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Forord  

Denne bacheloroppgaven ble gitt som en avsluttende oppgave på bioingeniørstudiet ved 

NTNU i Trondheim. Oppgaven ble gitt av Institutt for bioingeniørfag ved NTNU Trondheim, 

der det var et ønske om å starte bruken av instituttets nyinnkjøpte plateleser Tecan SPARK.  

 

Jeg vil rette en stor takk til førstelektorene Eli Kjøbli og Kristin Gabestad Nørsett for både 

faglig og praktisk veiledning til denne oppgaven. Takk til bioingeniørutdanningen ved NTNU, 

førsteamanuensis Toril Holien og førstelektor Wenche Prestvik for overtakelse av 

prøvemateriale som ble brukt til utprøvingene av instrumentprotokollen og prosedyrene.  

 

Jeg ønsker også å takke produktspesialist Morten Thorsholt ved Bergman Diagnostika som 

har vært tilgjengelig for mine spørsmål om Tecan SPARK.  

 

 

 

 

 

 

 

 

___________________________________ 

Mari Eline Solberg 

Trondheim, 19.05.2022 
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Sammendrag 

Bakgrunn: Formålet med denne oppgaven var å starte bruken av plateleseren Tecan SPARK 

ved instituttet, inkludert å 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 utprøvd ved forsøk som hadde til 

formål å undersøke effekten av ulike innstillinger som ble beskrevet i prosedyrene og 

instrumentprotokollen.  

 

Resultater: Det ble utarbeidet en instrumentprotokoll, samt prosedyrer for måling av 

absorbans, fluorescens, kjemiluminescens, celletelling, celleviabilitet og cellekonfluens. 

Gjennom utprøvingene ble det gjort ulike erfaringer med målemetodene og innstillingene som 

Tecan SPARK tilbyr. Instrumentprotokollen og prosedyrene var velegnet for utprøving av 

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

 

Konklusjon: Tecan SPARK har mange målemetoder, hvorav flere har blitt undersøkt og 

implementert igjennom denne bacheloroppgaven. Prosedyrene og instrumentprotokollen har 

lagt til rette for måling av absorbans, fluorescens, kjemiluminescens, celletelling, 

celleviabilitet og cellekonfluens.  
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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 både diagnostikk og forskning sees en utbredt anvendelse av analyseplattformer der 

man kan analysere mange prøver samtidig. Platelesere er en slik analyseplattform, der 

avlesningen foregår i en mikrotiterplate med brønner som fungerer som prøveholdere. Ulike 

prøver pipetteres i forskjellige brønner og analyseringen av alle prøvene skjer i en og samme 

operasjon. Analyseringen muliggjøres av et avansert optikksystem, sammen med et 

programvareprogram som er designet for prosessering og tolkning av signalene. Muligheten 

til å analysere mange prøver på kort tid bidrar til effektivt laboratoriearbeid, og er nyttig både 

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 måling 

av absorbans, fluorescens, «time resolved fluorescence», fluorescens polarisering og 

luminescens av biologiske og ikke-biologiske prøver, samt billedtaking av fluorescensbilder 

og «bright field» bilder. Sammen med dette kan avleseren brukes til endepunktsanalyser og 

kinetiske målinger. Instrumentet leveres sammen med en SparkControl-programvare, som gir 

brukerkontroll over instrumentet og behandler data fra målingene.  

 

Figur 1: Bilde av plateleseren Tecan SPARK (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 1). 
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1.1 Vanlige teknologier i en plateleser  

1.1.1 Absorbans  

Absorbans defineres som mengden av innfallende lys som en løsning vil absorbere ved 

lyseksponering (Burtis & Burns, 2015, s. 131). Ulike kromoforer har spesifikke og 

karakteristiske bølgelengder for absorbsjon, og absorbsjonen vil derfor avhenge av 

bølgelengden til det innfallende lyset. Absorbans og transmisjon er relativt til hverandre, da 

transmisjon er et mål på mengden lys som passerer gjennom løsningen. Transmisjonen T 

illustreres i formel (1), der I0 representerer det innfallende lyset og I representerer intensiteten 

av det transmitterte lyset. 

𝑇 =
𝐼

𝐼0
(1) 

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

 

Figur 2: Viser forholdet mellom innfallende lys (I0) og transmittert lys (I) ved en absorberende løsning. Figuren ble lagd i 

programmet BioRender.com.   

 

Siden mengden lys som blir absorbert og transmisjon er avhengige av hverandre, kan 

transmisjonen brukes til å beskrive absorbsjonen A (Burtis & Burns, 2015, s. 131). Dette 

forholdet er gitt i formelen (2). 

𝐴 = − log 𝑇 (2) 

 

Ved måling av en analytts konsentrasjon i en løsning benyttes absorbans i stedet for 

prosentvis transmisjon. Grunnen til dette er at absorbsjonen er lineær med konsentrasjonen av 
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kromoforen, mens prosentvis transmisjon vil være eksponentiell med analyttkonsentrasjonen. 

Denne forskjellen er vist i Figur 3.  

 

Figur 3:Graf A viser et lineært forhold mellom absorbans og konsentrasjon, mens graf B viser det eksponentielle forholdet 

mellom konsentrasjon og prosentvis transmisjon. Figuren ble lagd i BioRender.com. 

 

Den lineære proporsjonaliteten ved absorbansmålingene gjør at man kan benytte Beers lov 

ved konsentrasjonsutregning (Burtis & Burns, 2015, s. 132). Beers lov viser også at 

absorbsjonen vil avhenge av kromoforens molare absorptivitet 𝜀, som er en konstant for 

kromoforens absorberende evne ved en bestemt bølgelengde gitt bestemte forhold mellom 

løsningsmiddel, temperatur og pH. Lysveien b representerer kuvettelengden, og oppgis i 

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

𝐴 = 𝜀 ∙ 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 påvirkning eller reaksjon som kreves for å danne lysemisjonen. Fluorescens og 

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

Kjemiluminescens finner sted når et atom eller molekyl returnerer fra et høyere energinivå 

tilbake til et lavere energinivå som følge av en kjemisk reaksjon (Burtis & Burns, 2015, 

s.146). Eksiteringen kommer av oksideringsreaksjon, ofte forårsaket 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 også katalysere en oksidasjonsreaksjon, eksempelvis kan toverdige 

kobberioner og treverdige jernioner katalysere (Burtis & Burns, 2015, s. 146). 

Kjemiluminescens er dermed ikke avhengig av en spesifikk eksitasjonsbølgelengde for 

innsending av lys, slik som absorbans og fluorescens er. Likevel vil 

kjemiluminescensemisjonen ha et spesifikt bølgelengdeområde der emisjonen er høyest. 

Hvilken bølgelengde som gir høyest luminescenssignal avhenger av hvilket luminescerende 

substrat (luminoforer) som blir benyttet.  

 

Et eksempel på en slik kjemiluminescensreaksjon, er luminol og 3-aminoftalsyre (3-APA). I 

nærvær av hydrogenperoksid vil denne reaksjonen danne blått 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 energinivå.  

𝐶8𝐻7𝑁3𝑂2(𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑜𝑙) + 𝐻202(𝑝𝑒𝑟𝑜𝑘𝑠𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒) → 3 − 𝐴𝑃𝐴 (𝑒𝑘𝑠𝑖𝑡𝑒𝑟𝑡 𝑡𝑖𝑙𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑) →

3 − 𝐴𝑃𝐴 (𝑙𝑎𝑣𝑒𝑟𝑒 𝑒𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑛𝑖𝑣å) + 𝑙𝑦𝑠 (5)
 

 

Luminescensbaserte metoder blir i dag ofte brukt til å måle 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 stråling. Tecan definerer 

derimot luminescens som emisjonstyper der det ikke kreves bølgelengdeeksitasjon, 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.  
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Fluorescens 

Fluorescens finner sted når et molekyl absorberer lysenergi på en bestemt bølgelengde, for så 

å emittere lys i form av fotoner på en lengre bølgelengde (Burtis & Burns, 2015, s. 139). Et 

atom eller et molekyl som har evnen til å fluorisere betegnes som en fluorofor. Når en 

fluorofor belyses med lys av eksitasjonsbølgelengde vil elektroner eksiteres, og fluoroforen 

vil oppnå høyere energi. Energien frigis delvis som vibrasjonsenergi, men også som fotoner 

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

 

 

 

Forskjellen mellom eksitasjonsbølgelengden og emisjonsbølgelengden kalles «Stokes shift». 

Dette er en konstant som betegner energitapet mellom fluoroforens eksiterte tilstand til den 

når grunntilstanden igjen, der det dannes både fluorescens og vibrasjonsenergi. Dette 

energitapet er grunnen til at emisjonsbølgelengden er lengre enn eksitasjonsbølgelengden 

(Burtis & Burns, 2015, s. 139). Forskjellen i bølgelengder er illustrert i Figur 5.  

Figur 4: Viser en skjematisk fremstilling av fluorescensdannelse. Femkanten representerer en fluorofor som blir eksitert 

og får høyere energi, for så å emittere fotoner og gi fluorescens. Figuren ble lagd i programmet BioRender.com 
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Forholdet mellom konsentrasjonen c og intensiteten av fluorescensemisjonen F kommer av 

Beers lov, og er illustrert i formel (4). Her kan man se at fluorescensemisjonen avhenger av 

fluorescenseffektivitet 𝜙, eksitasjonslysets intensitet I0, molar absorptivitet 𝜀 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 

tilnærmet likt mengden av emisjonslys, så vil dette gi et høyere fluorescenssignal. Hvis dette 

forholdet er mindre, vil det resultere i et lavere fluorescenssignal. 

𝐹 =  𝜙 ∙ 𝐼0 ∙ 𝜀 ∙ 𝑏 ∙ 𝑐 (4) 

Det lineære forholdet mellom konsentrasjon og fluorescensemisjon er gitt at løsningen ikke 

absorberer mer enn 2 % av eksitasjonslyset (Burtis & Burns, 2015, s. 145). Hvis absorbansen 

overstiger 2 % vil ikke denne sammenhengen være lineær lenger, på grunn av fenomenet 

indre filter effekt. Fenomenet opptrer når eksitasjonslyset absorberes av fluoroforer gjennom 

lysveien, slik at eksitasjonsintensiten dempes gjennom kuvetten. Dermed vil høye 

konsentrasjoner av fluoroforer gjøre at absorbansen av eksitasjonslyset øker, men deler av 

eksitasjonsintensiteten vil gå tapt gjennom lysveien. Konsekvensen av dette er at 

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

Figur 5: Viser forskjell i fluorescensintensitet ved økende bølgelengde, for eksitasjon 

og emisjon. «Stokes shift» konstaterer forskjellen mellom bølgelengden for eksitasjon 

og emisjon.  Figuren er lagd i BioRender.com 
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1.2 Måleteknikker og optikk i Tecan SPARK plateleser   

SPARK er et plateavlesningsinstrument fra Tecan. En plateleser brukes i laboratoriet for å 

måle fysiske, biologiske og kjemiske reaksjoner i brønner i mikrotiterplater. Mikrotiterplatene 

fungerer som prøvebeholder der ulike prøver pipetteres i forskjellige brønner. En plate kan 

inneholde mange brønner og gir dermed mulighet til å analysere et stort antall prøver på kort 

tid. SPARK har kun ett målehode som flyttes fra en brønn og detekterer signalet der, før det 

så beveges til neste brønn og gjør det samme der. Sammenlignet med standard 

spektrofotometere der man kun måler én prøve av gangen, gir mikrotiterplatene og platelesere 

mulighet for å analysere et større antall prøver på kortere tid.  

 

Instrumentet er beregnet for bruk i forskningslaboratorier og har en rekke måleteknikker. 

Blant disse måleteknikkene finner man en absorbansmodul og en kuvettemodul for 

absorbansmålinger, samt målinger av absorbansskan. Sammen med dette finner man både 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 også mulighet til å avlese fluorescensskan 

gjennom toppmodulen og bunnmodulen. Luminescensmålinger kan gjennomføres i en 

standardmodul og en forbedret modul som også er egnet for svakere luminescenssignaler. 

Instrumentet har ulike funksjoner for billedtaking av celler i kultur, som brukes for å vurdere 

cellekonfluens og celleviabilitet, og kan gjennomføre celletellinger. Alle måleteknikkene og 

funksjonene ovenfor vil gjennomgås i det følgende kapittelet. Programvaren som gjør disse 

måleteknikkene mulig vil også 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 å bruke SparkControl 

Dashboard kan man kommunisere med det tilkoblede instrumentet, starte målinger og følge 

med på pågående målinger (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 93). En oversikt over 

SparkControl Dashboard er gitt i Figur 6. 01 Hjemknappen brukes for å vise hjemskjermen. 

02 Viser navigasjonshistorie i programvaren når det åpnes ulike applikasjoner. 03 
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Arbeidslisterute viser arbeidslisten til instrumentet. 04 Navigasjonsverktøyet på venstre side 

brukes til å 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 også informasjon om hvilket instrument som er koblet til og hvilke moduler 

som er tilgjengelig. Eksempelvis kan «Method Editor» (vist i Figur 7) åpnes gjennom en av 

disse knappene. Om man trykker på 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 gassnivåene og temperaturen i instrumentet. Filter og 

speil kan også byttes ut gjennom disse knappene, og injektorprosedyrer kan også settes i gang 

her (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 94).  

 

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 å trykke på knappen med Instrumentikonet (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 93) 

 

Gjennom programvaren kan nye målemetoder opprettes i «Method Editor» (Tecan Austria 

GmbH, 2020, s. 72), illustrert i Figur 7. «Method Editor» brukes til å sette opp en arbeidsliste. 

Under 01 Menu verktøyet ligger redaktør- og avleserfunksjoner, som Innstillinger og 

Filvisning. 02 Verktøy viser ikoner for vanlige brukte redaktørfunksjoner som Ny og Lagre. I 

03 Nedtrekksmeny velges funksjoner relatert til programvareapplikasjonen og det 

instrumentet som er tilkoblet. 04 er en knapp for å åpne 09 Inforute, der man får 

tilleggsinformasjon om arbeidslisten. Arbeidslisten lages ved å trekke prosesser (eksempelvis 
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«Absorbance Spectrum» for analyse av absorbansspektrum) fra 05 Kontrollverktøyet til 

området 06 Arbeidslisterute. Her legges innstillinger for hver av målemetodene 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 verktøy, 02 Verktøy, 03 Nedtrekksmeny, 04 Knapp for å åpne 09 Inforuten, 05 Kontrollverktøyet, 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 målingene skje i sentrum av brønnen, 

men med funksjonen for «Multiple reads per well» vil det gis ulike avlesningsposisjoner i 

brønnen (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 91). Hvilke og hvor mange posisjoner bestemmes i 

programvaren, det gjør også størrelsen på de ulike posisjonene og avstanden til kanten av 

brønnen. Instrumentet beregner et gjennomsnitt og standardavvik basert på 

avlesningsposisjonene. På denne måten tar instrumentet høyde for eventuelle signalforskjeller 

innad i samme brønn. Denne funksjonen er spesielt aktuell ved cellebaserte målemetoder, da 

cellene kan fordele seg ujevnt i brønnen. «Multiple reads per well» er tilgjengelig for 

absorbansmålinger, fluorescensmålinger og luminescensmålinger (Tecan Austria GmbH, 

2020, s. 91). Antallet lysglimt bestemmer hvor mange lyseksponeringer hver brønn får før det 
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dannes en gjennomsnittsverdi av disse som utgis som svar (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 

176). Dette kan justeres ved fluorescensmålinger og absorbansmålinger.  

 

1.2.2 Absorbansmålinger 

Absorbansmålingene kan foretas i en absorbansmodul for mikrotiterplater der et større antall 

prøver analyseres parallelt. Her anbefales det å benytte transparente mikrotiterplater (Tecan 

Austria GmbH, 2020, s. 148). Prøvene som analyseres i kuvettemodulen kan bare analyseres 

individuelt, der kun én og én prøve 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 gjør 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 brønnene i platen eller kuvetten. Det 

transmitterte lyset blir målt med en fotodiode bestående av silisium. Silisium er en halvleder 

som kan absorbere lys i bølgelengdeområdet som blir benyttet til i begge absorbansmodulene.  

Før målingen i platen blir gjort vil det tas en referansemåling, der platebæreren («plate 

carrier») er borte fra lysstrålen og ikke interferer i målingen(Tecan Austria GmbH, 2020, s. 

146).  

 

Monokromatoren muliggjør målinger som baserer seg på monokromatisk lys, der lyset som 

sendes mot prøven kun består av en bestemt bølgelengde (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 

163). Hensikten med dette er å fjerne uønskede bølgelengder som kan interferere med 

målingen. Monokromatoren består av en inngangsspalte, et optisk gitter som sprer lyset og en 

utgangsspalte. Inngangsspalten til monokromatoren mottar hvitt lys med mange bølgelengder, 

mens kun bestemte bølgelengder slipper ut gjennom utgangsspalten. Hvilken bølgelengde 

som slipper gjennom utgangsspalten bestemmes av vinkelen mellom lyset som treffer 

inngangsspalten og det optiske gitteret. Ved å rotere gitteret kan ulike bølgelengder velges og 

isoleres (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 163). Båndbredden bestemmes av vidden på 

utgangsspalten, og er fiksert til 3,5 nm for absorbansmålingene.  
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Standardmodulen for absorbansavlesningen består 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) gå gjennom et «order sortering filter» (2) som selekterer 

primærbølgelengden og filtrerer vekk lys av høyere orden. Lyset fokuseres på inngangspalten 

til monokromatoren. Ved å rotere på det optiske gitteret (3) kan man velge bølgelengde for 

målingen. Lyset går inn gjennom absorbansfibre (4), som dirigerer lyset til prøven gjennom et 

elliptisk speil (5). En del av lyset reflekteres på en referansefotodiode (denne er ikke illustrert 

i figuren under). Funksjonen til referansefotodioden er å overvåke lyskilden over lenger tid, 

og kan eventuelt gi «feedback»-signaler til lyskilden for å normalisere målingene. Etter dette 

blir lyset samlet av en linse, og fokuseres på fotodioden som brukes til den faktiske målingen 

av prøven (6). Dette er en silikonfotodiode som brukes til måling av transmittert lys og er 

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

 

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 å sende lyset inn mot fotodioden. I 

kuvettemodulen dirigerer absorbansfibrene (4) lyset direkte til kuvetten (5) for deretter at 

lyset føres inn mot fotodioden (6) og måles (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 også mulighet for analyse av absorbansspektrum ved SPARK (Tecan Austria GmbH, 

2020, s. 145). Absorbansspektrumet vil gi informasjon om løsningens absorbans eller 

transmittans som en funksjon av tid som et reaksjonforløp eller i funksjon av bølgelengde 

(Burtis & Burns, 2015, s. 137). Når man måler absorbans som funksjon av bølgelengden vil 

man observere absorbanstopper over grafen. Dette kan være nyttig i tilfeller der man har en 

prøve med ukjent innhold av en analytt. Ved å måle absorbansspektrumet og sammenligne 

absorbanstoppene som dannes med absorbanstopper til kjente analytter, kan man få en 

indikasjon på hvilke analytter prøven kan inneholde (Burtis & Burns, 2015, s. 137). Dette kan 

også være nyttig om man ikke har bestemt riktig bølgelengde før absorbansmåling. Ut fra 

absorbanstoppene i grafen kan man finne egnet bølgelengde for avlesning ved 

absorbansmaksimum (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 145).  

 

1.2.3 Fluorescensmålinger  

Målingen av fluorescensintensiteten i emisjonslyset bestemmer mengden av fluorescerende 

forbindelser i prøven (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 161). Fluorescens kan oppstå gjennom 

fluorescenseresonans energioverføring, «Fluorescence Resonance Energy Transfer» (FRET). 

Dette er overføring av eksitasjonsenergi fra et donormolekyl til et akseptormolekyl uten å 

emittere et foton. Om akseptormolekylet og donormolekylet er i nærheten av hverandre, kan 

akseptormolekylet motta eksitasjonsenergi fra donoren. I disse tilfellene vil 

emisjonsspektrumet til donormolekylet overlappe med eksitasjonsspektrumet til akseptoren.  
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Fluorescenseintensitets-modulen er satt opp slik at bølgelengdeseleksjonen for emisjonen og 

eksitasjonen kan foretas gjennom en monokromator eller gjennom et filter (Tecan Austria 

GmbH, 2020, s. 162). Disse kan også kombineres for valg av emisjonsbølgelengde og 

eksitasjonsbølgelengde, og gir stor fleksibilitet for avlesningen av signalet. 

Fluorescenssignalene kan også måles fra toppen eller bunnen av brønnen. Ved både 

toppmodulen og bunnmodulen anbefales det å benytte sorte mikrotiterplater (Tecan Austria 

GmbH, 2020, s. 190).  

 

For målinger som skal finne sted fra toppen av brønnen benyttes en lampe som lyskilde, 

monokromatorer og/eller filtre for bølgelengdeseleksjon, et målehode 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 målingene kan man velge 

mellom forbedret modul og standardmodul, avhengig av sensitiviteten som kreves for 

målingene. Standardmodulen er illustrert i Figur 10, der er den forbedrede modulen er vist i 

grått. I metoder som krever større sensitivitet vil det være en fordel å benytte den forbedrede 

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

 

Lampen (1) som benyttes er en Xenon-lampe (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164). Målehodet 

er koblet til eksitasjons- og emisjonsmodulen gjennom optiske fibre.  Emisjonslyset og 

eksitasjonslyset blir dirigert direkte til fiberbuntene ved å rotere speilet (2) og fiberenden (3). 

Bølgelengdeseleksjonen kan enten gjøres gjennom bruk av filtre (4) i målehodet eller ved 

bruk av doble monokromatorer (5). Målehodets avstand til brønnen bestemmes av en Z-

posisjon, som kan beregnes av instrumentet eller defineres i programvaren. Speilet (6) i 

målehodet kan justeres mellom ulike speilinnstillinger, der man velger mellom 50 % speil 

eller dikromatiske speil («dichroic mirror») i standardmodulen.  I forbedret modul 

(«Enhanced Module») er det mulighet for fem ulike speilinstillinger, siden man der har flere 

dikromatiske speil enn ved standardmodulen. I standardmodulen vil emisjonslyset passere et 

nytt filter (4) før deteksjon, mens dette utgår 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 bølgelengdeseleksjon. Lampe (1), speil (2), 

optiske fibre (3), filter (4), speil i målehodet (6) og fotomultiplikator (7). (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164). 

 

 

Figur 11: Viser forbedret modul ved fluorescens toppavlesning med bruk av monokromator til bølgelengdeseleksjon. Lampe 

(1), speil (2), optiske fibre (3), monokromator (5), speil i målehodet (6) og fotomultiplikator (7). Merk at filtrene (4) utgår 

ved denne modulen. (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 164).  

 

Modulen for bunnavlesningene av fluorescens er bygd opp på lignende måte som optikken 

ved toppavlesning, se Figur 12. Det dikromatiske speilet (1) dirigerer eksitasjonslyset via 

optiske fibre (2) til målehodet (3). Bunnspeilet (4) reflekterer lyset til prøven. Emisjonslyset 

går samme vei tilbake før det fokuseres til emisjonsfibrene (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 

166).  
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Figur 12: Fluorescens bunnavlesning ved bruk av monokromator til bølgelengdeseleksjon, dikromatisk speil (1), optikse fibre 

(2), målehpdet (2), bunnspeil (4) og optiske fibre (5) (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 166). 

 

Fluorescenslyset er mye svakere enn eksitasjonslyset, og det stilles derfor høye krav til 

bølgelengdeseleksjonen til instrumentet (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 163). Det er derfor 

viktig at overlappen mellom eksitasjonspekteret og emisjonspekteret er minimal. Ved 

standardmodulmålinger er båndbredden fiksert på 20 nm for både eksitasjonsbølgelengden og 

emisjonsbølgelengden. Ved den forbedrede fluorescensmodulen kan man velge åtte ulike 

båndbredder, varierende fra 5 til 50 nm. For å unngå at avstanden mellom eksitasjonsspekteret 

og emisjonsspekteret blir for liten, er programvaren utstyrt med en «Minimal Distance Rule» 

(MDR). Denne regelen bestemmer at det skal være en viss avstand mellom bølgelengdene 

som velges for eksitasjon og emisjon. Hvis denne avstanden ikke er til stede vil programvaren 

gi et varsel før analysen kan kjøres. Grunnen til dette er at en overlapp mellom 

eksitasjonsspektrumet og emisjonsspektrumet vil gjøre at eksitasjonslyset kan tolkes som 

fluorescens, og man vil få forhøyede bakgrunnsmålinger. For å etablere denne avstanden skal 

båndbredden (BW) for eksitasjon og emisjon adderes med 5 nm, illustrert i formel (5). 

Verdien fra formel (5) skal være lik eller mindre enn forskjellen i bølgelengder (BL), gitt i 

formel (6). 

𝑀𝐷𝑅 = 𝐵𝑊𝐸𝑘𝑠𝑖𝑡𝑎𝑠𝑗𝑜𝑛 + 𝐵𝑊𝐸𝑚𝑖𝑠𝑗𝑜𝑛 + 5 𝑛𝑚 (5)  

(𝐵𝐿𝐸𝑚𝑖𝑠𝑗𝑜𝑛 − 𝐵𝐿𝐸𝑘𝑠𝑖𝑡𝑎𝑠𝑗𝑜𝑛) ≥ 𝑀𝐷𝑅 (6) 

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

emisjonsspekteret være tilstrekkelig og analysen kan kjøres. 
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For å kunne blokkere mest mulig av eksitasjonslyset benytter instrumentet også to 

monokromatorer, også kjent som en dobbel monokromator (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 

163). Her vil utgangsspalten fra den første monokromatoren fungere som inngangsspalte til 

den andre monokromatoren, se Figur 13. Dette gir en blokkeringsfaktor på 106, en faktor som 

tilsvarer bruk av interferensfiltre.  

 

 

Optiske filtre kan også benyttes for å blokkere uønskede bølgelengder (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 

fluorescensmålinger. Disse installeres og byttes ut etter behov manuelt på instrumentet.  

 

Det er også mulig å lage fluorescensskann ved bruk av instrumentet (Tecan Austria GmbH, 

2020, s. 167). For å danne et emisjonsspektrum holdes eksitasjonslyset på en konstant 

bølgelengde, mens forskjellige bølgelengder av emittert lys fra prøven detekteres i 

monokromatoren. Ved registering av et eksitasjonsspektrum blir emisjonslyset registrert på en 

fast bølgelengde, og eksitasjonslyset blir skannet gjennom faste bølgelengder. Man kan også 

generere et tredimensjonalt emisjonsspekter som resultat av flere eksitasjonsbølgelengder, og 

kombinerer disse sammen. Man får da en tredimensjonal fremstilling av emisjonen av 

fluorescenslyset, som en funksjon av både eksitasjon- og emisjonsbølgelengder (Tecan 

Austria GmbH, 2020, s. 167).  

 

Figur 13: Illustrasjon av den doble monokromatoren (Tecan 

Austria GmbH, 2020, s. 163)   
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1.2.4 Lumiescensmålinger  

SPARKs ulike måleteknikker for luminescens er glødeluminescens («glow luminscens»), 

blitsluminescens («flash luminescens») og flerfarget luminescens («multicolor luminescens») 

(Tecan Austria GmbH, 2020, s. 119). Ved glødeluminescens måles stabile 

luminescenssignaler over lenger tid. Her benyttes substrat som kan gi stabile lyssignaler over 

flere timer. Ved blitsluminescens dannes et svært kortvarig luminescenssignal. Målingen vil 

derfor starte enten rett før man tilsetter aktiverende reagenser eller rett etter at reagensene har 

blitt tilsatt. Siden disse signalene er svært kortvarige, kan det være en fordel å bruke injektorer 

til disse målingene. Injektornålene rommer løsninger på 500 µL, 1000 µL og 2500 µL, og kan 

fordele volumet i mikrotiterplater med én til 384 brønner (med unntak av 384 brønners 

mikrotiterplater med små volumer) (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 281). Ved flerfarget 

luminescens tar man høyde for flere ulike lysemitterende forbindelser, som da gir ut 

emisjonslys på to eller flere bølgelengder (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 119).  

 

Det finnes to ulike moduler for målingen av luminescens på 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 brønner. 

Her anbefales det å 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 

luminescensmåling. Luminescensoptikken består av luminescensefiber (1), et filterhjul med 

ulike filtre (2) og en deteksjonsenhet (3) (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 120). 

Luminescensfibrene dirigerer luminescenslyset fra prøven til deteksjonsenheten. 

Sensitiviteten til deteksjonssystemet krever demping av høye luminescenssignaler. 

Dempingen skjer gjennom to absorbansfiltre på OD1 og OD2 som er installert i filterhjulet. 

Hvis man bruker filteret OD1 vil signalet dempes med en faktor på 10, hvis man bruker et 

OD2 filter vil det dempes med en faktor på 100. Man kan velge hvilket av de to filtrene som 

skal brukes via programvaren tilkoblet instrumentet. Z-posisjonen (4) bestemmer avstanden 

mellom brønnen og målehodet, dette er for å maksimere signalet og minimere interferens 

mellom ulike prøver. Justering av denne posisjonen blir gjort automatisk når 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), på samme måte 

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 prøven til deteksjonsenheten, der 

lyset møter lavpass- og høypassfiltre på vei til detektoren. Filterhjulet brukes for spektral 

diskriminasjon av luminoforer og seleksjon av uønskede bølgelengder. Aperturhjulet har 

samme størrelse som brønnen for å forhindre interferens prøvene imellom. Sensitiviteten til 

målingene avhenger av demping av høye luminescensmålinger. Dempingen skjer med de 

samme filtrene som benyttes i standardmodulen. Her kan man også kombinere filtrene OD1 

og OD2, og da få et OD3 filter som demper luminescensen med en faktor på 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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I forbedret modul er det to sett av 19 spektrale filtre som er bygget inn i to filterhjul. Et 

filterhjul inneholder høypassfiltre som slipper gjennom bølgelengder over viss grense, mens 

de lave bølgelengdene blokkeres. Det andre filterhjulet inneholder lavpassfiltre som slipper 

gjennom bølgelengder lavere enn en viss grense, samtidig som de høye bølgelengdene 

blokkeres. Ved å kombinere disse to filtrene kan man selektere bort uønskede bølgelengder, 

slik at kun de ønskede bølgelengdene benyttes til målingen. Dette er vist i Figur 16.  

 

Figur 16: Viser bølgelengdeseleksjonen ved bruk av lavpassfiltre og høypassfiltre. Seleksjonen gir et bølgelengdeområde på 

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

 

Deteksjonen av signal ved bruk av standard luminescensemodulen og forbedret modul foregår 

på samme måte (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 123). Her benyttes en fotomultiplikator der 

fotoner telles som luminescenssignal. Teknikken gir et stort dynamisk område for avlesning, 

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

 

Luminescensskann kan også måles ved SPARK, der man måler emisjonsspekteret fra 

luminoforene (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 120). Luminescensintensiteten vil variere 
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avhengig av instrumentets målekarakteristikk (spektral sensitivitet og filtertransmisjon) og 

bølgelengde. Eksempelvis kan emisjonsspekteret til luciferase måles for å bestemme 

emisjonsmaksimumet og bølgelengde for senere avlesning. Man kan også benytte 

luminescensskann til å studere hvordan miljøfaktorer som pH, løsningsmiddel eller buffere 

fungerer på luminescensdannelsen.  

 

1.2.5 “Bright field Imaging” for celletelling, måling 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 å skille 

mellom strukturene i dyrkningsskåla. Kontrasten dannes ved å sende lys mot brønnene og 

lyset absorberes ulikt hos cellene og i mediet. Forskjellen i lysabsorbsjon utnyttes for å 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 

å utføre daglige kvalitetssjekker av cellekulturer. Ved celletelling vil cellesuspensjonen 

tilsettes i tellekammerne på 10 µL før tellekammeret plasseres i et adapter, som så settes inn 

på instrumentes platebærer på samme måte som ved plateavlesning. Hvilket eller hvilke 

kammere som skal telles velges i programvaren. Antallet bilder som celletellingen og 

celleviabilitetesmålingen skal basere seg på, bestemmes også i programvaren. Modulen kan 

telle celler i størrelsesområdet 4-90 µm, men kan justeres etter ønsket størrelsesområde 

gjennom programvaren. Konsentrasjonen av celler oppgis mellom 104 og 107 celler/mL. 

Resultatet gir flere parametere som gjennomsnittlig cellestørrelse, antall celler som har blitt 

telt med mer. Ytterligere parametere blir gitt i Excel-filen og pdf-filten som blir generert med 

måleresultatene. Det blir også tatt bilde fra tellekammeret, et eksempel på dette er vist i Figur 

17.  
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Figur 17: Bildet til venstre viser celler i et tellekammer, bildet til høyre viser de samme cellene med en blå markering. 

Markeringen viser hvilke celler som har blitt telt ut fra det definerte størrelsesområdet for analysen. 

 

Ved å tilsette fargestoffet trypan blå kan celletellingen også 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 døde 

cellene har ikke intakte cellemembraner og vil dermed ta opp fargestoffet, noe som gir et 

blåfarget cytoplasma. Forskjellen i cytoplasmafarge kan dermed brukes til å telle levende og 

døde celler hver for seg. Cellesuspensjonen tilsettes trypan blå 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 størrelse 

for disse cellene i resultatvinduet i programvaren. Ytterligere parametere gis i Excel-filen og 

pdf-filen som blir generert med måleresultatene. Instrumentet tar også bilde av cellene for å 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 høyre viser levende 

celler med en grønn ring og de døde cellene markeres med en rød ring.  
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Cellekonfluens kan undersøkes i mikrotiterplater fra seks brønner og opp til 96 brønner, men 

er optimalisert for 96-brønners mikrotiterplater (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 213). Grad av 

konfluens gir informasjon om hvor stor andel av brønnens overflate som er dekket av 

adherente celler og oppgis i prosent. Hvis cellene blir konfluente vil cellene slutte å dele seg 

som følge av plassmangel i dyrkningsskåla (Freshney, 2005, s. 41). Hvilket område og 

mønster man vil måle konfluens i bestemmes i programvaren, der kan man velge om man vil 

gjøre avlesninger i sentrum av brønnen, i hele brønnen eller i egendefinerte områder gjennom 

«User defined». Figur 19 viser en måling gjort i sentrum av brønnen, der cellene dekker 81 % 

av overflaten. I Figur 20 har det blitt gjort en måling av hele brønnen, der cellene også dekker 

81 % av overflaten i brønnen.  

 

Figur 19: Viser bilde fra en cellekonfluensmåling gjort i sentrum av brønnen, med og uten farging. Bildet til venstre er uten 

farging. I det fargede bildet til høyre illustrer grønnfargen hvor cellene ligger, mens gråfargen illustrer områder uten celler. 

 

Figur 20: Viser bilde fra en cellekonfluensmåling av hele brønnen, med og uten farging. Bildet til venstre er uten farging. I 

det fargede bildet til høyre illustrer grønnfargen hvor cellene ligger, mens gråfargen illustrer områder uten celler. 
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Ved å aktivere funksjonen for «Well border detection» vil instrumentet bestemme 

brønngrensen, for så å plassere alle målingene innenfor denne (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 

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

 

Figur 21: Brønnmåling med funksjonen "Well border detection" aktivert. 

 

Cellemodulen består av en belysningsmodul og en kameramodul (Tecan Austria GmbH, 

2020, s. 213). Prøvene blir belyst fra toppen, mens bildetakingen skjer fra bunnen av, se Figur 

22 . Belysningsmodulen består av lysemitterende diode (LED), et aperturhjul og et 

linsesystem. LED-lampen fungerer som lyskilde (1), lysstrålen blir formet av aperturer i 

aperturhjulet og linsesystemet (2) dirigerer lyset inn i prøven. Kameramodulen består av et 

objektiv, et kamera og en laserdiode. Lyset blir samlet av et objektiv (blå plate under brønn, 

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).   

 

Figur 22: Skjematisk framstilling av optikk til celletelling og måling 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 bioingeniørfag (IBF) ved Norges Teknologiske og Naturvitenskapelige 

Universitet (NTNU) gikk til innkjøp av analyseinstrumentet Tecan SPARK i november 2021. 

Hensikten med denne oppgaven er å starte bruken av og utarbeide arbeidsmetoder for dette 

instrumentet. Protokoller og prosedyrer er nødvendig for å operere et slikt instrument, 

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

I denne bacheloroppgaven ble det utarbeidet en instrumentprotokoll for Tecan SPARK, samt 

prosedyrer for absorbansmålinger, luminescensmålinger, fluorescensmålinger, celletelling, 

måling av celleviabilitet og cellekonfluens. De ulike avlesningsmetodene ble prøvd ut, og 

prosedyrene ble utarbeidet parallelt med utprøvingene.  

 

2.1 Utforming av protokoll og prosedyrer  

Instrumentprotokollen og prosedyrene ble utformet etter maler som brukes for kvalitetssikring 

av laboratoriearbeid ved Institutt for bioingeniørfag ved NTNU. Opplysningene i prosedyrene 

og instrumentprotokollen baserer seg på instrumentmanualen kalt «TECAN Instructions for 

Use – Reference Guide SPARK» som ble levert sammen med instrumentet. Produktspesialist 

Morten Thorsholt ved Bergman Diagnostika har vært tilgjengelig for spørsmål 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 Utprøvinger av Tecan SPARKs avlesningsfunksjoner og prosedyrer  

Utprøvingene av prosedyrene ble gjort ved forsøk med formål om å teste moduler for 

avlesning, samt å undersøke effekten av ulike funksjoner som er beskrevet i prosedyrene. I 

utprøvingen av prosedyrene for celletelling, celleviabilitet, cellekonfluens og fluorescens ble 

det utarbeidet egne forsøk og prøvemateriale. I utprøvingen av luminescensprosedyren og 

absorbansprosedyren ble det utlevert prøvemateriale som hadde blitt lagd i forbindelse med 

andre laboratorieforsøk. I disse tilfellene ble avlesningen gjennomført på Tecan SPARK og 

sammenlignet med avlesninger gjort på andre platelesere. Måledatene fra alle forsøkene ble 

behandlet i dataprogrammet Excel, og er framstilt i ulike tabeller og diagrammer.  

 

2.2.1 Utprøving av prosedyre for absorbansmåling 

For å prøve ut absorbansprosedyren og absorbansmodulen til Tecan SPARK ble det gjort 

avlesninger av MONOLISA Anti-HBs PLUS test (Bio-Rad Laboratories) på serumprøver. 

Formålet i dette forsøket var å undersøke om Tecan SPARK og Tecan Sunrise filterfotometer 
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gir samme prøveresultat. Oppsettet ble utført i et laboratoriekurs for studenter ved 

bioingeniørutdanningen ved NTNU. Mikrotiterplaten ble avlest på Tecan Sunrise plateleser. 

Etter laboratoriekurset ble mikrotiterplatene avlest på Tecan SPARK, og absorbansverdier og 

prøveresultater fra disse to instrumentene ble sammenlignet. Avlesningen på begge 

instrumentene ble gjort to dager etter at analysen ble utført. Sammenligningen tok 

utgangspunkt i absorbansverdier, «cut off»-verdi, kontrollresultater og prøveresultater 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 påvises gjennom «sandwich»-

prinsippet, illustrert i Figur 23. Mikrotiterplatens brønner er dekket med hepatitt B antigener 

(HBs-Ag), som vil bindes til eventuelle anti-HBs som finnes i prøven. 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, før substratløsningen med 

tetrametylbenzidin (TMB) tilsettes og prøvene inkuberes. Om prøven ikke inneholder anti-

HBs vil substratløsningen forbli fargeløs. Hvis prøven inneholder anti-HBs, vil peroksidase 

katalysere en fargeendring av TMB som blir blå. Ved tilsats av en stoppløsning som 

inneholder svovelsyrling, vil blåfargen bli gul. Utviklingen av gulfargen er proporsjonal med 

mengden anti-HBs i prøven (vedlegg 1).  

 

Figur 23: Viser ELISA-prinsippet for påvisning av eventuelle hepatitt B-antistoffer (Anti-HBs) fra prøven. Anti-HBs vil 

bindes til hepatitt B antigener (HBs-Ag) fra brønnen. Denne bindingen påvises med konjugat anti-HBs med peroksidase som 

danner en fargereaksjon med substratet. Fargeutviklingen er proporsjonal med mengden anti-HBs i prøven. Figuren ble lagd 

gjennom programmet BioRender.com.  
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Testen kan enten gjennomføres kvalitativt eller kvantitativt. I forsøket gjennomført på Institutt 

for bioingeniør ble den kvalitative metoden benyttet. Der ble det det brukt en anti-HBs 

negativ kontroll, en kalibrator med en anti-HBs konsentrasjon på 10 mLU/mL og en positiv 

kontroll med en anti-HBs konsentrasjon på 1000 mLU/mL. Kontrollene og de tre 

pasientprøvene ble satt opp i én parallell, mens kalibratoren ble satt opp i tre paralleller. 

Avlesningene ble gjort ved 405 nm.  

 

Absorbansverdiene til pasientprøvene ble sammenlignet med en «cut off»-verdi for å 

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 også beregnet en «Cut off»-sone eller gråsone, et område som 

indikerer usikre resultater med stor fare for falskt positive eller falskt negative prøvesvar.  

Gråsonen ble beregnet ved å addere og subtrahere absorbansverdien til den negative 

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

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑜𝑚𝑟å𝑑𝑒 𝑔𝑟å𝑠𝑜𝑛𝑒 = [𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 "𝐶𝑢𝑡 𝑜𝑓𝑓"  ± 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑁𝑒𝑔.𝑘𝑡𝑙] (7) 

 

Den negative kontrollen godkjennes hvis absorbansverdieen måles mellom 0.000 og 0.070. 

Den positive kontrollen godkjennes hvis absorbansverdien er over 0.400. Gjennomsnittet av 

absorbansavlesningene for kalibratoren på 10 mLU/U kalibratorene skal komme innenfor 

absorbansområdet 0.050-0.200 for å godkjennes. Hvis absorbansmålingene av både den 

negative og positive kontrollen samt «cut off»-verdien faller innenfor disse områdene, så kan 

analyseoppsettet godkjennes. Pasientprøvenes absorbansverdi vurderes opp mot «cut off» og 

gråsone. Positive prøveresultater har absorbansverdier over «cut off» og indikerer tilstrekkelig 

anti-HBs nivå i prøven for immunitet. Negative prøvesvar har absorbansverdier under «cut 

off» og indikerer utilstrekkelig mengde av anti-HBs i prøven. Prøver med absorbansverdier i 

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

 

2.2.2 Utprøving av prosedyre for fluorescensmåling   

For å teste Tecan SPARKs fluorescensmålinger ble markeringstusj i ulike farger påført 

brønnbunnene til en transparent mikrotiterplate. Hensikten med dette forsøket er å undersøke 

effekten av ulike funksjoner nevnt i prosedyren. Rosa markeringstusj ble påført i A- og B-
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raden, grønn markeringstusj ble påført i C- og D-raden, oransje markeringstusj ble påført i E- 

og F-raden, mens gul markeringstusj ble påført i G- og H-raden. Mikrotiterplaten med 

markeringstusj er vist i Figur 24.  

 

Figur 24: Viser platen som ble benyttet til fluorescensforsøket, med rosa markeringstusj i A- og B-brønnene, grønn 

markeringstusj i C- og D-brønnene, oransje markeringstusj i E- og F-brønnene, og gul markeringstusj i G- og H-brønnene. 

 

Forsøket ble gjennomført via toppavlesningsmodulen. Eksitasjonsbølgelengden ble satt til 485 

nm, mens emisjonsbølgelengden ble målt til 535 nm. Båndbredden ble valgt til 20 nm for 

begge bølgelengdene. Ved disse bølgelengdene og båndbreddene følges «Minimum Distance 

Rule» og spektral overlapp unngås.  

 

«Gain» ble satt til «Optimal» og «Z-position» ble satt til «Automatic», der instrumentet 

beregner egnet multiplikasjonsfaktor og avstand mellom brønn og målehodet. Disse 

innstillingene var felles for alle målingene som ble gjennomført i forsøket. Det ble utført av 

fire målinger. Her ble innstillingene for antall lysglimt («flashes») per brønn, samt en 

funksjon for ulike avlesningsposisjoner i hver brønn («Multiple Reads per Well»), variert. 

Antallet lysglimt bestemmer hvor mange lyseksponeringer hver brønn får før det dannes en 

gjennomsnittsverdi av disse som utgis som svar. Ved den første målingen ble det benyttet 30 

lysglimt, da dette anbefales for optimale resultater (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 176). For å 

undersøke dette ble den første målingen sammenlignet med den andre, der det ble benyttet 5 

lysglimt per brønn.  
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I  Figur 24 kan man se at markeringstusjen ble noe ujevnt fordelt utover brønnens bakside, der 

noen steder i brønnen har en sterkere farge enn andre. For å undersøke om ujevn påføring av 

markeringstusjen kan ha påvirket prøvesvarene ble funksjonen «Multiple reads per Well» 

benyttet på to nye målinger i kombinasjon med 5 lysglimt og 30 lysglimt. 

Avlesningsposisjonene i brønnen er vist i Figur 25.  

 

Figur 25: Illustrerer en brønn 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 fluorescensmålingene på 5 lysglimt, 30 lysglimt, 

5 lysglimt med «Multiple reads per well» og 30 lysglimt med «Multiple reads per well». 

Excelprogrammet ble også brukt til utarbeidelse «dotplot»- og stolpediagram for 

sammenligning av fluorescensmålingene.  

 

2.2.3 Utprøving av prosedyre for luminescensmåling 

Til utprøvingen av luminescensprosedyren ble det benyttet en metode kalt «CellTiter-Glo One 

Solution Assay» (ProMega, USA) som danner luminescens ved adenintrifosfat (ATP)-innhold 

i en celleløsning. Det ble lagd et regresjonsplott for å sammenligne måledata fra Tecan 

SPARK og plateleseren Victor (Perkin Elmer).  

 

Prøvematerialet som ble avlest i dette forsøket ble lagd i forbindelse med et 

forskningsprosjekt ved instituttet (Førsteamanuensis Toril Holien). Avlesningene ble først 

utført på plateleseren Victor. Etter at forsøket deres var fullført ble mikrotiterplaten avlest på 

Tecan SPARK. Luminescenssignalene målt på de to instrumentene ble sammenlignet i et 
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regresjonsplott og i regresjonsanalyse i Excel for å vurdere hvorvidt de to målesettene 

samsvarte.   

 

«CellTiter-Glo One Solution Assay»  er en homogen metode som blir brukt til å bestemme 

antallet ATP til stede i en cellesuspensjon, og gir dermed en indikasjon på metabolsk aktivitet 

blant cellene i løsningen (Promega, 2011). Når cellene lyseres vil ATP bli frigjort og kan 

bindes til det luminescerende stoffet luciferin, se Figur 26. Bindingen gir en stabil 

glødeluminescens, som er direkte proporsjonal med mengden ATP i løsningen (Promega, 

2011). Cellene i dette forsøket ble eksponert for ulike faktorer som nedsetter levedyktigheten, 

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

 

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

 

Luminescensmålingene ble gjort i en hvit mikrotiterplate med transparent bunn. Målingene på 

Tecan SPARK ble gjort med standardmodulen uten demping av signalene med filter, og med 

en integreringstid på 1000 millisekunder. Avlesningen på Victor ble gjort 11 minutter før 

avlesningen på Tecan SPARK.  

 

2.2.4 Utprøving av prosedyre for celletelling og celleviabilitet  

Til utprøving av SPARKs funksjoner for celletelling og celleviabilitet, ble det utført et forsøk 

der en cellesuspensjon av melanomcellelinjen WM239 ble fortynnet med «Minimum 

Essential Medium Eagle» (Sigma Life Science, Storbritannia) tilsatt 10% føtalt 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 målt to ganger, en celletelling gjennom funksjonen «Cell Counting» 

og en celleviabilitetsmåling gjennom funksjonen «Cell Viability». Ulike størrelsesområder for 

celletellingen eller målingen av celleviabilitetsmålingen ble variert, og ble deretter 

sammenlignet for å finne optimalt størrelsesområde for målingene. 

 

Hensikten med celletellingen er å undersøke om cellekonsentrasjonen følges av 

tofoldsfortynninger. 10 µL 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.  

 

Formålet med celleviabilitetsforsøket var å undersøke om celleviabiliteten i ulike fortynninger 

av samme cellesuspensjon var konstant. De samme cellesuspensjonene som ble brukt til 

celletellingsforsøket ble brukt til å måle celleviabilitet. Trypan blå ble tilsatt 

cellesuspensjonene i forholdet 1:1 og 10 µL ble tilsatt i tellekammeret. Instrumentet beregner 

cellekonsentrasjonen med denne fortynningsfaktoren automatisk. Antallet bilder som tas av 

tellekammeret ble satt til 1.   

 

2.2.5 Utprøving av prosedyre for cellekonfluens  

Formålet med konfluensforsøket var å undersøke om ulike avlesningsmønstre i brønnen gir 

forskjellig konfluensresultat. En cellesuspensjon av melanomcellelinjen WM239 ble fortynnet 

med «Minimum Essential Medium Eagle» (Sigma Life Science, Storbritannia), tilsatt 10 % 

føtalt kalveserum, antibiotikaene penicillin og streptomycin, samt L-glutamat. Det ble lagd 

åtte cellefortynninger via tofoldsfortynning, som ble målt over tre dager med to forskjellige 

avlesningsmønstrene Hele brønnen («Whole well») og Sentrum («Central») av brønnen. 200 

µL av hver cellefortynning ble pipettert i brønnene til en 96-brønners transparent 

mikrotiterplate.  

 

Konfluensmålingene ble utført 18 ganger. Målingene ble gjort rett etter utsåing, 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 på 5 %.  Under avanserte innstillinger ble «Focus offset 
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(µm)» og «Settle time» satt til 0, mens «Data analysis included» ble aktivert for begge 

avlesningsene. For målingene som ble gjort i hele brønnen var «Well border detection» 

inaktivert. Målingene ble behandlet i Excel, der gjennomsnittet av cellesuspensjonens tre 

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

I dette kapittelet presenteres prosedyrene og instrumentprotokollen som ble utarbeidet, samt 

resultatene fra de forsøkene som har blitt gjennomført for utprøvingen av prosedyrene og 

instrumentet.  

 

3.1 Prosedyrer og instrumentprotokoll  

I sidene som følger vil instrumentprotokollen og prosedyrene presenteres.  
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3.1.1 Instrumentprotokoll Tecan SPARK 
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3.1.2 Prosedyre for absorbansmålinger  
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3.1.3 Prosedyre for fluorescensmåling 
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3.1.4 Prosedyre for luminescensmålinger  
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3.1.5 Prosedyrer for celletelling 

 



56 

 

   



57 

 

3.1.6 Prosedyre for måling av celleviabilitet  
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3.1.7 Prosedyre for måling av cellekonfluens 

 



60 

 



61 

 

  



62 

 

3.2 Resultat av forsøk for utprøving av prosedyrer  

I dette kapittelet vil resultatene fra utprøving av prosedyrer og instrumentprotokollen 

presenteres.  

 

3.2.1 Lik absorbansmåling ved bruk av Tecan SPARK og Tecan Sunrise fotometer   

For å undersøke Tecan SPARKs fluorescensfunksjon ble avlesningen av en MONOLISA 

Anti-HBs PLUS mikrotiterplate lest av på både Tecan SPARK og Tecan Sunrise 

filterfotometer. Avleste absorbansverdier og beregnede resultater er sammenlignet i Tabell 1.  

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

Materiale 
Absorbansverdi 

Tecan SPARK 

Absorbansverdi 

Tecan Sunrise 

%-

avvik 

«Cut 

off» 

Tecan 

SPARK 

«Cut 

off» 

Tecan 

Sunrise 

Resultat 

Tecan 

SPARK 

Resultat 

Tecan 

Sunrise 

Negativ 

kontroll 
0,0604 0,056 7,6 -  -  Negativ Negativ 

Kalibrator 

10 mLU/mL, 

0,0666 0,064 3,0 

0.0891 0.0870 

- - 

0,0667 0,062 7,3 - - 

0,1340 0,135 0,7 - - 

Positiv 

kontroll 
0,4404 0,453 2,8 - - Positiv  Positiv  

Pasientprøve 

1 
0,4783 0,497 3,8 - - Positiv Positiv 

Pasientprøve 

2 
0,4700 0,513 8,7 - - Positiv Positiv 

Pasientprøve 

3 
0,4194 0,441 5.0 - - Positiv Positiv 

 

Forskjellen i avlest absorbans mellom de to plateleserne var i gjennomsnitt på 5 % avvik, og 

ingen avvik var større 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 på 0.050-0.200. 

Beregnet gråsone ble henholdsvis på [0.0287-0.1495] og [0.0313-0.1433]. Alle prøver og 

kontroller fikk samme resultat på de to plateleserne.  

 

3.2.2 Fluorescensmålinger viste nedgang i % CV ved bruk av «Multiple Reads per 

Well»   

For å teste fluorescensmålingene i Tecan SPARK plateleser ble brønnbunnene på en 

transparent mikrotiterplate dekket med markeringstusj av ulike farger. Fluorescensmålingen 

ble gjort med en eksitasjonsbølgelengde på 485 nm og emisjonsbølgelengde på 535 nm. 

«Gain» ble satt til «Optimal», «Z-position» ble satt til «Automatic». Figur 27 viser 



63 

 

måleresultatene for målingen med 30 lysglimt per brønn, uten funksjonen «Multiple reads per 

well». Rådatene er vist i vedlegg 2. Resultatet er gitt i «Relative Fluorescence Units» (RFU).  

 

Figur 27: Diagrammet viser grupperinger av fluorescens mellom de ulike fargene av markeringstusj. Dataene er tatt fra 

målingen med 30 lysglimt uten funksjonen «Multiple reads per well» 

 

Fluorescensmålingene viste tydelige forskjeller mellom markeringstusjfargene, samt at grønn 

og gul markeringstusj eksiteres og danner fluorescens i større grad enn rosa og oransje 

markeringstusj ved bølgelengdene som ble valgt for avlesningen. Ujevn påføring av tusj 

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

 

For å undersøke om antallet lysglimt ved avlesning på ulike steder i brønnene med «Multiple 

reads per well», hadde noen effekt på % CV ble avlesningene av mikrotiterplaten utført med 

både 5 og 30 lysglimt, med og uten funksjonen «Multiple reads per well». En sammenligning 

av % CV ved de ulike målingene 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), både for målinger ved 5 og 30 

lysglimt 

Ved bruk av funksjonen «Multiple reads per well» ble % CV generelt lavere, sammenlignet 

med målinger der denne funksjonen ikke ble benyttet. Dette gjaldt for målinger med både 5 

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

 

3.2.3 Regresjonsanalyse av luminescensavlesninger viste proporsjonal feil mellom 

Tecan SPARK og Victor 

For å sammenligne luminescensmålingene til Tecan SPARK og Victor ble resultatene fra 

forsøket mål ved hjelp av begge instrumenter satt opp i et regresjonsplott i Excel, dette er vist 

i Figur 29. Måledataene er gitt i vedlegg 3.  

 

Figur 29: Viser et regresjonsplott av målingene gjort på plateleseren Victor og på Tecan SPARK. 
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r-verdien ble utregnet til 0.9802, noe som indikerer en relativt sterk positiv lineær 

sammenheng mellom måledataene fra Tecan SPARK og Victor. Regresjonslinjen ble bestemt 

til formel (9), og viser at avlesningen på Victor gir svært mye lavere luminescensverdier 

sammenlignet med avlesningen på Tecan SPARK.   

𝑦 = 9.4298𝑥 − 140652 (9) 

Konfidensintervallet på 95 % for skjæringspunktet ble bestemt til å være mellom -440091 og 

158787, noe som inkluderer et skjæringspunkt i 0. Dette indikerer at det kan være et lite 

konstant avvik i måledataene. Konfidensintervallet på 95 % for stigningstallet ble bestemt til å 

være mellom 8.7 og 10.2, her ekskluderes 1. Dette indikerer et proporsjonalt avvik i 

måledataene mellom Victor og Tecan SPARK. Regresjonsstatistikken er gitt i vedlegg 3. Det 

observeres også en metning av luminescenssignal mellom 400 000 og 500 000 på Victor, da 

det er opphopning av avlesninger i dette området i stedet for å spres langs regresjonslinjen.  

 

3.2.4 Celletelling viste god korrelasjon i tofoldsfortynninger, men upresishet ved 

celleviabilitetsmåling 

Funksjonene for celletelling og måling av celleviabilitet ble undersøkt ved å avlese 

tofoldsfortynninger på Tecan SPARK. For å undersøke hvilket størrelsesområde som er egnet 

for de to forsøkene ble en celletelling gjennomført i tre forskjellige størrelsesområder. 

Cellesuspensjon B ble målt i størrelsesområdene 10-25 µm, 8-30 µm og 4-35 µm, målt 

cellekonsentrasjon fra disse målingene er gitt i Tabell 2.  

Tabell 2: Viser cellekonsentrasjon målt ved ulike størrelsesområde  

 Første avlesning  Andre avlesning Tredje avlesning  

Størrelsesområdet (µm) 10-25 8-30 4-35 

Konsentrasjon 

(celler/mL) 
3.05 ∙ 105 3.50 ∙ 105 3.95 ∙ 105 

Antall celler telt  67 77 87 

Tid etter første avlesning 

(minutter) 
0 5 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 størrelsesområder. De blå sirklene markerer 

cellene som har blitt inkludert i celletellingen. Bildet til venstre viser celletellingen gjort i størrelsesområdet 10-25 µm. Bildet 

i midten viser celletellingen gjort i størrelsesområdet 8-30 µm. Bildet til høyre ble tatt av tellingen gjort i størrelsesområdet 

4-35 µm. 

 

Ved å velge et bredere størrelsesområde har flere celler blitt inkludert i tellingen, dette 

resulterer i en høyere cellekonsentrasjon. Fordelingen av cellene som har ble telt er gitt i 

histogrammene under. Figur 31 viser de 67 cellene som ble telt i målingen som ble gjort i 

størrelsesområdet 10-25 µm.  

 

Figur 31: Viser fordelingen av de 67 cellene som ble telt i størrelsesområdet 10-25 µm 
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Figur 32 viser de 77 cellene som ble telt i størrelsesområdet 8-30 µm.  

 

Figur 32: Viser fordelingen av de 77 cellene som ble telt i størrelsesområdet 8-30 µm 

 

Figur 33 viser de 87 cellene som ble telt i størrelsesområdet 4-35 µm. 

 

Figur 33: Viser fordelingen av de 87 cellene som ble telt i størrelsesområdet 4-35 µm 

 

De tre histogrammene viste størst cellepopulasjon i størrelsesområdet 8-28 µm, og 

størrelsesområdet 8-30 µm ble valgt for måling av cellekonsentrasjonen. 

Cellekonsentrasjonene avlest i instrumentet ble framstilt mot fortynningene på 8-30 µm, se 

Figur 34. Dataene fra forsøket 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 på 0.9984 

indikerer en sterk lineær sammenheng mellom fortynningene og cellekonsentrasjonen.  

 

I celleviabilitetsforsøket ble fargestoffet trypan blå tilsatt for å telle antallet levende celler opp 

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

Tabell 3: Viser resultatet fra celleviabilitetsforsøket 

Cellesuspensjon 

Total 

konsentrasjon 

(celler/mL) 

Konsentrasjon 

levende 

(celler/mL) 
Konsentrasjon 

døde (celler/mL) 
Celleviabilitet 

(%) 
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 høyest cellekonsentrasjon, bildet til høyre er av cellesuspensjon D 

med lavest cellekonsentrasjon. Rød markering indikerer døde celler, mens grønn markering indikerer levende celler 

 

3.2.5 Høyere cellekonfluensverdier ved brønnmålinger ift. sentrumsmålinger 

For å undersøke om ulike avlesningsmønstre ved konfluensmålinger kan gi ulikt 

avlesningsresultat ble konfluensutvikling målt i åtte suspensjoner med ulik 

cellekonsentrasjon. Målingene ble gjort over tre dager, der det ble gjort seks avlesninger hver 

dag i totimers intervaller. Konfluensutviklingen ved måling i sentrum av brønnen er vist i 

Figur 36, der måledata er gitt i vedlegg 5. Konfluensutviklingen ved måling av hele brønnen 

er vist i Figur 37, hvor måledata kan sees i vedlegg 5.   

 

Figur 36: Viser konfluensutviklingen i åtte suspensjoner med ulik cellekonsentrasjon av melanomceller i en 96-brønners 

mikrotiterplate, der målingen er gjort i sentrum av brønnen. 
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Figur 37: Viser konfluensutviklingen i åtte suspensjoner med ulik cellekonsentrasjon av melanomceller i en 96-brønners 

mikrotiterplate, der målingen ble gjort i hele brønnen. 

 

Resultatet viste flere forskjeller mellom konfluensmålingene som ble målt i hele brønnen og 

målingene som ble gjort i sentrum av brønnen. Brønnmålingene nådde aldri 100 % konfluens, 

men stopper i et konfluensnivå på 98-99 %. Sentrumsmålingene derimot nådde 100 % 

konfluens.  

 

Samtlige målinger viste at konfluensnivået ble høyere da hele brønnen ble målt, sammenlignet 

målingene som ble gjort i senter av brønnen. Et eksempel på dette er at cellesuspensjon A 

starter på 70 % konfluens i sentrumsmålingen ved første avlesning, mens den samme 

suspensjonen starter på 86 % ved første avlesning i brønnmålingen. Forskjellen ble også 

observert på brønnnivå. Et eksempel på dette er brønn E1 vist i Figur 38, der begge målingen 

ble gjort etter 50 timer. Ved måling av hele brønnen ble konfluensnivået bestemt til 53 %, 

mens det ved sentrumsmålingen ble bestemt et konfluensnivået på kun 16 %.  
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Figur 38: Viser to bilder av samme brønn. Konfluensmålingen til venstre ble gjort i hele brønnen, mens målingen på bildet til 

høyre ble gjort i sentrum av brønnen. 
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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 både i forskning og i undervisning, noe som betyr at de skal favne et bredt 

kompetansespekter av operatører. Dette ble tatt i betraktning ved utarbeidelsen av prosedyrer 

og protokoll. Tecan SPARK og programvaren Spark Control framstår generelt som enkle å 

bruke, og vil i mange tilfeller virke intuitivt forståelig. Likevel er det tilfeller der 

instrumentets funksjoner og innstillinger ikke er selvforklarende, der det er nødvendig med en 

beskrivende prosedyre og/eller instrumentprotokoll. For å bekrefte eller avkrefte mitt inntrykk 

av SPARK hadde det vært av interesse å lese en lese vitenskapelig artikkel der det ble gjort en 

vurdering av instrumentet, eventuelt en sammenligning av Tecan SPARK med andre 

platelesere. Dette ser så langt ikke ut til å ha blitt gjort. Diskusjonen i dette kapittelet vil 

derfor omhandle utprøvingen og forsøkene som ble gjort i forbindelse med utarbeidelsen av 

instrumentprotokoll og prosedyrer.  

 

4.1 Prosedyre og utprøving av metode for absorbansmålinger 

Problemstillingen for dette forsøket var om Tecan SPARK og Tecan Sunrise filterfotometer 

ville gi samme prøveresultat på MONOLISA Anti-HBs test. Gjennom forsøket ble det vist at 

de to plateleserne hadde et meget godt samsvar mellom avleste absorbansverdier. «Cut off»-

verdien ble 0.0891 på Tecan SPARK og 0.0870 på Tecan Sunrise, mens beregnet gråsone ble 

bestemt til [0.0287-0.1495] og [0.0313-0.1433]. Resultatene på den negative og positive 

kontrollen ble like, det ble også resultatene for de tre pasientprøvene.  

 

Ifølge pakningsvedlegget for MONOLISA Anti-HBs test skal avlesningene skje innen 30 

minutter etter at prøvematerialet har blitt lagd (vedlegg 1), men i dette forsøket ble 

avlesningen gjort på prøver som var to dager gamle. På tross av at det gikk to døgn mellom 

prøveforberedelse og avlesning, ble absorbansverdiene for dette forsøket gyldige.  

 

Instrumentprotokollen og prosedyren fungerte godt under utprøvingen. Hovedinnstillingene er 

intuitivt forståelige, 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 nøyaktige 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 absorbansmålingen kan optimaliseres, dette 

ble derfor inkludert i prosedyren.  

 

4.2 Prosedyre og utprøving av metode for fluorescensmålinger 

Gjennom fluorescensforsøket ble det vist at antall lysglimt ikke påvirket % CV, mens % CV 

generelt ble lavere ved bruk av «Multiple reads per well». Dette indikerer at markeringstusjen 

ble påført ujevnt på tvers av brønnen, og at det var variasjoner i fargeintensitet på 

brønnbunnen. Nedgangen i % CV ser ut til å være mindre for grønn markeringstusj, 

sammenlignet med de andre markeringstusjene. Grunnen til dette kan være at det var større 

variasjoner i påføringen av denne markeringstusjen i forhold til gul, grønn og rosa 

markingerstusj.  

 

Forsøket viste også tydelige forskjeller i fluorescensdannelsen til markeringstusjene. 

Eksitasjonen og emisjonen vil avhenge av markeringstusjens farge, da det er variasjoner i 

hvilket bølgelengdeområde som kreves for fluorescensdannelsen. Grønn og gul 

markeringstusj har bølgelengder i nærheten av eksitasjonsbølgelengden og 

emisjonsbølgelengden som ble valgt i dette forsøket. Dette forklarer hvorfor grønn og gul 

markeringstusj dannet fluorescens i større grad enn det oransje og rosa markeringstusj gjorde i 

forsøket.  Om det hadde blitt valgt andre eksitasjons- og emisjonsbølgelengder i 

bølgelengdeområder for rosa og oransje lys, ville fluorescensdannelsen vært større for disse 

markeringstusjene. 

 

Til fluorescensmålinger ved Tecan SPARK anbefales det å benytte svarte mikrotiterplater 

(Tecan Austria GmbH, 2020, s. 190). Det svarte materialet vil absorbere refleksjoner og gi 

mindre autofluorescens, og i tillegg redusere signal/støy-ratioen. I dette forsøket ble det 

benyttet transparente mikrotiterplater, for å kunne påføre markeringstusj på brønnens 

underside som likevel kunne danne fluorescens. Ved bruk av transparente mikrotiterplater kan 

det oppstå refleksjoner og uspesifikke signaler som kan påvirke målingen. Det kan ikke 

utelukkes at dette har påvirket målingene gjort i dette forsøket.  
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Ved fluorescensprosedyren var det flere begreper som ble forklart i detalj, sammenlignet med 

absorbansprosedyren. Hovedinnstillingene for metoden er relativt intuitivt forståelig, 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 på hvordan fluorescensmålingene kan optimaliseres er ikke gitt 

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

 

4.3 Prosedyre og utprøving av metode for luminescensmålinger  

Luminescensforsøket viste at avlesningene på Victor var svært mye lavere enn avlesningene 

på Tecan SPARK. Resultatene viste også at luminescenssignalene oppnådde metning ved 

luminescenssignaler på 400 000-500 000. Innstillingene på Victor og Tecan SPARK var like, 

der begge avlesningene ble gjennomført uten bruk av filter. Årsaken til dette avviket og 

metningen av signaler ved avlesningen i Victor er uviss og bør undersøkes nærmere.  

 

«Cell-Titer Glo» danner en glødeluminescens som har en halveringstid på mer enn tre timer, 

avhengig av celletypen og hvilket medium som blir benyttet (Promega, 2011, s. 1). Ifølge 

prosedyren skal avlesningen skje tolv minutter etter at «CellTiter-Glo» har blitt tilsatt i 

brønnen. Hvis tiden mellom tilsettelse og avlesningen blir for lang, vil luminescenssignalet 

avta med halveringstiden. Avlesningen på Victor ble gjort elleve minutter før avlesningen på 

Tecan SPARK, og kan ha gitt noe svakere målesignaler på avlesningene fra SPARK. Dette 

kan likevel ikke forklare forskjellen mellom luminescenssignalene på Tecan SPARK og 

Victor, da luminescenssignalene er vesentlig høyere på Tecan SPARK og ikke motsatt.  

 

Ved luminescensmålinger på Tecan SPARK anbefales det å benytte hvite mikrotiterplater, der 

brønnen har både hvite vegger og hvit bunn (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 129). I dette 

forsøket ble en mikrotiterplate med hvite vegger med transparent bunn benyttet. De 

transparente brønnbunnene gir større sannsynlighet for interferens av signaler på tvers av 

brønner, sammenlignet med mikrotiterplater der både brønnbunnen og brønnveggene er hvite. 

Det kan derfor ikke utelukkes at dette har påvirket målingene. 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 utprøvingen. De fleste 

hovedinnstillingene var intuitivt forklarende, men det gis forklaring på hvordan og med 

hvilken faktor luminescenssignalene kan dempes. Dette kan gjøres på to måter, som begge er 

beskrevet i detalj i prosedyren for luminescensprosedyren. Forklaring av hvordan man kan 

optimalisere luminescensmålingene er heller ikke gitt i programvaren, dette ble derfor 

beskrevet i prosedyren.  

 

4.4 Prosedyre og utprøving av metode for celleviabilitetsmålinger og celletellinger  

Hvilket størrelsesområde som er egnet for celletellingen og celleviabilitet vil variere med 

hvilken celletype som skal måles, og størrelsesområdet må derfor stilles inn deretter. I dette 

forsøket viste celletellingen at et bredere størrelsesområde ga en høyere cellekonsentrasjon. 

Cellepopulasjonen var størst i området 8-28 µm, og størrelsesområdet 8-30 µm ble derfor 

valgt til målingen av celleviabilitet og celletellingen.  I Figur 33 kan populasjonen under 8 µm 

være celledebris eller deler av ødelagte celler. I samme figur kan populasjonen over 25 µm 

være celler i ferd med å gjennomføre celledeling i telofase. Celletellingen i størrelsesområdet 

8-30 µm viste at cellekonsentrasjonen vil følge tofoldsfortynningene som ble gjort i forsøket. 

r-verdien på 0.9984 indikerer en sterk lineær korrelasjon mellom cellekonsentrasjon og 

fortynningene, dette betyr at både fortynningen og tellingen ble gjennomført korrekt.  

 

Celletellingen i størrelsesområdet 10-25 µm ble gjort 5 minutter før tellingen i 

størrelsesområdet 8-30 µm og 28 minutter før tellingen i størrelsesområdet 4-35 µm. 

Ventetiden kan ha forårsaket fordamping i tellekammeret, noe som kan ha bidratt til 

konsentrasjonsøkningen i de bredere størrelsesområdene. Det kan observeres noen 

forandringer i cellefordelingen i Figur 30, spesielt i størrelsesområdet 4-35 µm. Forandring i 

cellefordeling kan være et tegn på fordamping, og man kan derfor ikke utelukke at dette kan 

ha bidratt til konsentrasjonsøkningen ved tellingen.  

 

Ved tofoldsfortynningene forventes en relativt konstant prosentvis celleviabilitet i de ulike 

cellekonsentrasjonene. I forsøket som ble gjort her viste prosentvis celleviabilitet en variasjon 

mellom 61 % og 92 %. Dette kan indikere at tofoldsfortynningene er en noe upresis måte å 

måle funksjonen på. Det finnes flere muligheter for å forbedre celleviabilitetesmålingene og 
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celletellingene på (Tecan Austria GmbH, 2020, s. 218). Celletellingen og 

celleviabilitetesmålingene som ble gjort i forsøket baserte seg på kun ett bilde. Det overføres 

små volum av cellefortynningene til hvert tellekammer, kun 5 µL i celleviabilitetsmålingen. 

Avviket kan forklares av en preanalytisk feil i tofoldsfortynningene, der cellesuspensjonene 

og dyrkningmediet ikke ble blandet tilstrekkelig, eventuelt at cellesuspensjonen ikke ble vendt 

før overføring til en ny fortynning eller til tellekammeret. Lave cellekonsentrasjoner gir ujevn 

fordeling av celler i tellekammeret, og det bør derfor tas flere bilder som målingene kan 

basere seg på. Dette kan sees i Figur 35, der bildet av cellesuspensjon D viser svært få celler.  

I celleviabilitetforsøket ble det kun tatt ett bilde av hvert tellekammer, og det ble bare satt opp 

én parallell av hver av cellefortynningene. Ved å øke antallet paralleller for hver 

cellefortynning og øke antallet bilder som blir tatt av tellekammeret, kunne dette avviket vært 

forbedret. Dette ble ikke gjort i forsøket som det gjennomført i forbindelse med utprøvingen 

av instrumentet.  

 

Instrumentprotokollen og prosedyren fungerte godt ved utprøvingen. Programvaren i «App 

Chip Cell Couting» og «App Chip Cell Viability» framsto som nærmest selvforklarende, i 

større grad enn det «Method Editor» som de andre prosedyrene tar utgangspunkt i gjorde. Den 

eneste innstillingen som krevde en nærmere forklaring var «Duplicates», denne ble derfor 

inkludert i de to prosedyrene. Prøveforeberedelsene for målingen på celleviabilitet og 

celletelling sto likevel ikke beskrevet i programvaren, og utførelsen av denne er derfor 

beskrevet i detalj i prosedyren. Programvaren gir ingen informasjon om hvordan målingene 

skal optimaliseres, dette ble derfor inkludert i prosedyren.  

 

4.5 Prosedyre og utprøving av cellekonfluensmålinger   

I cellekonfluensforsøket ble det vist at hvilket avlesningsmønster som ble valgt for metoden 

hadde innvirkning på konfluensresultatet, da samtlige av brønnmålingene viste et høyere 

konfluensnivå sammenlignet med sentrumsmålingene. Figur 38 viste at konfluensnivået i 

sentrum av brønnen ikke gjenspeiler konfluensnivået i hele brønnen. Dette er ikke 

overraskende, da det ofte kan observeres celleaggregater nær kanten av brønnen, i midten av 

brønnen, eller en kombinasjon av disse. Skjevfordelingen kan komme fra utsåingen da det kan 

være utfordrende å få en jevn fordeling av celler i brønnen, eller av bevegelse i 
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mikrotiterplaten før cellene har blitt adherente (Reynolds et al., 2018). Dette er viktig å ta i 

betraktning ved valg av avlesningsmønster for konfluensmålingen.  

 

Brønnmålingene er sensitive for bobler i cellesuspensjonen, da boblene kan interferere med 

konfluensmålingen. Dette kan sees i Figur 20. Om cellesuspensjonen i brønnen inneholder 

mange bobler kan det derfor være en fordel å velge en sentrumsmåling framfor en 

brønnmåling. Et annet problem med brønnmålingene er at avlesningen ble feil posisjonert i 

forhold til brønnens kant, dette kan også sees i Figur 20. Der er det tydelig at det ikke ble gjort 

avlesninger i venstre ytterkant av brønnen, mens det ble gjort avlesninger over brønngrensen 

på høyre kant. Boblene og feilposisjoneringen av avlesningen i brønnmålingene kan være 

grunnen til at brønnmålingene ikke nådde 100 % i konfluensnivå.  Denne feilposisjoneringen 

kunne blitt kompensert for ved å aktivere funksjonen «Well border detection». Ved 

brønnmålingen vist i Figur 21 er denne funksjonen aktivert. Dersom funksjonen «Well border 

detection» hadde blitt aktivert for brønnmålingene som ble gjort i forsøket, kan det tenkes at 

det hadde blitt mindre forskjell mellom sentrumsmålingene og brønnmålingene i 

konfluensnivå. Dette hadde imidlertid gått på bekostning av tidsbruken.  

 

Instrumentprotokollen og prosedyrene var godt egnet til forsøket og utprøvingen. 

Programvaren er enkel, med få innstillinger som skal defineres før avlesning. Programvaren 

gir ingen informasjon om hvordan konfluensmålingene 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 

undersøkt. Dette er injektormodulen og gassmodulen som instrumentet på Institutt for 

bioingeniørfag er utstyrt med. Injektormodulen og injektorene kan brukes til tilsetting av 

reagenser i fluorescensmålinger, absorbansmålinger og luminescensmålinger. Gassmodulen 

har en gassinngang for oksygen og en for karbondioksid. Dette gjør at instrumentet kan 

brukes som inkubator til dyrkning av eukaryote celler, anaerobe bakterier og gjærsopp. I 

cellekonfluensforsøket som ble gjort i denne oppgaven ble det ikke gjort avlesninger på 

nattestid, noe som førte til to tolvtimers perioder uten målinger. Disse periodene ville vært 
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unngått om instrumentet hadde en fungerende gassmodul som kunne erstattet inkubasjonen i 

et separat inkubasjonsskap. Både injektormodulen og gassmodulen kan være nyttige i 

laboratoriearbeidet, og det anbefales derfor å arbeide videre med disse modulene.  

 

4.7 Konklusjon 

Gjennom denne oppgaven ble det lagd prosedyrer for fluorescensmålinger, 

absorbansmålinger, luminescensmålinger, celletelling, måling av cellekonfluens og 

celleviabiltiet, samt en instrumentprotokoll for Tecan SPARK. Disse ble utprøvd gjennom 

ulike forsøk der det har blitt gjort flere erfaringer. Funksjonen «Multiple reads per well» vil 

forbedre % CV ved ujevn fordeling av prøvematerialet i brønnen ved luminescens-, 

absorbans- og fluorescensmålinger.  Ved celletellinger og måling av celleviabilitet er 

avgrensningen i størrelsesområdet til cellene som skal telles avgjørende for 

konsentrasjonsbestemmelsen. I målingen av cellekonfluens ble det vist at brønnmålingene ga 

høyere konfluensnivå enn det sentrumsmålingene gjorde. Dette kunne ha blitt kompensert for 

ved bruk av funksjonen «Well border detection». Brønnmålingene er også sensitive for bobler 

i brønnen. Alt dette er alle viktige betraktninger ved videre bruk av instrumentet. Ved videre 

arbeid med instrumentet bør i tillegg celleviabilitetsfunksjonen og luminescensmålingene 

undersøkes nærmere, da disse resultatene ikke ble konklusive. Celleviabilitetsfunksjonen bør i 

så fall undersøkes med forslagene for optimalisering gitt under diskusjonen av dette forsøket.  
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6. Vedlegg  

Vedlegg 1: Pakningsvedlegg MONOLISA Anti-HBs, side 81. 

Vedlegg 2: Data fra fluorescensmålinger, side 85. 

Vedlegg 3: Data fra luminescensmålinger, side 87. 

Vedlegg 4: Data fra celletellingsforsøk, side 88. 

Vedlegg 5: Data fra cellekonfluensforsøk, side 89. 
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Vedlegg 2: Data fra fluorescensmålinger  
 

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

27.  

Rosa Grønn 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 fluorescensmålingen gjort med lysglimt på 5 og uten 

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

Brønner Gjennomsnitt Standardavvik %CV 

Rosa markeringstusj 3377 560 17 % 

Grønn markeringstusj 26032 8635 33 % 

Oransje markeringstusj 4843 1119 23 % 

Gul markeringstusj 30172 7707 26 % 
 

Tabell 6: Viser utregnet gjennomsnitt, standardavvik og %CV ved fluorescensmålingen gjort med 30 lysglimt og uten 

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

Brønner Gjennomsnitt Standardavvik %CV 

Rosa markeringstusj 3053 508 17 % 

Grønn 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 fluorescensmålingen gjort med 5 lysglimt og «Multiple 

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

Brønner Gjennomsnitt Standardavvik %CV 

Rosa markeringstusj 4163 277 7 % 

Grønn markeringstusj 23128 6070 26 % 

Oransje markeringstusj 6145 564 9 % 

Gul markeringstusj 30361 938 3 % 
 

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

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

Brønner Gjennomsnitt Standardavvik %CV 

Rosa markeringstusj 3658 344 9 % 

Grønn 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. Målingene ble gjort med 30 og 5 lysglimt per 

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

 %CV 

Markingstusj 5 lysglimt 30 lysglimt 
5 lysglimt + 

MRW 

30 lysglimt + 

MRW 

Rosa 17 % 17 % 7 % 9 % 

Grønn 33 % 34 % 26 % 31 % 

Oransje 23 % 23 % 9 % 10 % 

Gul 26 % 3  3 % 2 % 
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Vedlegg 3: Data fra luminescensmålinger  
 

Tabell 10: Viser avlesningsresultater for luminescens gjort på Tecan SPARK. Måledataen 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. Måledataene 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 luminescensmålingne gjort på Tecan SPARK og 

Victor.  

 Koeffisienter Standardfeil t-Stat P-verdi Nederste 95% Øverste 95% 
Skjærings-

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 celletellingsforsøk  
 

Tabell 13: Viser cellekonsentrasjonen ved de ulike cellefortynningene som ble telt i celletellingsforsøket. Måledata brukt til 

Figur 34.  

Cellesuspensjon Konsentrasjon (celler/mL) 

A 513636 

B 350000 

C 204545 

D 77273 
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Vedlegg 5: Data fra cellekonfluensforsøk  
 

Tabell 14: Viser konfluensutvikling i åtte ulike cellesuspensjoner ved sentrumsmålinger i brønnen. Måledataen 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 % 57 % 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 % 27 % 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 åtte ulike cellesuspensjoner ved målinger som er gjort i hele brønnen. Måledataen 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 % 72 % 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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