a benytte svarte mikrotiterplater
(Tecan Austria GmbH, 2020, s. 190). Det svarte materialet vil absorbere refleksjoner og gi
mindre autofluorescens, og i tillegg redusere signal/stgy-ratioen. | dette forsgket ble det
benyttet transparente mikrotiterplater, for a kunne pafare markeringstusj pa brgnnens
underside som likevel kunne danne fluorescens. Ved bruk av transparente mikrotiterplater kan
det oppsta refleksjoner og uspesifikke signaler som kan pavirke malingen. Det kan ikke

utelukkes at dette har pavirket malingene gjort i dette forsgket.
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Ved fluorescensprosedyren var det flere begreper som ble forklart i detalj, sammenlignet med
absorbansprosedyren. Hovedinnstillingene for metoden er relativt intuitivt forstaelig, men
flere av begrepene under avanserte innstillinger krevde en forklaring. Det ble derfor gitt en
utdypende forklaring av de ulike innstillingene for «Gain» og «Z-position», samt «Multiple
reads per well». En forklaring pa hvordan fluorescensmalingene kan optimaliseres er ikke gitt

I programvaren, dette ble derfor beskrevet i detalj i prosedyren.

4.3 Prosedyre og utprgving av metode for luminescensmalinger
Luminescensforsgket viste at avlesningene pa Victor var sveert mye lavere enn avlesningene
pa Tecan SPARK. Resultatene viste ogsa at luminescenssignalene oppnadde metning ved
luminescenssignaler pa 400 000-500 000. Innstillingene pa Victor og Tecan SPARK var like,
der begge avlesningene ble gjennomfart uten bruk av filter. Arsaken til dette avviket og

metningen av signaler ved avlesningen i Victor er uviss og bgr undersgkes nermere.

«Cell-Titer Glo» danner en glgdeluminescens som har en halveringstid pa mer enn tre timer,
avhengig av celletypen og hvilket medium som blir benyttet (Promega, 2011, s. 1). Ifglge
prosedyren skal avlesningen skje tolv minutter etter at «CellTiter-Glo» har blitt tilsatt i
brgnnen. Hvis tiden mellom tilsettelse og avlesningen blir for lang, vil luminescenssignalet
avta med halveringstiden. Avlesningen pa Victor ble gjort elleve minutter fgr avlesningen pa
Tecan SPARK, og kan ha gitt noe svakere malesignaler pa avlesningene fra SPARK. Dette
kan likevel ikke forklare forskjellen mellom luminescenssignalene pa Tecan SPARK og

Victor, da luminescenssignalene er vesentlig hgyere pa Tecan SPARK og ikke motsatt.

Ved luminescensmalinger pa Tecan SPARK anbefales det & benytte hvite mikrotiterplater, der
brgnnen har bade hvite vegger og hvit bunn (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 129). | dette
forsgket ble en mikrotiterplate med hvite vegger med transparent bunn benyttet. De
transparente brgnnbunnene gir starre sannsynlighet for interferens av signaler pa tvers av
brgnner, sammenlignet med mikrotiterplater der bade brgnnbunnen og brgnnveggene er hvite.
Det kan derfor ikke utelukkes at dette har pavirket malingene. Likevel kan det ikke forklare
forskjellen i avlesningene til Victor og Tecan SPARK da den samme mikrotiterplaten ble
brukt til begge avlesningene.
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Instrumentprotokollen og prosedyren fungerte godt under utpravingen. De fleste
hovedinnstillingene var intuitivt forklarende, men det gis forklaring pa hvordan og med
hvilken faktor luminescenssignalene kan dempes. Dette kan gjeres pa to mater, som begge er
beskrevet i detalj i prosedyren for luminescensprosedyren. Forklaring av hvordan man kan
optimalisere luminescensmalingene er heller ikke gitt i programvaren, dette ble derfor

beskrevet i prosedyren.

4.4 Prosedyre og utprgving av metode for celleviabilitetsmalinger og celletellinger
Hvilket starrelsesomrade som er egnet for celletellingen og celleviabilitet vil variere med
hvilken celletype som skal males, og stgrrelsesomradet ma derfor stilles inn deretter. | dette
forsgket viste celletellingen at et bredere starrelsesomrade ga en hagyere cellekonsentrasjon.
Cellepopulasjonen var starst i omradet 8-28 um, og starrelsesomradet 8-30 um ble derfor
valgt til malingen av celleviabilitet og celletellingen. 1 Figur 33 kan populasjonen under 8 pm
veere celledebris eller deler av gdelagte celler. | samme figur kan populasjonen over 25 pm
veere celler i ferd med a gjennomfare celledeling i telofase. Celletellingen i starrelsesomradet
8-30 um viste at cellekonsentrasjonen vil fglge tofoldsfortynningene som ble gjort i forsgket.
r-verdien pa 0.9984 indikerer en sterk linezer korrelasjon mellom cellekonsentrasjon og

fortynningene, dette betyr at bade fortynningen og tellingen ble gjennomfart korrekt.

Celletellingen i starrelsesomradet 10-25 pum ble gjort 5 minutter far tellingen i
stgrrelsesomradet 8-30 pum og 28 minutter far tellingen i stgrrelsesomradet 4-35 um.
Ventetiden kan ha forarsaket fordamping i tellekammeret, noe som kan ha bidratt til
konsentrasjonsgkningen i de bredere stgrrelsesomradene. Det kan observeres noen
forandringer i cellefordelingen i Figur 30, spesielt i stgrrelsesomradet 4-35 pm. Forandring i
cellefordeling kan vere et tegn pa fordamping, og man kan derfor ikke utelukke at dette kan

ha bidratt til konsentrasjonsgkningen ved tellingen.

Ved tofoldsfortynningene forventes en relativt konstant prosentvis celleviabilitet i de ulike
cellekonsentrasjonene. | forsgket som ble gjort her viste prosentvis celleviabilitet en variasjon
mellom 61 % og 92 %. Dette kan indikere at tofoldsfortynningene er en noe upresis mate a

male funksjonen pa. Det finnes flere muligheter for & forbedre celleviabilitetesmalingene og
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celletellingene pa (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 218). Celletellingen og
celleviabilitetesmalingene som ble gjort i forsgket baserte seg pa kun ett bilde. Det overfgres
sma volum av cellefortynningene til hvert tellekammer, kun 5 pL i celleviabilitetsmalingen.
Avviket kan forklares av en preanalytisk feil i tofoldsfortynningene, der cellesuspensjonene
og dyrkningmediet ikke ble blandet tilstrekkelig, eventuelt at cellesuspensjonen ikke ble vendt
far overfaring til en ny fortynning eller til tellekammeret. Lave cellekonsentrasjoner gir ujevn
fordeling av celler i tellekammeret, og det ber derfor tas flere bilder som malingene kan
basere seg pa. Dette kan sees i Figur 35, der bildet av cellesuspensjon D viser sveert fa celler.
| celleviabilitetforsgket ble det kun tatt ett bilde av hvert tellekammer, og det ble bare satt opp
én parallell av hver av cellefortynningene. Ved a gke antallet paralleller for hver
cellefortynning og gke antallet bilder som blir tatt av tellekammeret, kunne dette avviket veert
forbedret. Dette ble ikke gjort i forsgket som det gjennomfart i forbindelse med utpragvingen

av instrumentet.

Instrumentprotokollen og prosedyren fungerte godt ved utprgvingen. Programvaren i «App
Chip Cell Couting» og «App Chip Cell Viability» framsto som naermest selvforklarende, i
starre grad enn det «Method Editor» som de andre prosedyrene tar utgangspunkt i gjorde. Den
eneste innstillingen som krevde en naermere forklaring var «Duplicates», denne ble derfor
inkludert i de to prosedyrene. Pragveforeberedelsene for malingen pa celleviabilitet og
celletelling sto likevel ikke beskrevet i programvaren, og utfgrelsen av denne er derfor
beskrevet i detalj i prosedyren. Programvaren gir ingen informasjon om hvordan malingene

skal optimaliseres, dette ble derfor inkludert i prosedyren.

4.5 Prosedyre og utprgving av cellekonfluensmalinger
| cellekonfluensforsgket ble det vist at hvilket avlesningsmgnster som ble valgt for metoden
hadde innvirkning pa konfluensresultatet, da samtlige av brannmalingene viste et hgyere
konfluensniva sammenlignet med sentrumsmalingene. Figur 38 viste at konfluensnivaet i
sentrum av brgnnen ikke gjenspeiler konfluensnivaet i hele brgnnen. Dette er ikke
overraskende, da det ofte kan observeres celleaggregater naer kanten av brgnnen, i midten av
brgnnen, eller en kombinasjon av disse. Skjevfordelingen kan komme fra utsaingen da det kan

veere utfordrende a fa en jevn fordeling av celler i brgnnen, eller av bevegelse i
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mikrotiterplaten fgr cellene har blitt adherente (Reynolds et al., 2018). Dette er viktig a ta i

betraktning ved valg av avlesningsmegnster for konfluensmalingen.

Brannmalingene er sensitive for bobler i cellesuspensjonen, da boblene kan interferere med
konfluensmalingen. Dette kan sees i Figur 20. Om cellesuspensjonen i brgnnen inneholder
mange bobler kan det derfor veere en fordel & velge en sentrumsmaling framfor en
brgnnmaling. Et annet problem med brgnnmalingene er at avlesningen ble feil posisjonert i
forhold til brgnnens kant, dette kan ogsa sees i Figur 20. Der er det tydelig at det ikke ble gjort
avlesninger i venstre ytterkant av brgnnen, mens det ble gjort avlesninger over brgnngrensen
pa hgyre kant. Boblene og feilposisjoneringen av avlesningen i brennmalingene kan veere
grunnen til at brannmalingene ikke nadde 100 % i konfluensniva. Denne feilposisjoneringen
kunne blitt kompensert for ved a aktivere funksjonen «Well border detection». Ved
brgnnmalingen vist i Figur 21 er denne funksjonen aktivert. Dersom funksjonen «Well border
detection» hadde blitt aktivert for brennmalingene som ble gjort i forsgket, kan det tenkes at
det hadde blitt mindre forskjell mellom sentrumsmalingene og brannmalingene i
konfluensniva. Dette hadde imidlertid gatt pa bekostning av tidsbruken.

Instrumentprotokollen og prosedyrene var godt egnet til forsgket og utpravingen.
Programvaren er enkel, med fa innstillinger som skal defineres far avlesning. Programvaren
gir ingen informasjon om hvordan konfluensmalingene kan optimaliseres, dette ble derfor

inkludert i prosedyren.

4.6 Forslag til videre arbeid
Gjennom arbeidet med denne oppgaven var det to moduler ved Tecan SPARK som ikke ble

undersgkt. Dette er injektormodulen og gassmodulen som instrumentet pa Institutt for
bioingenigrfag er utstyrt med. Injektormodulen og injektorene kan brukes til tilsetting av
reagenser i fluorescensmalinger, absorbansmalinger og luminescensmalinger. Gassmodulen
har en gassinngang for oksygen og en for karbondioksid. Dette gjer at instrumentet kan
brukes som inkubator til dyrkning av eukaryote celler, anaerobe bakterier og gjeersopp. |
cellekonfluensforsgket som ble gjort i denne oppgaven ble det ikke gjort avlesninger pa

nattestid, noe som farte til to tolvtimers perioder uten malinger. Disse periodene ville veert
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unngatt om instrumentet hadde en fungerende gassmodul som kunne erstattet inkubasjonen i
et separat inkubasjonsskap. Bade injektormodulen og gassmodulen kan veere nyttige i
laboratoriearbeidet, og det anbefales derfor a arbeide videre med disse modulene.

4.7 Konklusjon
Gjennom denne oppgaven ble det lagd prosedyrer for fluorescensmalinger,

absorbansmalinger, luminescensmalinger, celletelling, maling av cellekonfluens og
celleviabiltiet, samt en instrumentprotokoll for Tecan SPARK. Disse ble utprevd gjennom
ulike forsgk der det har blitt gjort flere erfaringer. Funksjonen «Multiple reads per well» vil
forbedre % CV ved ujevn fordeling av prevematerialet i bragnnen ved luminescens-,
absorbans- og fluorescensmalinger. Ved celletellinger og maling av celleviabilitet er
avgrensningen i starrelsesomradet til cellene som skal telles avgjgrende for
konsentrasjonshestemmelsen. | malingen av cellekonfluens ble det vist at brennmalingene ga
hgyere konfluensniva enn det sentrumsmalingene gjorde. Dette kunne ha blitt kompensert for
ved bruk av funksjonen «Well border detection». Brannmalingene er ogsa sensitive for bobler
I brannen. Alt dette er alle viktige betraktninger ved videre bruk av instrumentet. Ved videre
arbeid med instrumentet ber i tillegg celleviabilitetsfunksjonen og luminescensmalingene
undersgkes naermere, da disse resultatene ikke ble konklusive. Celleviabilitetsfunksjonen bar i

sa fall undersgkes med forslagene for optimalisering gitt under diskusjonen av dette forsgket.
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Vedlegg 1: Pakningsvedlegg MONOLISA Anti-HBs
sionan - TR S

. . INDHOLDSFORTEGNELSE
Monolisa® Anti-HBs PLUS 1. FORWAL
192 tests 72566 2. PRASENTATION AF TESTEN
3. TESTPRINCIP
ENZYMIMMUNANALYSE (EIA) TIL BESTEMMELSE 4. SETTETS SAMMENSATNING
OG NIVEAUBESTEMMELSE AF ANTISTOFFER MOD HEPATITIS B- 5. FORHOLDSREGLER
OVERFLADEANTIGENET (ANTI-HBs) | HUMANT SERUM ELLER
PLASMA 6. SUNDHEDS- OG SIKKERHEDSMASSIGE FORHOLDSREGLER
7. KRAVET MATERIALE, DER IKKE MEDFOLGER
8. FORBEREDELSE AF REAGENSER
NY FOLGESEDDEL ! 9. OPBEVARING OG VALIDITET
Andringerne er fremhaevede med grét 10. PROVER
11. ANALYSEPROGEDURE

12. VALIDERING AF RESULTATERNE TIL KVALITATIV OG
KVANTITATIV METODE

13. BEREGNING OG FORTOLKNING AF RESULTATERNE
14. SPEKTROFOTOMETRISK KONTROL AF PROVE- OG

Producentens kvalitatskantrol

Alle p og er underlagt et komplet kvalitetssystem
lige fra modtagelsen af rdmaterialet til den endelige kommercialisering af produktet.

Hvert parti sendes til kvalitetskontrol og frigives kun til markedet, hvis det opfylder de
fastsatte godkendelseskriterier.
A 7 i forbi

med ion og kontrol af hvert parti opbevares i
virksomheden.

99 100

1 - FORMAL
MONOLISA® Anti-HBs PLUS er en enzymimmunanalyse, som er indikeret til anvendelse ved kvalitativ
og kvantitativ bestemmelse af totale antistoffer til hepatitis B-overfladeantigenet (anti-HBs) i humant
serum eller plasma.

REAGENSPIPETTERING
15. TESTENS BEGRANSNINGER
16. YDEEVNE

3

. REFERENCER

4 - SETTETS SAMMENSATNING

Alle reagenser anvendes tilin
2 - PRAESENTATION AF TESTEN ETIKET
Forekomsmn af antistoffer til hepatl?ls B- gverﬂadeantlgenet er en vigtig faktor i diagnosticering og R1 | MIKROPLADE 2 mikroplader
af hepatitis B- (HBV). Hos patienter med akut hepatitis B-infektion, 12 strimler med 8 bronde, der er sensibiliseret af en blanding af
findes anti-HBs i naesten 80 % af patienterne 1 til 3 maneder efter forekomsten af hepatitis B- Hepatitis B-overfladeantigen, undertype ad og undertype ay af
overfladeantigenet (HBs Ag). Anti-HBs anvendes til epidemiologisk overvagning, til vurdering af human oprindelse
tidligere tilfaelde af Hepatitis B hos potentielle Hepatitis B-vaccinerede, til overvigning af | R2 ERET VASKEOPLOSHING (10 x) "1 flaske
vaccinationer og til udveelgelsen af plasma med store antistofkoncentrationer til klargeringen af Tris NaCl-buffer pH 7,4 240ml
specifikke immunoglobuliner. i s 0,01 %) L
MONOLISA® Anti-HBs PLUS er en direkte antistofenzymimmunanalyse af "sandwich-typen, der TG0 | NEGATIVKONTROL TIL ANTI-HBs 1 flaske
anvender polystyrenmikrobrende, der er daekket med oprindelig HBs Ag (fra undertyperne ad og ay) Butfer med serum fra kalvefostre og proteinstabilisatorer 22ml
som fast fase og et konjugat, der indeholder HBsAg (humant, undertyper ad og ay), der er maerket : ProClin™ 300 (0,5 %)
med fra peberrod. af anti-HBs-niveauer er blevet standardiseret ved brug o1 10 miU/mi KALIBRATOR * 1 flaske
af WHO Anti-HBs Reference Preparation, der udtrykkes i milli-internationale enheder/milliliter Butfer med Anti-} HBs anns(oﬂer af human opdndslse serum fra 3ml
(mIU/ml) En vaerdl der er starre end eller Ilg med 10 miU/ml, betragtes generelt som standard for kalveins!'e.
mod HBV. i af mindst et anti-HBs-titer pa 10 mIU/ml, dvs. ddel : PI'DC‘I\"‘ 300 (0.5 %)
st iter, er for den korrekte behandling af vaccinerede personer, som c2 100 miU/ml KALIBRATOR ~ POSITIV KONTROL 1 flaske
efterfolgende kan udsasttes for HBs Ag-positive vaesker og prevematerialer. Buffer med Anti-HBs-antistoffer al human oprindelse, serum fra 22ml
3 - PROCEDUREPRINGIP ot sproricfclapiny
inkuberes pati og kontroller med antigen-deskkede mikrobronde. & | 400 mit/mi KALIBRATOR o 1 faske
safremt der findes antistoffer til HBs i en prave eller en kontrol, binder de sig til antigenet. Buffer med Anti-HBs-antistoffer ,q human oprindelse, serum fra 22ml
Overskydende pravemateriale fiernes med et vasketnn Konjugatet tilsattes derefter mikrobrendene. Kalvefostre,
Konjugatet binder sig til ethvert antig tof-kompleks, der findes i mi Det Konserveringsmiddel : ProClin™ : 300 0.5 %)
overskydende konjugat fiernes ved et vasketnn, og en kromogen-/substratoplesning tilsattes o 1000 miU/mi KALIBRATOR 1 flaske
mikrobrendene og inkuberes. Buffer med Anti-HBs-antistoffer af human oprindelse, serum fra 22mi
Séafremt en prove indeholder anti-HBs, iorarsager det bundne enzym (HRP) farvningen af kalvefostre, i og
) i g som bliver bla. Den bl farve bliver gul efter - : ProCiin™ 300 (0.5 %) . ~
tilsaetning af en stopoplesning. R6 PROVEFORTYNDER 1 flaske
Séfremt en prove ikke i HBs, forbliver i i brenden farveles Butfer med serum fra kalvefostre, proteinstabilisatorer og 27ml
under inkubationen af substrat og efter tilsatning af stopoplosningen. proveindikatorfarvestof
Farvens intensitet, som males er med af anti-HBs i — : ProClin™ 300 (0,1 %)
pmvsn R7a Kmln'm KONJUGAT (11 x) 1 flaske
a med en cutoff-vaerdi, som Buffer med HBsAg (humant, undertyper ad og ay) daekket med 2,5mil
xidase teinstabilisatorer
bestemmes af kalibratoren pa 10mIU/mI pero) g 0g prot * ProGin™ 300 (05 %)
R7b KONJUGATFORTYNDER 1 flaske
Buffer med ka'vewum og proteinstabilisatorer 25ml
roClin™ 300 (0,1%)
R8 SUBSTRATBUFFER 1 flaske
Citronsyre og natriumacetatoplesning pH 4,0, 60 ml
som indeholde H,0, (0,015 %) og DMSO (4 %)
RO KROMOGEN 1 flaske
Oplosning, der indeholder nety (TMB) 5ml
R10 STOPOPLOSNING 1 flaske
N 28ml
SELVKL/EBENDE FILM TIL MIKROPLADER 8

* Kontrollerne kalibreres i henhold til en intern reference, som kalibreres i henhold til 1. IRP WHO 1977~

referencen.

Opbevar smttet ved 2-8°C. Lad reagenserne i sttet, undtagen konjugatkoncentratet, opnd
stustemperatur (18-30°C) for brug. Nedkol reagenserne til 2-8°C ojeblikksligt efter brug. Opbevar alle
ubrugte strimler/plader | posen, og forsegl den igen. Fiem ikke toremidlet. Opbevar stimmelpladerne

lo?vad 2-8°C.
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FORHOLDSREGLER
Kvaliteten af resultaterne afhaenger af felgende regler for god laboratoriepraksis :
» Navnet pa og et specifikt id for testen skrives pa hver mikrotiterplades ramme. Dette specifikke id
er ligeledes angivet pa hver strimmel.
Monolisa® Anti-HBs PLUS : Specifikt id = 63.
Verificer det specifikke id for brug. Safremt der mangler et id, eller det er forskelligt fra det angivne
id, som svarer til den analyse, der skal testes, méa strimlen ikke bruges.
* Brug ikke reagenser efter udlebsdateen.
Bland ikke reagenser fra forskellige partier i samme testkarsel.
Det geslder for (R, etiketidentifiation : 10 X farvet bl), peroxidass-
substrat-buffer (R8, etiketidentifikation : TMB-buffer, farvet blé), kromogen (RS,

= Prover, reagenser af human oprindelse, kontamineret materiale og produkter skal kasseres efter
desinficeringen
- enten ved med en pas % it (1

mazengde blegemiddel til 10 maengder kontamineret vaeske eller vand) i 30 minutter

- eller ved autoklavering ved 121°C i mindst 2 timer.
Autoklavering ved 121°C, i 1 time er den bedste metode til deaktivering af HIV- og HBV-vira.
ADVARSEL! UNDGA AT PLACERE OPL@SNINGER, DER INDEHOLDER NATRIUMHYPOCHLORIT,
| AUTOKLAVEN.
Hvis du spilder materiale, skal du rense efter med blegemiddel i en oplosning p& 10 %. Hvis den
kontamlnerende vaeske er en syre, skal det spildte materiale forst neutraliseres med

TMB 11x, farvet lilla) og stopoplesning (R10, etiketidentifikation : 1N farvet rod), at det er muligt at
bruge andre partier end dem i saettet under forudseetning af, at det samme parti bruges inden for
en given testkorsel. Disse reagenser kan anvendes sammen med en reekke andre produkter fra
vores virksomhed. Kontakt vores tekniske serviceafdeling for at 4 detallerede oplysninger.

Vent 30 minutter, for reagenserne tages i brug, sa de kan stabilisere sig ved stuetemperatur.

Rekonstituer reagenserne forsigtigt for at undgd kontaminering.

Undga at udfore testen i nzerheden af reaktive dampe (syre, alkaliske dampe og aldehyddampe)

eller stov, der kan zendre konjugatets enzymaktivitet.

* Benyt engangsmateriale, eller hvis dette ikke er muligt, udstyr af glas, som er vasket grundigt og
skyllet med demineraliseret vand.

= Undga, at mikropladen terrer i perioden mellem rengeringen og fordelingen af reagensstoffet.

® Den enzymatiske reaktion er meget folsom over for metaller eller metalioner. Undgé derfor, at

metalelementer kommer i bersring med de forskellige oplesninger, der indeholder konjugat- eller

substratoplesning.

Udviklingsoplasningen (substratbuffer + kromogen) skal vaere farvet lysered. Hvis den lyserede

farvning aendrer sig nogle f& minutter efter rekonstitueringen, kan reagenset ikke anvendes og skal

udskiftes.

* Forberedelsen af udviklingsoplosningen kan udfores i en ny engangsplastikbakke eller en
glasbeholder, der farst er vasket med 1N HCI og derefter skyllet grundigt med destilleret vand og
torret. Dette reagens skal opbevares | marke.

* Brug en ny fordelingsspids for hvert serum.

e Grundig rengering er et afgarende punkt i denne procedure : Overhold det anbefalede antal
afvaskninger, og kontroller, at alle brende bliver helt fyldt og derefter helt temt. Forkert afvaskning
kan medfere unejagtige resultater.

 Brug aldrig den samme beholder til at fordele konjugat- og udviklingsoplesning.

- SUNDHEDS- 0G SIKKERHEDSM/ESSIGE FORHOLDSREGLER
Nogle reagenser indeholder ProClin™ 300 (0,1% eller 0,5%)
R43 : Kan fremkalde irritation ved hudkontakt.
$28-37 : Efter hudkontakt afvaskes stoffet straks med rigeligt vand og szbe.
Brug passende beskyttelsestaj.
. MononsaB Anti-HBs PLUS indeholder humane blodkomponenter, der er blevet testet og fundet
ktive for hepatitis B: igenet (HBsAg), antistoffer til hepatitis G-virus (HGV) og
antistoffer til HIV (HIV-1 og HIV-2 Ab). Eftersom der ikke er kendskab il en testmetode, der med
garanti kan sikre, at der ingen smitstoffer forekommer, skal reagenser og patientprover handteres,
som om de kan overfore smitsomme sygdomme.
Betragt alt materiale, der har vaeret i direkte kontakt med prover og reagenser af human oprindelse,
samt rengaringsoplesninger som smittefarligt materiale.
Undg# at spilde praver eller oplsninger, der indeholder pravemateriale.
= Benyt engangshandsker, nar du handterer reagenserne og proverne, og vask haenderne grundigt
efter handteringen.
= Undga at pipettere med munden.
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Forbered en fortynding i forholdet 1:11 til hver smmmel der skal testes (eksempel : tllsat 100 ul
konjugatkoncentrat (R7a) pr. 1 ml | (R7b) i et rent pol ). Brug

nedenstiende tabel som vejledning. Bland grundigt, men forsigtigt for at undgé skumdannelse.

Konjugatoplesningen skal vare gron. Den forbliver stabil i 15 timer ved stuetemperatur og 1 méaned

ved +2-8°C.

Kar\]ugatuplesnmg kan fnrberedes ved hjelp af plpenenng af hele indholdet af flasken med
" ntrat (R7a) ned i ke y (R7b). Bland altid arbejdsoplasningen ved

at vende den umiddelbart inden brug.

Ta

derefter rengores med blegemiddel og terres op med sugende papir. Det
materiale, der anvendes til rengeringen, skal kasseres og placeres i en beholder til kontamineret
affald.

* Husk at og/eller affald fra
vaeske, der indeholder biologisk provemateriale, for du heelder dem i aflobet.

* Sikkerhedsdataarket udleveres efter anmodning.

KRAVET MATERIALE, DER IKKE MEDFOLGER

* Destilleret eller demineraliseret vand.

% 2 " . 5

. iske eller haly iske justerb:
1ml, 5mlog 10 ml.

 Graduerede cylindere med en kapacitet pa 25 ml, 100 ml og 1.000 ml.

 Beholder til kontamineret affald.

. Vandbad eller varmeskab med termostatindstilling til 37°C + 1"0

. isk eller manuelt i il

 Laeseenhed til mikroplader (forsynet med filtre pa 490, 450 og 620 nm).

* Sugende papir.

* Engangshandsker.

* Rene af til

FORBEREDELSE AF REAGENSER
For reagenseme i Monolisa® anti-HBs PLUS-analyseszettet tages i brug, skal de stabiliseres ved
stuetemperatur i 30 minutter.
1) Brugsklare reagenser
Mikroplade (R1)
For den forseglede pose dbnes, skal ved i
espakken for at undga kondensvand i brondene. Laeg straks alle ubrugte teststrimler tilbage i posen.
Luk omhyggeligt posen igen, nar du har trykket luften ud af den, og forsegl den med kleebebénd.
Opbevar ved +2 -8°C.
Pravefortynder (R6)
Negativ kontrol (CO0) for Anti-HBs
10 miU/mi kalibrator (C1)
100 miU/mi kalibrator - positiv kontrol (C2)
400 miU/ml kalibrator (C3)
lm miU/mi kalibrator (C4)

for brug i en Vort
2) Reagenser til rekonstituering
Koncentreret vaskeoplgsning (R2)
Fortynd vaskeoplasningen R2 i forholdet 1:10 i destilleret vand. Homogeniser.
Konjugatoplgsning (R7a + R7b)
Lad konj

eller enhver

eller faste pipetter, der kan levere 10 pl til 200 pl samt

af TMB.

, eller vend dem forsigtigt.

(R7b) opna
Vend konjugatfortyndelsesmidlet (R7b, farvelos eller lysegul) og konjugatkoncentratet (R7a, gren) for
at blande det for brug.
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10 - PROVER

Tag en blodprove i overensstemmelse med gaeldende praksis.

Testen skal udferes pd serum eller plasma. Kun folgende prever er blevet testet: serum, der er
indsamleti standardror, eller rar, der indeholder separationsgel, plasma, som er indsamlet med EDTA,
eller heparin. | tilfelde af brug af plasma, der er indsamlet med citrat eller AGD, er resultaterne lavere
end de resultater, der opnés med serum for 20%.

Prover med aggregater skal renses ved centrifugering forud for testen. Opsleemmede
fibrinaggregater eller -partikler kan give fejlagtige positive resultater.

Proverne skal opbevares ved +2-8°C, hvis screeningen udferes inden for syv dage, eller dybfryses
ved -20°C. Undga gentagen nedfrysning/optening. Hvis preverne skal sendes, skal de pakkes ifelge
de geeldende bestemmelser angdende transport af eetiologiske agenser. Send dem helst i frossen

BEM/ERK’ Praver, der indeholder op til 90 g/l albumin og 100 mg/! bilirubin, lipeemiske prover, det

maengder op til det, der svarer til 36 g/l triglycerider, og hsemolyserede prover, der
indeholder op til 2,55 g/l haemoglobin, pvirker ikke resultaterne.
Prover md ikke anvendes i 30 minutter efter behandling ved 56°C.

11 - ANALYSEPROCEDURE

Seet ubrugt konjuc trat (R7a) i igen umiddelbart efter brug
‘Anvend rene handsker og undgé at berare pipettespidser for at undgé kontammenng af konjugatet.
af ved strimmel
stand.

Antal strimler,
der skal bruges 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 120 24
Mangde
koncentreret 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 2400
konjugat R7a (u)
Mangde konjugat
fortyndelsesmiddel 1 2 3 4 5 8 7 8 9 0 i 2 24
R7b (m)

* 1 fuld plade ** 2 fulde plader

Fortyndet substratoplgsning (R8 + R9)

Lad kromogen (R9) og (R8) opna atur.

Vend kromogenet og substratbuffer for at blande det for brug.

Oples kromogenet (R9) i forholdet 1:11 i substratbufferen (R8) til hver strimmel, der skal testes
(eksempel : tilszet 1 ml R9-reagens i 10 ml R8-reagens). Der skal bruges 10 mi til 1 til 12 teststrimler.
Homogeniser.

Bland den fortyndede arbejdssubstratoplasning forsigtigt fer brug. Vent 5 minutter fer brug. Den
fortyndede arbejdssubstratoplasning skal anvendes inden for 8 timer efter forberedelsen og
opbevares pé et morkt sted ved stuetemperatur.

Kromogen (R9) skal veere lyserad. En anden farve angiver kontamination af reagenset: i dette tilfeelde
ma kromogenet ikke anvendes. Forbered kun den meengde reagens, der skal bruges inden for 6
timer, idet det sikres, at der vil veere filstraekkeligt fortyndet reagens til hele kerslen. Brug
nedenstaende tabel som venedmng

af den forty! ar ved strimmel
Antal strimler,
der skal bruges 1 2 3 4 5 68 1 8 9 10 11 t2r o4
Kromogenmeengde
R () 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 2400
Substratbuftermangde
R8 (m)) 12 3 4 5 6 1 8 9 10 11 12 2
“1 fuld plade ** 2 fulde plader

9 - OPBEVARING OG VALIDITET

Opbevar szttet ved +2-8°C for brug.

» R1: Efter bning forbliver strimler, som opbevares ved +2-8°C i en omhyggeligt forseglet pose
stabile i 1 maned.

« R2: Efter forberedelse forbliver fortyndet vaskeoplesning stabil i 2 uger ved +2-8°C.

* R7a + R7b : Konjugatoplasningen forbliver stabil i 15 timer ved stuetemperatur (+18-30°C) og i
1 méned, hvis den opbevares ved 2-8°C.

« R8 + R9 : Efter forberedelse forbliver fortyndet arbejdssubstratoplosning stabil i & timer ved
stuetemperatur (+18-30°C) et merkt sted.

Efter &bning er alle andre reagenser stabile indtil den udlebsdato, der str pa kassen, nar de

opbevares ved +2-8°C.
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Folg fremgangsmaden neje. Brug negative og positive kontrolsera til hver test for at vurdere

kvaliteten af testen. Anvend god laboratoriepraksis.

Metoder

1.Fastleg pr 1 og identifikati gten omhyggeligt.

2.Lad alle reagenserne opna stuetemperatur inden pabegyndelse af analyseproceduren.

3.Forbered konjugatoplesningen (R7a + R7b), den fortyndede arbejdssubstratoplesning (R8 + R9) og
den fortyndede vaskecplosning (R2).

4.Tag mikropladerammen og -strimler (R1) ud af beskyttelsesposen. Fiern strimler, der ikke skal
bruges til analysen, og udskift dem med maerkede ikke-sensibiliserede strimler efter behov.

_#5.Fortynd prover, kalibratorer og kontroller i forholdet 3:4 i pravefortynder R6, ved at folge en af de

to nedenstaende procedurer :
1a.Prover, kalibratorer og kontroller kan fortyndes i en brond (tilszt forst 25 yil provefor N
hver brend, derefter 75 Ll prove- eller kontrolmateriale inden for 15 minutter, og bland det derpd
|_ forsigtigt med mindst 2 opsugninger for at undgé skumdannelse).

r, kalibratorer og kontroller kan forfortyndes i forholdet 3:4 i provefortynder R for tilseetning
til brenden (fortynd f.eks. 150 pl pravemateriale i 50 pl provefortynder R6, bland det forsigtigt for
at undga skumdannelse, og overfar derefter 100 i til brenden).

BEM/ERK! Efter tils@tning af proven skifter fortynderen fra lilla til bla. Du kan kontrollere, at
praverne findes i brandene ved hjeslp af en spektrofotometrisk leesning ved 620 nm (Se afsnit 14
SPEKTROFOTOMETRISK KONTROL AF PROVE- OG REAGENSPIPETTERING).

6.Tilszet direkte, uden at skylle pladen forst, og i raekkefolge, athaengigt af den valgte metode:

2+ Kvalitativ bestemmelse

- Anti-HBs - negativ kontrol (CO) i brend A1,
- 10 mlU/ml kalibrator (C1) i brendene B1, C1 og D1,
- 100 miU/ml kalibrator = positiv kontrol (C2) i brend Ef,
- Prover i brendene F1, G1, osv.

Kvantitativ bestemmelse

“~Anti-HBs - negativ kontrol (C0) i brend A1,
- 10 miU/ml kalibrator (C1) i brendene B1 og C1,
- 100 mlU/mi-kalibrator — positiv kontrol (C2) i brand D1,
- 400 mlU/ml kalibrator (C3) i brond E1,
- 1000 mlU/ml kalibrator(C4) i brond F1,
- Prover i brandene G1, H1, osv.

£~ 7.Tildeek, om muligt, brendene med Selvklzbende film, og serg for at daekke hele overfladen for at

sikre en teet tillukning.
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8. Mikropladen inkuberes i 60 + 5 minutter ved 37 = 2°C.
9. Fjem den selvklebende film. Sug indholdet af alle brende op i en vaeskebeholder, og tilsst
igt min. 0,375 ml rengerir ing til hver brend. hver brend 30 til 60
sekunder mellem hver vaskecyklus. Sug indholdet op igen. Gentag rengeringstrinnet 4 gange
(mindst 5 skylninger). Restmaengden skal vaere mindre end 10 pl (hvis det er nedvendigt, kan du
torre pladen ved at lazgge den pa hovedet pa sugende papir).
10.Hvis der anvendes en automatisk vasker, skal du benytte samme procedure.
11.Tilsat hurtigt 100 pl konjugatoplesning (R7a + R7b) til hver brend. Tildeek, hvis det er muligt,
brendene med ny selvklabende film, og inkuber i 60 + 5 minuﬂer ved 37°C + 1°C.
BEMARK! Konjugatet er farvet grent. Du kan jt findes i ved hjzelp
af en spektrofotometrisk lzesning ved 620 nm (Se afsnit 14 SPEKTROFOTOMETRISK KONTROL
AF PROVE- OG REAGENSPIPETTERING).
12. Fjern den selvklaebende film. Sug indholdet af alle brende op i en beholder til flydende affald, og
tilszet ojeblikkeligt min. 0,375 ml rengeringsoplesning til hver brond. Gennemvaed hver brend 30 til
60 sekunder mellem hver vaskecyklus. Sug indholdet op igen. Gentag rengeringstrinnet 4 gange
(mindst 5 skylninger). Restmaengden skal vaere mindre end 10 pl (hvis det er nedvendigt, kan du
torre pladen ved at laegge den pa hovedet pa sugende papir).
13.Huvis der anvendes en automatisk vasker, skal du benytte samme procedure.

14.Tilszet hurtigt 100 pl af den forty arbejdsst ing (R8 + R9) til hver brond. Lad
reaktionen forega i merke i 30 E 5 minutter ved stuetemperatur (18 - 30°C). Undga at bruge
film under ir
BEM/ERK! Den ing er farvet lysered. Du kan

1 tilfeelde af anvendelse af kvantitativ metode

Safremt en af de to malte ODgy-veerdier ligger uden for det acceptable omrade (den malte
absorbansveerdi skal vaere storre end eller lig med 0,050 og mindre end eller lig med 0,200), er
analysen ikke gyldig, og den skal gentages.

13 - BEREGNING OG FORTOLKNING AF RESULTATERNE

For hver prove geelder, at sammenligning af den mélte absorbansveerdi og den beregnede cutoff-

veerdi gor bestemmelsen af forekomst eller fraveer af anti-HBs-antistoffer mulig.

1. Kvalitativ metode

Beregn af de mélte lier for 10 miU/mi-kalil (c1)

Eksempel : 10 mlU/ml-kalibrator (C1)
Bi

0,078

] 0,079
D1 0,089
lalt = 0,246

Gennemsnitlig ODC1 = 0,246 / 3 = 0,082

Shfremt en af de mélte absorbansveerdier ligger uden for det acceptable omrade (den mélte
absorbansveerdi skal veere storre end eller lig med 0,050 og mindre end eller lig med 0,200), skal den
gennemsnitlige absorbans udregnes pé basis af de to resterende absorbansvaerdier.

Beregning af cutoff-vardi (CO)

Den gennemshitlige absorbering af 10 miU/mi-kalibratoren (C1) er analysens cutoff-vaerdi :

CO = Gennemsnitlig ODC1

F af

konjugatet findes i brandene ved hjzelp af en spektrofotometrisk laesning ved 490 nm (Se afsnit 74
SPEKTROFOTOMETRISK KONTROL AF PROVE- OG REAGENSPIPETTERING).

15.Tilsast 100 pl stopoplesning (R10) i samme vakkefalge og med samme fordelmgsfmkvens som for
den fortyndede j ;
16.Tor undersiden af pladen omhyggeligt af. Mindst fire minutter efter til

Prover med absorbansveerdier, der er storre end eller lig med cutoff-vasrdien, betragtes som reaktive.
Prover med absorbansvzerdier, som er mindre end cutoff-vesrdien, betragtes som ikke-reaktive.

De, der har vaerdier, som overskrider aflaeserens avre lineaere graenser, skal rapporteres som reaktive.
BEM/ERK ! P4 grund af mangfoldigheden af antistoffer og antigen, der anvendes i hver analyse, kan
.resultateme variere, afhaengigt af analysen.

af Vaccir : der foreslas i befalir igt af regioner og
og senest 30 minutter efter at reaktionen er stoppet, aflaeses den optiske densitet ved 450/620- lande.
700 nm og 405/620-700 nm ved hjzelp a1 en mlkropladeaﬂaser | tilfselde af andret de i lobet af inati ingen, skal anti-F
Kontro!lev mellem og samt mellem p i og ionen b: med begge metoder i en overgangsperiade.
i for du regi:

12 - VALIDERING AF RESULTATERNE TIL KVALITATIV OG KVANTITATIV METODE
Den gennemsnitlige absorbering af 10 mlU/ml kalibrator (C1) er analysens cutoff-vaerdi.

Anti-HBs - negativ kontrol (CO)

Den mélte absorbansvaerdi skal vaere sterre end 0,000 og mindre end eller lig med 0,070

(0,000 < ODgg = 0,070).

For positiv kontrol (C2) gaelder

Den mélte absorbansvzerdi skal vaere storre end eller lig med 0,400 (ODg; = 0,400).

For negativ kontrol (C0) og positiv kontrol (C2) geelder, at hvis et af de ovennzevnte kriterier ikke

opfyldes til kvalitativ og kvantitativ metode, er analysen ikke gyldig, og den skal gentages.

For 10 miU/ml kalibrator (C1) gzelder

Den malte absorbansveerdi skal vaere storre end eller lig med 0,050 og mindre end eller lig med 0,200

(0,050 = ODg4 = 0,200).

Hver enkelt malt absorbansvaerdi skal veere storre end eller lig med 1,5 gange OD af den negative

kontrols (CO) absorbansveerdi : ODg4 = (1,5 x ODgg).
| tilfzlde af anvendelse af kvalitativ metode
Safremt en af cutoff-kalibratorveerdierne pa 10 mlU/ml ligger uden for det acceptable omrade (den
malte absorbansvaerdi skal vaere starre end eller lig med 0,050 og mindre end eller lig med 0,200),
skal den gennemsnitlige absorbans udregnes pa basis af de to resterende absorbansveerdier.
Analysen er gyldig.
Safremt adskillige malte OD¢-vaerdier ligger uden for det acceptable omrade, er analysen ugyldig
og den skal gentages.

2. Kvantitativ metode:
Folgende Anti-HBs-kalibrator skal anvendes for at bestemme koncentrationen af anti-HBs-antistoffer
i serum og plasmaprover : G0 (0 miU/ml), G1 (10 mIW/ml), G2 (100 miU/ml), C3 (400 miU/ml) og G4
(1000 mlU/ml). Der tilsasttes kalibratorer direkte i hver brend, uden at skylle pladen forst og i
som ian (Se afsnit 11: ANALYSEPROCEDURE).
Aflees den optiske densitet ved 450/620-700 nm ved hjzelp af en mikropladelasser (A450).
Gor folgende for at fa flere prover med absorbansvaerdier (A450) storre end eller lig med C3 malt
absorbansveardi : A450 = ODG3), aflzeses den aptiske densitet ved 405/620-700 nm.
A450 af fire kalibratorer GO, C1, G2 og C3 fremstilles grafisk i forhold til deres tildelte koncentrationer
ved at anvende en polynom (kvadratisk) regression. Bemaerk venligst, at 1000 mlU/mi-kalibratorens
(C4) A450 ikke kan anvendes i denne graf, da denne absorbansveerdi skal ligge uden for
spektrofotometersts omrade, deraf nodvendigheden af endnu en graf. Prover med maite
absorbansvardier, som er mindre end ODC3, fortalkes med den graf, der er opndst med A450.
A405 af Kalibratorerne G3 (400 miU/ml) og C4 (1000 mIU/ml) fremstilles grafisk i forhold til deres
tildelte koncentrationer ved at anvende punkt til punkt-kurver. Der tegnes en lige linje gennem
punkterne. Derefter aflasses anti-HBs-koncentrationen (miU/ml) for hver prove ved de respektive
absorbansvaerdiers skasringspunkt. A405-kurven anvendes til at b kor ionerne af
serum eller plasmapraver, hvis koncentrationer er starre end 400 mlU/ml og mindre end eller lig med
1000 mlU/ml.
Prover med anti-HBs-koncentrationer, der er starre end 1000 mlU/ml, kan fortyndes ved anvendelse
af den fortyndede ing (R2) og
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14 - SPEKTROFOTOMETRISK KONTROL AF PROVE- OG REAGENSPIPETTERING

(VALGFRIT)
KONTROL AF PROVEFORTYNDER (R6) OG PROVEPIPETTERING = el analyse
Efter tilsztning af Kift fortynd R6 f fra lila til bla, 3 positive prover og en negativ prove blev testet 2 gange om dagen i dobbeltkorsler i lobet af 20 dage

o Ulsestring af praven; skifter, pravstortynidersn b fanve fa lila i henhold til EP5 NGCLS-proceduren (National Commitee for Clinical Laboratory Standards)
af prove og provefortynder (R6) i branden kan ved en

aﬂaesnmg ved 620 nm: OD-vaerdien af hver brond, der indeholder prove eller kontrol, der er fortyndet Prave i SD CV%
i provefortynderen, skal veere storre end eller lig med 0,150 (en lavere veerdi angiver en manglende Anti-HBs Negat 0,023 0,004 15,5
fordeling af prevematerialet eller kontrollen). Anti-HBs Po: 20 miU/ml 0,146 0,008 55
z‘:‘"m!‘"-‘ AR K°“;'H";G‘“F;‘7’;'-“’s"":GSP'PETTE“'"G A7a ATb) Anti-HBs Positive ~ 150 miU/ml 1,084 0,060 49

el A vedisn . Anti-HBs Positive ~ 300 miU/ml 2,015 0067 | 36
ved 620 nm : OD-VE!dIEn for hver brInd skal vare sterre end eller lig med 0.070 (en lavere vaerdi 3. Npjagtighed
angiver fordeling af Kvantitative resultater angives i mlU/ml og kalibreres i henhold til en intern reference, som kalibreres
KONTROL AF PIPETTERINGEN AF DEN FORTYNDEDE ARBEJDSSUBSTRATOPLOSNING i henhold til 1. IRP WHO Reference Standard 1977.
(R8 + R9) Der er udfert en korrelauonsundersegelse ved at teste koncentrationerne 0, 10, 100, 400 og 1000
Den fortyndede arbejdssubstratoplasning (R8 + R9) er farvet lyserad. miU/ml, som er opniet med al WHO-standard i forhold til
Du kan bekrasfte forekomsten af den lyserade udviklingsoplesning i branden ved hjaelp af automatisk Den opndede og hazdning er R2 = 0,99 0g = 0,96,
aflzesning ved 490 nm : den optiske densitet for en brand med udviklingsoplosning skal veere starre 4. Den analytiske sensitivitet var mindre end 2 miU/ml i henhold til NCCLS-proceduren.
end 0,100 (lavere OD angiver darlig fordeling af udviklingsoplesningen). Der er en betydelig BEM/ERK! Analytisk sensitivitet svarer til den nedre detektionsgraense, hvilket svarer til der_x lavest
farveaendring i de tomme bronde fra ufarvet til lyserod efter tilszetningen af den fortyndede malelige analytkoncentration, som adskiller sig fra nul, beregnet ud fra gennemsnits- og
arbejdssubstratoplasning. standardafvigelser, der er opnet med punkterne 0 og 10 miU/ml.

5. Metodelinearitet
15/-"TESTENS BEGR‘EN.SNINGER 5 Anti-HBs Ab-hejpositive prover (924 mlU/ml, 330 miU/ml, 326 miU/ml, 544 miU/ml og 857 miU/ml)
* Testprocedure og _tolknlng af resultater skal folges ved test af serum eller plasmaprover for er blevet dobbeltfortyndet op til 1/32 eller 1/64. Daekningsgraderne ligger mellem 92 % og 116 %.
forekomst af antistoffer mod HBs. Det anbefales brugeren af seettet at leese pakkens
indlaagsseddel grundigt, for testen udfores. Isar skal test roceduren folges omh ellgt hvad 6. Hook-oftekt
Ar e K af plad N 'g V99 Der er testet 4 ufortyndede prover med store anti-HBs-antistofkoncentrationer (200000 miU/ml,
angér prove- og reagenspipettering, vask af plader og B , af in nene. 5500 miU/mi, 28.000 miU/ml og 9000 miU/mi).
* Undlader man at tilsaette provemateriale eller reagens efter instruktionerne i proceduren, kan det =
give falske negative resultater. Det anbefales at genteste prover, hvis der er mistanke om Koncentration 200000 mul/ml 28000 mUl/ml 9000 mul/mi 5500 mul/mi
procedurerelaterede fejl. DO 450 Aflzest ved 405 nm Afleest ved 405 nm | Aflaest ved 405 nm | Aflaest ved 405 nm
 Faktorer, som kan pavirke resultaternes validitet, er bl.a. at undlade at tilszette pmvematenale i DO 405 1.342 1.596 1.629 1.310
branden; 2lg e at at undiads at falge de: opglvme Resultat 1000 mUVmI 1000 mUVml | > 1000 mUVmI | > 1000 mUl/ml
og g af forkerte g i brendene, af metaller eller
staenk af blegemiddel i brandene. Enhver hook-effekt er vist under evalueringen af ydeevne.
* Det anbefales at fortolke resultater med lav vaerdi omhyggeligt pa grund af forskelle i patienters 7. Specificitet
ioner, bade efter HBV-infektion og efter yderligere vaccination eller indspreijtning af a) 179 patienter, der viser forskellige sygdomme (hepatitis A, hepatitis C, VIH1, VIH2, HTLV, HSV, EBV,
immunglobuliner til behandling. rubella, toxoplasmose, myeloma (IgG, IgM), RF, ANA, HAMA, cirrhose og multitransfusion), er
testet med Monolisa® Anti-HBs PLUS.

16 - YDEEVNE 21 prover blev iundet positive med Monolisa® Anti-HBs PLUS og to andre CE-maerkede anti-HBs
Nedenstdende analyseydeevne er opndet i lobet af analyseevalueringen af Monolisa® Anti-HBs NA-positiv preve er fundet positiv til anti-HBs Ab med
PLUS. Resultater, der er opnaet i et laboratorium, kan afvige fra disse. Monolisa® Anti-HBs PLUS. 2 andre prover (1 HIV1 og HIV2) er fundet positive til anti-HBs Ab med
1. Reproducerbarhed for den interne analyse Monolisa® Anti-HBs PLUS og en anden konkurrerende analyse.
der er blevet udfart tripletest af fem positive prover og en negativ preve 10 gange inden for samme b) isa® Anti-HBs PLUS-test ificitet er bestemt ved analyse af prover fra bloddonorer og
serie. t»lfaldlg! valgte kliniske patienter.

Prave [ s o % Sted 1 Sted 2 Sted 3 lalt
Anti-HBs Negatif 0,023 0003 | 136 Denorss & inciagts Donetse Indlagte,
Anti-HBs Positive - 20 miU/m 0,143 0,005 34 M proves sl 5% 240 1051
Anti-HBs Positive ~ 50 mIU/ml 0,358 0,012 33 Nb-Positiv 3 0 3 8
Anti-HBs Positive ~ 100 mIU/ml 0,715 0019 | 26 i% | 99,4% 100% 98,7% 99,4%
Anti-HBs Positive ~ 150 miU/ml 1,231 0037 | 30 Spacificiteten er 99,4% (98,8% til 99,8% med 95% konfidensinterval).
Anti-HBs Positive ~ 300 mIU/ml 1,982 0,048 ‘ 2,4
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8. Sensitivitet
654 prover fra forskellige populationer af vaccinerede eller naturligt inficerede patienter er blevet

testet med Monolisa® Anti-HBs PLUS og en anden anti-HB:! lyse. Uoverer de prover er
blevet genanalyseret med en tredje CE-maerket teknik.
Monolisa®
N Test 1 CE-mzrket | Test 2 CE-market*

Vaccineret 347 98,8% 99,1%

Fordelt hepatitis B il 95,8% 100%

Kronisk hepatitis B 37 100% -

Indlagte patienter 199 98,6% -

lalt 654 98,% 99,5%

Blandt disse 854 testede patienter, er 617 fundet anti-HBs-positive og 37 negative (kronisk hepatitis-
angrebne patienter) med test1. For disse 617 patienter er konkordansen 98,4% (97% til 99,2% med
konfidensinterval pa 95%).

* Efter analyse af uoverensstemmende prover med test 2 er sensitiviteten for Monolisa® Anti-HBs
PLUS 99,2% (98,1% to 99,7% med 95% konfidensinterval).
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Vedlegg 2: Data fra fluorescensmalinger

Tabell 4: Viser fluorescenssignal i «Relatice Fluorescence Units» ved ulike markeringstusjer. Maledataen ble brukt i Figur
27.

Rosa Grgnn Oransje Gul
3706 39192 4112 25536
3219 36799 4816 21685
3400 31224 3078 21361
2104 29882 5227 22888
3440 15681 3188 23987
3321 20226 4396 21578
2899 19328 5463 30398
3548 18445 4788 25039
3245 19686 3773 20782
3483 14994 4588 33467
3392 15517 3939 28616
3579 16709 7571 48705
3654 21646 3536 19784
3395 21311 2643 15436
3351 19104 4228 35267
2027 16709 4005 22795
2812 16997 3505 26007
2403 19105 3097 25311
2720 29341 4072 27362
2518 20080 4450 37086

Tabell 5: Viser utregnet av gjennomsnitt, standardavvik og %CV ved fluorescensmalingen gjort med lysglimt pa 5 og uten
«Mutiple reads per well». Resultatet er gitt i «Relative Fluorescens Units». Maledatene ble brukt i Figur 28.

Brenner Gjennomsnitt Standardavvik %CV

Rosa markeringstusj 3377 560 17 %
Grgnn markeringstusj 26032 8635 33 %
Oransje markeringstusj 4843 1119 23 %
Gul markeringstusj 30172 7707 26 %

Tabell 6: Viser utregnet gjennomsnitt, standardavvik og %CV ved fluorescensmalingen gjort med 30 lysglimt og uten
«Multiple reads per well». Resultatet er gitt i «Relative Fluorescens Units». Maledatene ble brukt i Figur 28.

Brenner Gjennomsnitt Standardavvik %CV

Rosa markeringstusj 3053 508 17 %
Grgnn markeringstusj 22484 7540 34 %
Oransje markeringstusj 4273 995 23 %
Gul markeringstusj 26224 6884 26 %
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Tabell 7: Viser utregnet gjennomsnitt, standardavvik og %CV ved fluorescensmalingen gjort med 5 lysglimt og «Multiple

reads per well». Resultatet er gitt i «Relative Fluorescens Units». Maledatene ble brukt i Figur 28.

Branner Gjennomsnitt Standardavvik %CV
Rosa markeringstusj 4163 277 7%
Grgnn markeringstusj 23128 6070 26 %
Oransje markeringstusj 6145 564 9 %
Gul markeringstusj 30361 938 3%

Tabell 8: Viser utregnet gjennomsnitt, standardavvik og %CV ved fluorescensmalingen gjort med 30 lysglimt og «Multiple

reads per well». Resultatet er gitt i «Relative Fluorescens Units». Maledatene ble brukt i Figur 28.

Branner Gjennomsnitt Standardavvik %CV

Rosa markeringstusj 3658 344 9%
Grgnn markeringstusj 19872 6117 31 %
Oransje markeringstusj 5323 550 10 %
Gul markeringstusj 26836 453 2 %

Tabell 9: Viser en sammenligning av % CV for hver av markeringstusjene. Malingene ble gjort med 30 og 5 lysglimt per

brgnn, og med og uten funksjonen «Multiple Reads per Well» (MRW). Maledataene ble bruk i Figur 28.

%CV
. . . . 5 lysglimt + 30 lysglimt +
Markingstusj 5 lysglimt 30 lysglimt MRW MRW
Rosa 17 % 17 % 7% 9%
Grgnn 33% 34 % 26 % 31%
Oransje 23 % 23 % 9% 10 %
Gul 26 % 3 3% 2%
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Vedlegg 3: Data fra luminescensmalinger

Tabell 10: Viser avlesningsresultater for luminescens gjort pa Tecan SPARK. Maledataen er brukt til Figur 29.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A | 5094937 | 4820794 | 4532945 | 4290742 | 4044391 | 3954213 | 4036331 | 4332869 | 4606758 | 5094937
B | 3940983 | 3955381 | 3840988 | 854006 | 877171 | 842957 | 3872196 | 4178687 | 4443752 | 3940983
C | 3495909 | 3343982 | 3341564 | 535827 | 431036 | 497862 | 3761380 | 3888469 | 4082280 | 3495909

Tabell 11: Viser luminescensavleninger for luminescens av Victor. Maledataene er brukt i Figur 29.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A | 476137 | 481921 | 471865 | 473223 | 475249 | 472968 | 463353 | 487287 | 483931 476137
B | 417575 449072 441242 110135 111409 114247 491844 | 478899 481817 417575
C | 375418 | 373661 | 353490 67691 56430 67792 447426 | 461884 | 454799 375418

Tabell 12: Viser regresjonstatistikken som ble brukt i regresjonsanalysen av luminescensmalingne gjort pa Tecan SPARK og

Victor.
Koeffisienter Standardfeil t-Stat P-verdi Nederste 95% @verste 95%
Skjeerings-
punkt -140651,63 146181,326 -0,9621723 0,34419936 -440090,5 158787,243
Victor 9,42977701 0,36047732 26,1591409 3,2028E-21 8,69137269 10,1681813
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Vedlegg 4: Data fra celletellingsforsgk

Tabell 13: Viser cellekonsentrasjonen ved de ulike cellefortynningene som ble telt i celletellingsforsgket. Maledata brukt til
Figur 34.

Cellesuspensjon Konsentrasjon (celler/mL)
A 513636
B 350000
C 204545
D 77273

88



Vedlegg 5: Data fra cellekonfluensforsgk

Tabell 14: Viser konfluensutvikling i atte ulike cellesuspensjoner ved sentrumsmalinger i brgnnen. Maledataen som blir brukt
i Figur 36. Verdiene som er oppgitt her er gjennomsnitt av tre paralleller.

A B C D E F G H
0 70 % 52 % 35% 14 % 4 % 3% 1% 0%
2 94 % 68 % 35 % 16 % 6 % 2% 1% 1%
4 99 % 78 % 39 % 17% 5% 3% 1% 1%
6 100 % 90 % 50 % 20 % 6 % 3% 1% 1%
8 100 % 97 % 57% 25% 7% 4 % 1% 1%
10 100 % 99 % 68 % 30 % 7% 4 % 1% 1%
22 100 % 100 % 92 % 50 % 12 % 6 % 2% 1%
24 100 % 100 % 93 % 54 % 12 % 7% 2% 2%
26 100 % 100 % 96 % 57T% 13% 8 % 2% 2%
28 100 % 100 % 97 % 64 % 14 % 8 % 2% 2%
30 100 % 100 % 98 % 67 % 14 % 8 % 2% 2%
32 100 % 100 % 99 % 70 % 16 % 8 % 2% 1%
44 100 % 100 % 100 % 91 % 21 % 13 % 3% 2%
46 100 % 100 % 100 % 92 % 30 % 14 % 3% 2%
48 100 % 100 % 100 % 93 % 31% 14 % 3% 2%
50 100 % 100 % 100 % 94 % 34 % 15% 4% 2%
52 100 % 100 % 100 % 95 % 36 % 17% 4% 3%
54 100 % 100 % 100 % 97 % 39 % 17% 4% 3%

Tabell 15: Viser konfluensutvikling i atte ulike cellesuspensjoner ved malinger som er gjort i hele brgnnen. Maledataen som

blir brukt i Figur 37. Verdiene som er oppgitt her er gjennomsnitt av tre paralleller.

A B C D E F G H
0 86 % 71 % 49 % 26 % 16 % 12% 9% 7%
2 96 % 83 % 50 % 26 % 17% 12% 9% 8 %
4 98 % 89 % 54 % 28 % 17% 13% 9% 8 %
6 98 % 95 % 63 % 31 % 18 % 13 % 10 % 8%
8 98 % 97 % 70 % 34 % 19% 13 % 10 % 8%
10 98 % 98 % 78 % 40 % 20 % 14 % 10 % 8 %
22 98 % 98 % 94 % 58 % 28 % 17% 11% 8 %
24 98 % 98 % 95 % 62 % 29 % 17% 11% 8 %
26 98 % 98 % 96 % 65 % 30 % 18 % 11% 8%
28 98 % 98 % 97 % 69 % 33 % 19% 12% 8%
30 98 % 98 % 97 % 2% 34 % 19 % 12 % 8 %
32 98 % 98 % 98 % 76 % 37 % 20 % 12 % 8 %
44 98 % 98 % 98 % 91 % 55 % 27 % 15% 9%
46 98 % 98 % 98 % 92 % 56 % 28 % 15% 9%
48 98 % 98 % 98 % 92 % 59 % 29 % 15% 9%
50 98 % 99 % 98 % 94 % 63 % 31% 16 % 9%
52 98 % 98 % 98 % 94 % 64 % 33 % 17 % 9 %
54 98 % 99 % 99 % 95 % 68 % 34 % 16 % 9%
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