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Opinnaytety6n aiheena oli tehda Oulun ammattikorkeakoululle tulleelle Multiskan FC -laitteelle suo-
menkieliset kayttoohjeet. Laitteelle ei ollut aikaisempaa suomenkielista ohjetta. Ty toteutettiin toi-
minnallisena opinnaytetyona. Ohjetta testattiin bioanalytiikan opiskelijoilla ja siita saatua palautetta
hyddynnettiin ohjeen viimeistelyvaiheessa. Opiskelijat saivat arvioida ohjeen selkeytta ja sen help-
polukuisuutta. Heitd pyydettiin kyselyn lopussa antamaan ehdotuksia ohjeen parantamiseksi. Ohje
on suunnattu bioanalytiikan opiskelijoiden tarpeisiin. Sen tarkoituksena on mahdollistaa laitteen
itsenainen kaytto seka tuomaan tukea ongelmatilanteisiin.

Laitteen suomenkielinen ohje perustuu asiasisalloltaan englanninkieliseen ohjeeseen, joka tuli lait-
teen mukana. Alkuperaisesta ohjeesta karsittiin kaikki ylimaarainen ja tarpeeton tieto pois, jotta
ohjeesta tulisi selkea ja helppolukuinen. Tekstin ymmartamisen helpottamiseksi ohjeeseen lisattiin
kuvia laitteesta ja sen toiminnoista. ltse asettamat laatukriteerit ohjeelle olivat selkea ulkoasu, help-
polukuisuus ja ohjeen tuoma tuki laitetta kaytettaessa.

Multiskan FC -laite on kuoppalevylukulaite. Sen toiminta perustuu spektrometriaan ja se on yksi
yleisemmista kaytetyistd mittausmenetelmistd. Spektrometriaa voidaan soveltaa monilla eri tie-
teenhaaroilla, joista tarkeimmat ovat kemian ja biokemian osa-alueet. Valitsin aiheen, koska koin
spektrometrian olevan yksi keskeisimmista osa-alueista bioanalyytikoille. Bioanalyytikon tyotehta-
viin kuuluu erilaisten laitteiden kayttd. Naista laitteista suurin osa perustuu spektrometriaan. Opin-
naytetyo lisaa bioanalytiikan opiskelijoiden perusymmarrysta laitteen toimintaperiaatteesta.

Opinnaytetyon tuloksena syntyi Multiskan FC -laitteen suomenkielinen ohje bioanalytiikan opiske-
lijoille. Lisaksi opinnaytetyossa kaytettya tietoperustaa spektrometriasta voidaan hyodyntaa ope-
tustarkoitukseen. Opiskelijat olivat ohjeeseen tyytyvaisia ja antoivat palautetta seké korjausehdo-
tuksia, jotka toteutettiin ohjetta viimeisteltdessa.
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The subject of the thesis was to make a user manual for Oulu University of Applied Sciences’
Multiskan FC -device. There was no previous instruction in Finnish for the device. The work was
carried out as a functional thesis. The manual was tested on biomedical science students and the
feedback was used in the finalization phase of the manual. Students were asked to rate the clarity
of the manual and its readability. At the end of the survey, they were asked to make suggestions
for improving the guide. The manual is geared to the needs of biomedical science students. lts
purpose is to enable independent use of the device, as well as to provide support in problem
situations.

The Finnish instructions for the device are based on the English instructions that came with the
device. All extra and unnecessary information was removed from the original manual to make it
clear and easy to read. To make the text easier to understand, pictures of the device and its
functions were added on the manual. The self-imposed quality criteria for the manual were: clear
in appearance, easy to read, and the support provided by the manual when using the device.

The Multiskan FC is a well plate reader. Its operation is based on spectrometry and is one of the
most common measurement methods used. Spectrometry can be applied to many different
branches of science, the most important of which are the fields of chemistry and biochemistry. |
chose the topic because | found spectrometry to be one of the most important areas for biomedical
scientists. The duties of a biomedical scientist include the use of various devices. Most of these
devices rely on spectrometry. The thesis increases the basic understanding of biomedical scientist
students about the principle of operation of the device.

As a result of the thesis, a manual for the Multiskan FC device was created. In addition, the thesis
resulted in information about spectrometry which can be utilized for teaching purposes. The
students were satisfied with the guide and provided feedback and suggestions for improvements
that were made when the manual was finalized.

Keywords: spectroscopy, spectrometry, spectrometer, spectrophotometer, photometer, ELISA
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon tavoitteena oli luoda kayttajaystavallinen kayttoohje Multiskan FC -laitteelle. Laite
on kuoppalevylukulaite. Oulun ammattikorkeakoululla laitteella tehdaan TRACP-maarityksia, jotka
perustuvat ELISA-menetelmaan. Laitteen toimintaperiaate perustuu spektrometriaan ja tyon tavoit-

teena oli ohjeen lisaksi perehdyttaa opiskelijoita spektrometrian teoriaan.

Spektrometrialla on pitka ja varikas historia. W. H. Wollaston osoitti vuonna 1802, etté kapean raon
kayttaminen neulanreian tai pyorean aukon sijaan, tuottaa spektriviivoja. Naista spektriviivoista jo-
kainen edusti eri varia tai aallonpituutta. Saman havainnon teki myos Joseph Fraunhofer vuonna
1814. Han panosti myohemmin urallaan optiikkaan ja spektroskopiaan ja oli ensimmainen tahti-
spektrien havainnoitsija. Han suoritti ensimmaiset tarkat mittaukset auringon spektrin tummien vii-

vojen aallonpituuksista ja kehitteli akromaattisen kaukoputken. (Bursey 2017, viitattu 19.11.2021.)

Vuonna 1859 G. R. Kirchhoff selitti ensimmaisena auringon spektrin tummien Fraunhofer-linjojen
alkuperan. Ne perustuivat auringon villeamman ilmakehan elementtien absorptioon auringon kuu-
memman sisdosan emittoimasta spektrista. Kirchhoffin tekemat lisatutkimukset R. Bunsenin
kanssa osoittivat spektroskopian merkittavan hyddyn kemiallisissa analyyseissa. (Bursey 2017, vii-
tattu 19.11.2021.)

Ensimmaiset kansainvaliset aallonpituusstandardit hyvaksyttiin vuonna 1910. Tama ja myohemmin
hyvaksytyt standardit mahdollistivat minka tahansa sahkomagneettisen sateilyn aallonpituuksien
mittaamisen hyvalla tarkkuudella. Standardien hyvaksynnan jalkeen spektroskopia on kehittynyt
huomattavasti. Kehitys on saavutettu suurilta osin elektroniikan ja tuotannon kehityksen myota.
(Bursey 2017, viitattu 19.11.2021.)



2 SPEKTROSKOPIA

Spektroskopia on yksi tarkeimmista analyyttisen kemian haaroista, joka tutkii sahkdmagneettisen
sateilyn ja aineen valistd vuorovaikutusta. Naita tyokaluja pidetaan tarkeimpina mittausmenetel-
min& kvantitatiivisessa analytiikassa, seka tutkittaessa atomien ja molekyylien rakennetta ja niiden
optisia ominaisuuksia. Spektroskopiassa mitataan valoa tai valon aiheuttamia varautuneita hiukka-
sia, jotka absorboivat, emittoivat, heijastavat tai hajaantuvat tutkittavan analyytin vuoksi. Tasta saa-
tua dataa voidaan kayttaa analyytin tunnistamiseen tai sen konsentraation maarittdmiseen. Spekt-
roskopiaa voidaan kayttaa laajalti tieteellisesta alasta riippumatta. Biokemian alalla menetelmaa
voidaan kayttaa esimerkiksi entsyymikatalysoitujen reaktioiden mittauksissa. (Kafle 2020, viitattu
23.1.2021.)

21  Spektrometria

Spektrometriaa kaytetdan analyytin tunnistamisen tai sen pitoisuuden méaarittdmiseksi. Siina hyo-
dynnetaan tutkittavan aineen ja séhkdmagneettisen sateilyn vuorovaikutusta. Sdhkémagneettisen
sateilyn aallonpituusalue on hyvin laaja. Merkittavimmat aallonpituusalueet analyyttisessa kemi-
assa ovat ultraviolettisateily (UV), nakyva valo (VIS) ja infrapunasateily (IR). (Jaarinen & Niiranen
2005, 46.)

Aallonpituuksia pystytaan erottelemaan toisistaan. Aallonpituuksien erottaminen eli dispersio, saa-
daan aikaan spektrometrin prismalla tai hilalla. Kohdatessaan prisman eri taajuiset aallonpituudet
taittuvat eri tavoin. Valkoinen nékyva valo sisaltaa kaikki nakyvan alueen aallonpituudet. Prisma
hajottaa nakyvan valon useiksi eri vareiksi eli spektreiksi. Spektrometreissa kaytetaan yleensa pris-
man tilalla hilaa. Hila erottaa paremmin eri aallonpituudet mita prisma. Kuviossa 1 on esitetty séh-

kémagneettisen sateilyn aallonpituudet ja nakyvan valon spektri. (Jaarinen & Niiranen 2005, 46.)
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KUVIO 1. Sédhkémagneettinen spektri. (Mukaillen Jaarinen & Niiranen 2005, 47; Seppénen ym.
2006, 87.)

2.2 Lambert-Beerin laki

Kaikki spektroskooppiset mittausmenetelmat nojautuvat Lambert-Beerin lakiin. Absorptio maaritel-
laan tapahtumaksi, jossa spektrometrista [ahtoisin olevan valonlahteen, eli sateilyn, voimakkuus
pienenee, koska naytteessa olevat molekyylit siirtyvat perustilasta viritettyyn tilaan (kuvio 2). Satei-
lyn pieneneminen on eksponentiaalista ja se on eri aineille ominaista. Sateilyn absorptioon vaikut-
tavat sateilyn aallonpituus, aineen pitoisuus naytteessa ja sen paksuus. Absorbanssia hyddynne-
taan kvalitatiivisissa analyyseissa. Absorbanssin arvo on suoraan verrannollinen naytteessa tutkit-
tavan aineen konsentraatioon. Kaava, joka saadaan UV - VIS-spektroskopiassa soveltamalla Lam-
bert-Beerin lakia, on esitetty kaavassa 1. (Jaarinen & Niiranen 2005, 51-52; Mantele & Deniz, vii-
tattu 15.1.2021.)

KAAVA 1. Lambert-Beerin laki kirjoitettuna auki.

A=-IogT=Iog'To=£-c-d,jossa

A = Absorbanssi

T = Transmittanssi

lo, | = Aallonpituuden intensiteetti ennen ja sen jalkeen naytteen lapi kulkeutuneena
¢ = Molaarinen absorptiokerroin

¢ = Konsentraatio

d = Sateen kulkema matka naytteessa
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KUVIO 2. Valonléhteesté ohjattu aallonpituus (lo), jonka intensiteetti pienenee sen kuljettua néyte-

kyvetin l&pi (I). (Mukaillen Jaarinen & Niiranen 2005, 51)

Transmittanssi on néytteeseen tulevan valosateen intensiteetin (lo) ja naytteesta poistuvan valon

intensiteetin suhde (1), joka on esitetty kaavassa 2 (Hardesty & Attili, viitattu 25.11.2021).

KAAVA 2. Transmittanssi.

T= ITO jossa
T= transmittanssi

lo= naytteeseen tulevan valon intensiteetti

I= naytteesta poistuvan valon intensiteetti

Kaavaa 2 muokkaamalla saadaan selvitettya naytteen absorbanssiarvo, joka on esitetty kaavassa
3. Mittaamalla absorbanssiarvo saadaan selville, kuinka paljon valoa nayte absorboi. Absorbans-
siarvo voi olla 0, jolloin transmittanssi on 100 % tai suurempi numeerinen arvo, kuten 2,0 jolloin
transmittanssi on 1 %. Absorbanssin ollessa suuri voidaan paatella, etta suurin osa valosta absor-
boituu naytteeseen. Arvon ollessa pieni, suurin osa ohjatusta valosta lapaisee naytteen. Absor-
banssi on suoraan verrannollinen tutkittavan analyytin konsentraatioon naytteessa. (Hardesty &
Attili, viitattu 25.11.2021.)



KAAVA 3. Transmittanssin ja absorbanssin vélinen logaritminen yhteys.

Io .
A= -Iongo, jossa
A= absorbanssi

lo= ndytteeseen tulevan valon intensiteetti

I= naytteesta poistuvan valon intensiteetti

Valon vakionopeus on 3,0 - 108 m/s. Tama tarkoittaa, etta absorbanssin tulisi olla my6s verrannol-
linen valonsateen kulkeman matkan pituuteen néaytteessa. Matka mitataan senttimetreina (cm) ja
absorboivan aineen konsentraatio ilmoitetaan molaarisuutena (M). Naisté kahdesta vakiosta saa-
daan molaarinen absorptiokerroin, jonka yksikkdna kéaytetaan M-' cm-!. Molaarinen absorptioker-
roin on mittayksikko, joka ilmaisee kuinka hyvin tutkittava aine absorboi annettua aallonpituutta.
Tasta saadaan kaavan 4 mukainen yhtalo. Tata yhtaloa voidaan kayttaa naytteen absorbanssin
laskemisessa. Naytteen konsentraatio saadaan yhtalosta, kun analyytin absorptio on mitattu tietylla
aallonpituudella. (Hardesty & Attili, viitattu 25.11.2021.)

KAAVA 4. Lambert-Beerin lain kéyttdminen tutkittavan analyytin konsentraation laskennassa.

A=¢-1-c, jossa

A= Absorbanssi

¢ = Molaarinen absorptiokerroin
I= matkan pituus (kyvetin leveys)

c= konsentraatio

10



3 SPEKTROFOTOMETRI JA SEN PAAKOMPONENTIT

Spektrofotometri on laite, joka mittaa aallonpituutta, jonka tutkittava analyytti on absorboinut sen
lapaistya analyytin. Valon kulkiessa naytteen lapi analyytti absorboi itseensé fotoneja. Erilaiset ke-
mialliset yhdisteet absorboivat valoa tietylla aallonpituudella. Tama menetelma on yleisesti kay-
t0ssa kvalitatiivisissa mittauksissa, joissa tunnetun analyytin pitoisuus halutaan mitata naytteesta.
(Vo, viitattu 2.11.2021.)

Spektrofotometrit voidaan jakaa kahteen luokkaan riippuen valonlahteen aallonpituusalueesta. UV-
VIS (ultraviolet-visible) spektrofotometri hyddyntaa valoa sahkdmagneettisen sateilyn spektrin ult-
raviolettialueella 185400 nm ja nakyvalla alueella 400-700 nm. IR (infrared) spektrofotometrit
kayttavat valoa sahkdmagneettisen sateilyn spektrin infrapuna-alueella 700-15000 nm. Tietyn ai-
neen absorptio voidaan teoriassa maarittaa tutkittavan liuoksen varin perusteella. Tutkittava liuos,
joka on mustaa, absorboi valoa koko nakyvalla aallonpituusalueella. Liuos, joka ei absorboi ollen-
kaan nakyvaa valoa on teoriassa variltaan valkea. Vihrean varinen nayte absorboi punaista valoa,
joka on aallonpituudeltaan noin 700 nm. Tama johtuu siita, etta punainen on vihrean vastavari.
Spektrofotometrissa nakyvan valon aallonpituuksien erottamiseen kaytetty hila tai prisma hajottaa

aallonpituudet siten, etta tietty aallonpituus kulkee naytteen lapi. (Vo, viitattu 2.11.2021.)

Spektrofotometrit rakentuvat paasaantoisesti kahdesta osasta; spektrometrista ja fotometrista.
Spektrometri komponenttina tuottaa, hajottaa ja mittaa valoa. Fotometri mittaa valon voimakkuutta.
Spektrofotometrin tarkeimmat osat ovat sateilynlahde, monokromaattori, naytekammio ja valode-
tektori. (Jaarinen & Niiranen 2005, 51; Vo, viitattu 2.11.2021.) Kuviossa 3 on esitetty spektrofoto-

metrin paakomponentit.

11



B B
: ﬁf:
@

SATEILYLAHDE SISAAN-  VALON DISPERSIO ULOS- KYVETTI DETEKTORI
MENO- (HILA TAI PRISMA) MENO-
% RAK.)
MONOKROMAATTORI

KUVIO 3. Spektrofotometrin rakenne. (Mukaillen Jaarinen & Niiranen 2005, 55)

3.1 Valonldhde

Spektrofotometreissa kaytetyt valonlahteet vaihtelevat kayttotarkoituksen mukaisesti. UV-sateilyn
aikaansaamiseksi kaytettaan deuteriumlamppua ja nékyvan valon alueella kaytetdan volframi- tai
volframihalogeenilamppua. (Jaarinen & Niiranen 2005, 56.) Tyypillinen volframilamppu tuottaa
3000 kelvinin asteen voiman. Tama tuottaa 320-2500 nm sahkomagneettistasateilya ja kattaa koko
nakyvan valon alueen ja osan ultravioletti- ja infrapunaséteilyn alueesta. (Harris 2010, 447.) Deute-
riumlamppu perustuu valonlahteen purkauksille. Lamppu on taytetty deuteriumilla (D2), joka on

puristettu kasaan paineen avulla. (Shimadzu, viitattu 25.11.2021.)

3.2  Monokromaattori

Monokromaattori saataa laitteelle halutun aallonpituuden (Harris 1997, 126). Monokromaattori
koostuu siséantulo- ja ulosmenoaukosta, heijastavista peileista, seka hilasta tai prismasta (Harris
2010, 450). Lampusta tuleva valo sateilee spektrometriin kapeasta pystysuorasta raosta. Raon

leveys saataa, kuinka paljon valoa spektrometriin tulee. Tama maarittaa spektrometrin resoluution.

12



(Laser lab source, viitattu 12.10.2021.) Sisaantuloaukosta tuleva polykromaattinen valo kollimoi-
daan eli heijastetaan koverien peilien avulla yhdeksi suureksi valonsateeksi. Tama sade ohjataan

koverien peilien avulla spektrofotometrin hilaan. (Harris 2010, 450).

Vanhemmissa spektrofotometreissa valon dispersioon kéytettiin prismaa. Nykypaivana prisman si-
jasta valmistajat suosivat enemman hilaa. Hila on optinen komponentti, joka heijastaa tai lapaisee
valoa. Hilaan on tehty sarja tiiviita viivoja. Hilan viivat ovat sarja [ahekkain sijaitsevia, yhdensuun-
taisia uria. Hila on paallystetty alumiinilla, joka heijastaa valoa. Ohut piidioksidikerros paallystaa
alumiinia, joka estaa sen hapettumisen. Alumiinin hapettuminen heikentaa valon heijastumista. Jo-
kainen ura hilassa toimii sateilynlahteend, kuten kuviossa 4 on esitetty. Hilan suuntaus ohjaa halu-
tun aallonpituuden monokromaattorin ulosmenoaukosta. (Harris 2010, 450-451). Hila on myds yksi

0sa, joka vaikuttaa spektrofotometrin resoluutioon (Jaarinen & Niiranen 2005, 57).

KUVIO 4. Hilan urat. (Mukaillen Harris 2010, 451)

3.3 Naytetila ja kyvetit

Naytetila on spektrofotometrissa tila, johon tutkittava nayte asetetaan mittausta varten. Nayte lai-
tetaan spektrofotometrille ominaiseen astiaan eli kyvettiin, kuten kuviossa 3. Kyvetit ovat tasapin-
taisia astioita, jotka lapaisevat nakyvaa- ja ultraviolettivaloa. Yleisin kaytetty materiaali kyveteissa
on kvartsi. Lasista tai muovista tehdyt kyvetit absorboivat UV-valoa ja niitd kaytetaankin vain naky-

van valon mittauksiin suunnatuissa tutkimuksissa. (Harris 1997, 126-127).

13



3.4 Detektori

Valonsateen lavistettya naytteen se matkaa kohti detektoria. Detektori on spektrofotometrin osa,
joka muuttaa valon sahkoiseksi signaaliksi. Sahkdiseksi muutettu signaalin voimakkuus on suoraan
verrannollinen valon intensiteettiin. Yleisin kaytetty detektori on valomonistin, mutta sen kaytto ra-
joittuu 900 nm aallonpituusalueelle. Sita kaytetdan nakyvan valon-, seka ultraviolettivalon mittauk-
sissa. Valodetektori on tyhjioputki, joka sisaltaa herkan metallipinnan. Naytteen lapi tuleva haluttu
aallonpituus osuu taman metallin pintaan. Sateilyssa olevien fotonien maara luo metallipintaan sah-
kéjannitteen, joka on suoraan verrannollinen valon intensiteettiin. (Jaarinen & Niiranen 2005, 57;
Harris 1997, 127.)
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4 MULTISKAN FC -LAITE

Multiskan FC -laite on suodatinpohjainen kuoppalevyfotometri. Laite mittaa naytteen pystysuoraan,
kuten kuviossa 5 on esitetty. Valonlahteena laite kayttaa volframilamppua. Valo kulkee laitteen filt-
terilevyn 1&pi. Tama suodattaa halutun aallonpituuden 340-850 nm. Haluttu aallonpituus kulkee
optista kuitua pitkin likkuvaan mittauspaahan. Mittauspaa liikkuu kuoppalevyn alla kammioiden va-
lilla. Valo lapaisee kammion pohjan ja sita kautta tutkittavan naytteen. Nayte absorboi valittua aal-
lonpituutta, jonka jalkeen absorboimaton valo kulkeutuu laitteen detektoriin. Detektori sijaitsee mit-
tauspaan ja kuoppalevyn ylapuolella. Absorbanssin oikean arvon saamiseksi laite mittaa myos
blank -néytteen ja taustan. Kuviossa 5 on esitetty naiden mittauspaikat. (Thermo Scientific 2018,
9-10).

DETEKTORI

TAUSTAN MITTAUSKOHTA

e TTTIY
{

Aukko BLANK [ nolla- <: MITTAUSPAA

niytteen

mittaukselle ;
OPTINEN KUITU 'Il i

KUVIO 5. Multiskan FC -laitteen padkomponentit. (Mukaillen Thermo Scientific 2018, 10)

FILTTERIKIEKKO

VALONLAHDE

Oulun ammattikorkeakoululle tulleella laitteella tehdaan entsyymivélitteista immunosorbenttimaari-
tys, analytiikan ja vierianalytiikan opintojakson harjoitustunneilla. Harjoituksessa maaritetaan tun-
temattomasta naytteesta TRACP 5b aktiivisuutta osteoklasteista. TRACP 5b, eli tartraattiresistentti
hapan fosfataasi on entsyymi, jonka aktiivisuus kehossa voi viitata muun muassa syovan leviami-
seen luukudoksiin. Silld voidaan mitata osteoporoosia sairastavien ihmisten luiden resorptiono-

peutta ja saada riskiarvio luiden mahdollisista tulevista murtumista. (BoneTRAP® Assay).
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BoneTRAP® Assay -kitin mukana tulleet kuoppalevyt on paallystetty monoklonaalisilla anti-TRACP
vasta-aineilla. Levyn kuoppiin pipetoidaan kalibraattorit, kontrolli ja nayte. Naytteiden pipetoinnin
jalkeen lisataan releasing -reagenssi, joka vapauttaa aktiivisen TRACP 5b:n sita sitovista proteii-
neista. Vapautunut TRACP 5b entsyymi paésee sitoutumaan kuoppalevyn anti-TRACP vasta-ai-
neisiin, jonka jalkeen naytteet inkuboidaan pNPP substraatin kanssa. Inkuboinnin jalkeen reaktio
pysaytetaan lisaamalla natriumhydroksidiliuosta naytekuoppiin. Reaktion pysayttamisen jalkeen

kuoppalevyn kuoppien absorbanssit luetaan Multiskan FC -laitteella. (BoneTRAP® Assay).
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5 ELISA ELI ENTSYYMIVALITTEINEN IMMUNOSORBENTTIMAARITYS

ELISA on laajasti kaytetty mittausmenetelma Iaaketieteellisessa diagnostiikassa. Menetelmalla tut-
kitaan tietyn antigeenin tai vasta-aineen [asndoloa naytteessa tai niiden maaraa. ELISA-menetelma
hyodyntaa immunologista periaatetta, jossa vasta-aine sitoutuu sille spesifiseen antigeeniin. Tama
periaate mahdollistaa erittain pienten pitoisuuksien maarittamisen. Tutkimuksissa voidaan maarit-
taa esimerkiksi proteiineja, peptideja, hormoneja tai vasta-aineita nestemaisesta naytematriisista.
(Gan & Patel, viitattu 10.12.2021).

Havaitakseen maaritettavat biologiset molekyylit, ELISA-menetelma hyddyntaa entsyymileimattuja
antigeeneja ja vasta-aineita. Naista yleisimmin kaytetyt entsyymit ovat alkalinen fosfataasi ja glu-
koosioksidaasi. Antigeenit ovat yleensa kiinnitetty kuoppalevyn kammioihin nestefaasina. Ne sito-
vat itseensa niille spesifisen vasta-aineen, joka on esitetty kuviossa 6. Sitoutuneet vasta-aineet
sitovat itseensa entsyymileimattuja vasta-aineiden vasta-aineita. Tama voidaan havaita varinmuu-
toksena, joka saadaan aikaan lisaamalla kromogeeninen substraatti. Kromogeenisen substraatin
aikaansaama varinmuutos osoittaa antigeenin lasnaolon naytteessa. Muutosta mitataan kuoppa-
levylukulaitteella. Varin intensiteetin perusteella voidaan maarittaa naytteessa olevan antigeenin

lasnéolo tai sen konsentraatio. (Gan & Patel, viitattu 10.12.2021).
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KUVIO 6. ELISA-menetelmén periaate. (Mukaillen Gan & Patel, 2)

ELISA-menetelmésta on olemassa erilaisia variaatioita. Naista yleisimmét ovat epasuora-, kilpai-
leva- ja niin sanottu sandwich-menetelma. Epasuora- ja sandwich -menetelmat mahdollistavat an-
tigeenin tai vasta-aineen havaitsemisen pienestakin naytekonsentraatiosta. Kilpaileva ELISA-me-
netelma kykenee tunnistamaan rakenteeltaan erilaisia antigeeneja naytteesta, jossa on paljon eri-
laisia rakenteeltaan monimutkaisia antigeeneja, vaikka spesifista vasta-ainetta antigeenille olisi

lasna pienia maéria. (Gan & Patel, viitattu 10.12.2021).
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6 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Opinnaytetyon tarkoituksena oli toteuttaa Oulun ammattikorkeakoululle tulleelle uudelle Thermo
Scientific Multiskan FC -laitteelle suomenkielinen kayttoohje. Aikaisempaa suomenkielista kaytto-
ohjetta laitteelle ei ollut. Ohje suunniteltiin bioanalytiikan opiskelijoiden kayttoon. Tyo toteutettiin
toiminnallisena opinnaytetyona. Toiminnallisen opinndytetyon tarkoituksena on tuottaa opiskelta-
vaan aiheeseen liittyva tuotos kuten esimerkiksi oppimateriaali, opetusvideo tai perehdytysopas.
Tuotoksen lisaksi tyo sisaltaa tietoperustan, toimijat, materiaalit ja aineiston. (Salonen 2013, viitattu
15.11.2021.)

Aiheen rajaus rakentui kayttoohjeen perusteella. Kayttoohjeen laite toimii spektrometrin periaat-
teella. Spektrometriaa hyddyntavia laitteita on monia erilaisia ja niiden kayttokohteet analyyttisessa
kemiassa vaihtelevat. Kayttokohteet voivat vaihdella jopa aloittain, kemian tutkimuksista tahtitie-
teeseen (Laser lab source, viitattu 12.10.2021). Rajausta tarkennettiin koskemaan vain spektrofo-
tometreja, niiden toimintaperiaatetta ja laitteen toiminnalle oleellisimpia paakomponentteja. Aiheen
rajaus tukee bioanalyytikoiden tutkinto-ohjelman siséllon kannalta merkittavaa aluetta. Spektrofo-
tometrin toimintaperiaatteen ymmartaminen on yksi olennainen osa bioanalyytikoiden osaamisalu-
etta. Spektrometriaa kaytetddn menetelmana useimmissa bioanalyytikon tyotehtavissa kaytetta-

vissa laitteissa.

Ohjeen ensisijaisina kriteereina olivat sen kaytettavyys bioanalytiikan opiskelijoille, informatiivisuus
ja selkeys (Vilkka & Airaksinen 2003, 53). Kayttoohje sisaltaa sisallysluettelon ja numeroidut sivut,
mika helpottaa ohjeen seurantaa. Valiotsikot havainnollistavat sivujen sisallon. Ohjeesta karsittiin
kaikki tarpeeton pois. Ohjeeseen lisattiin kuvia helpottamaan sen ymmarrettavyytta. Valmista oh-
jetta testattiin bioanalytiikan opiskelijoilla, joilta kerattiin kirjallinen palaute tunnin jalkeen. Liitteessa
1 on esitetty opiskelijoille annettu kyselylomake. Opiskelijoilta saatua palautetta hyddynnettiin pa-
rantamalla kayttdohjeen lopullista versiota. (Sarkkinen, viitattu 14.11.2021.) Saatua palautetta ei
analysoitu yhta tarkasti ja jarjestelmallisesti, kuin tutkimuksellisissa opinnaytetoissa, koska saatu
aineisto kerattiin laadullisella tutkimusmenetelmalla. Kyselyn avulla saatu aineisto kaytettiin poh-
jana ohjeen ensimmaisen version paranteluun. Tama lisaa tyn teoreettista luotettavuutta. (Vilkka
& Airaksinen 2003, 57-58.) Aikaisempi koulutukseni laboratorioalan perustutkinnosta ja nykyinen

bioanalyytikon tutkinto tuovat omaa kokemusta ja nakemysta minkalainen hyva kayttoohje on.
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6.1  Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Opinnaytety6n tavoitteena oli tehda Oulun ammattikorkeakoululle tulleen uuden Thermo Scientific
Multiskan FC -laitteen kayttdon suunnattu ohje. Ohjeelle asetut laatukriteerit loivat kayttajaystaval-
lisen, suomenkielisen version alkuperaisesta manuaalista. Opinnaytetydsta syntyneen tuotoksen
tarkoitus on valmistaa opiskelijoita toimimaan oman alansa asiantuntijoina, seka tekemaan ohjei-

den perusteella itsenaisia ratkaisuja ongelmatilanteissa. (Vilkka & Airaksinen 2004, 9-10.)

Ohjeen tarkoituksena on mahdollistaa Thermo Scientific Multiskan FC -laitteen itsendisen kayton,
ilman erillista perehdytysta. Opiskelijat pystyvat ratkaisemaan itsendisesti laitteen kaytossa ilmen-
nevat ongelmatilanteet ja kysymykset ohjeen avulla. Tyon tarkoituksena ei ollut pelkastaan toteut-
taa kayttoohje bioanalytiikan opiskelijoille. Tyon tarkoituksena oli ohjeen lisaksi yhdistad ammatilli-
nen tieto ammatilliseen kaytantoon. (Vilkkka & Airaksinen 2004, 41-42.) Opinndytety0ssa tehtya
tietoperustaa voidaan my6s hyddyntaa opetustarkoituksessa. Tekstia on helppo muokata esityksia

varten ja se luo mahdollisuudet ymmartaa laitteen toimintaperiaatteen teoriassa.

6.2 Projektiorganisaatio

Opinnaytetyo toteutettiin itsenaisesti. Yksin toteutettu opinndytetyd mahdollisti luoda opinnayte-
tydsta saatu kayttdohje persoonalliseksi. Tyon tilaajana toimi Oulun ammattikorkeakoulu. Tyon ai-

heen tarjosi yksi ohjaavista opettajista, lehtori Paula Reponen.
Tyon projektiorganisaatio on monialainen. Jasenet on valittu opinnaytetyolle tyypillisella tavalla
noudattaen jasenien asiantuntemuksen ja erityisosaamisen perusteella. Projektin sisallon ohjaa-

jana opinnaytetydssa toimi lehtori Paula Reponen ja menetelmavastaavana toimi lehtori Jaana Ho-

lappa-Girginkaya. (Kymalainen, Lakkala, Carver & Kamppari, viitattu 26.12.2021).

6.3 Eettisyys ja luotettavuus

Tyossa kaytettyihin lahteisiin on suhtauduttu tyon toteutuksen aikana kriittisesti. Aihepiirista on

tehty aikaisempia tutkielmia, joista on tarjolla monenlaista lahdeaineistoa. Tietolahteissa huomioi-
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tiin tiedonlahteen tunnettavuus, ika, laatu ja sen uskottavuus. (Vilkka & Airaksinen 2004, 72). Saa-
tua tietoa ei ole muokattu haluttuun suuntaan, vaan se esitetaan tydssa juuri sellaisenaan. Teks-
tissa kaytetyt lahteet on viitattu Oulun ammattikorkeakoulun viitekehyksen mukaan. Viitteet tehtiin
kaksiosaisiksi, jotka koostuivat tekstiviitteesta ja lahdeluettelomerkinnasta. (OAMK 2021, viitattu
10.11.2021.)

Opinnaytetyon kuvissa on huomioitu tekijanoikeuslaki. Kaytetyt kuvat perustuvat lahteista Ioydet-
tyihin kuviin. Kuvat ovat uusia, itsetehtyja ja ne perustuvat alkuperaisissa kuvissa olevaan tietoon.
(Tekijanoikeuslaki 404/1961, 1:48).

Opiskelijoiden tayttamat kyselyt havitettiin asiaankuuluvalla tavalla. Vaikka opiskelijat vastasivat
anonyymisi kyselyyn, eikd heidan taustojaan kyselyssa selvitetty, nahtiin parhaaksi havittaa mate-
riaali niin, ettei se paatyisi asiaankuulumattomien kasiin. (Jyvaskylan yliopisto 2021, viitattu
26.12.2021).
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7 TULOKSET

Tyon ydinkohtana toimii sen tuotos, kayttdohje. Kayttdohjeen ensimmaista versiota arvioidessa
teoriapohjan saamiseksi kerattiin aineistoa opiskelijoilta. Aineiston keradminen tehtiin Bio19sp -
ryhman analytiikan ja vierianalytiikan -opintojakson harjoitusty6tunneilla. Kyselylomake suunnitel-
tiin itsendisesti. Tehty kyselylomake lahetettiin toiselle ohjaavalle opettajalle, joka jakoi kyselylo-
makkeet opiskelijoille. Kyselylomaketta ei esitestattu ajan puutteen vuoksi ja se vaikuttaa tyon luo-

tettavuuteen.

Opiskelijat kayttivat laitetta itsenaisesti ohjeen avulla, jonka jalkeen he antoivat siita palautteen
kyselylomakkeen paperisessa muodossa. Kyselyssa ei kartoitettu opiskelijoiden aikaisempaa kou-
lutusta, ik&a tai sukupuolta. Nailla ei koettu olevan merkitysta ohjeen toimivuuden kannalta. Ohjeen
on tarkoitus palvella kaikkia kayttajia. Keratyn aineiston analysointi, tulkinta ja johtopaatokset aut-
toivat ohjeen viimeistelyssa. (Hirsjarvi ym. 2013, 221). Kerattya aineistoa pystyi analysoimaan use-
alla eri tavalla. Laadullisen analyysin tavallisempana lahestymistapana kaytetaan ymmartamiseen
pyrkivaa tapaa. Tyon kannalta tdma toi parhaiten vastauksen tutkimusongelmaan. (Hirsjarvi ym.
2013, 224).

Kyselylomakkeessa kysyttiin opiskelijoiden mielipidettd ohjeen ulkoasusta, ohjeen seurattavuutta
ja sen tuomaa tukea laitetta kaytettdessa. Viimeiseksi kysyttiin opiskelijoiden omia parannusehdo-
tuksia ohjeen viimeista versiota varten. Kyselyyn vastasi kahdeksan opiskelijaa. Vahaista vastaus-
méaaraa selittaa opiskelijoiden jako pienryhmiin. Ryhmasta vain yksi kaytti laitetta ja paasi testaa-

maan ohjetta.
Opiskelijoiden vastausten perusteella suurin osa oli melko tyytyvainen ensimmaisen version ohjee-
seen. Vastaajista kukaan ei ollut tyytymaton ohjeeseen. Ohjeen kayttajista kaikki kokivat ohjeen
ulkoasun selkeana ja helppolukuisena.

Selked hyvé ohje.

Selkeé ohje, hyvét havainnollistavat kuvat.

Parannusehdotuksiin opiskelijat toivoivat lisaa tietoa, kuinka toimia ongelmatilanteiden sattuessa.
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Ehké hieman selkedmmin olisi voinut kertoa, kuinka laitteen kanssa tulee toimia, jos se téytyy

keskeyttaa tai kuoppalevy jumittuu laitteeseen.

Mita tehda vikatilanteessa.

Tama oli tarkein ja olennaisin muutos ohjeen viimeiseen version. Muutos mahdollisti paremmin
ongelmatilanteista selviytymista. Kayttoohjeeseen lisattiin osio virhekoodeista. Osiossa selitettiin
mita virhekoodi tarkoittaa ja kuinka se ratkaistaan. Lisaksi ohjeeseen lisattiin 0sio, jossa neuvotaan
laitteen uudelleenkaynnistys. Paatokseen paadyttiin, koska suurin osa ongelmatilanteista ratkais-

tiin kaynnistamalla laite uudelleen ongelmatilanteiden sattuessa.
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8 POHDINTA

Oulun ammattikorkeakoululle tehdyssa toiminnallisessa opinnaytetydssa oli tarkoituksena saada
aikaan helppokayttoinen kayttoohje Multiskan FC -laitteelle, jota opiskelijat pystyisivat kayttamaan
itsenaisesti ohjeen avulla. Ohjeen lisaksi raporttiosioon kirjotettua spektrometrian teoriaa voidaan
kayttaa lahteena bioanalytiikan opiskelijoiden opetuksessa. Tarkoituksena oli luoda helppolukuinen
materiaali, joka kertoo spektrometrian teorian ymmarrettavasti ja tiivistetysti. Teoriaosioon lisattiin
lisdksi kappale ELISA-menetelmasta. ELISA-menetelmaa kaytetdan bioanalytiikan opiskelijoiden
analytiikan ja vierianalytiikan -opintojakson harjoitustunneilla. Harjoitustunneilla mitataan tuntemat-
tomasta naytteestd TRACP 5b -aktiivisuutta osteoklasteista. ELISA-kappale yhdistaa spektromet-
riaa kayttavan Multiskan FC -laitteen toimintaperiaatteen analytiikan ja vierianalytiikan opintojakson

harjoitustunneilla tehtdvaan ELISA-maaritykseen.

Kayttoohjeen laadinta tapahtui tutustumalla englanninkieliseen manuaaliin, josta poimin laitteen
kayton kannalta tarkeimmat alueet. Lisaksi perehdyin laitteen erilaisiin toimintoihin tekemalla ana-
lytikan ja vierianalytiikan opintojakson harjoitustunneilla tehtavan TRACP-analyysin itsenaisesti.
Lisasin ohjeeseen osion, jossa neuvotaan uusien mittausmenetelmien luomisen. Ensimmainen oh-
jeversio testattiin bioanalytiikan opiskelijoilla analytiikan ja vierianalytiikan -opintojakson harjoitus-
tunnilla. Tunnin jalkeen opiskelijat tayttivat kyselylomakkeeseen, jossa pyydettiin opiskelijoita arvi-
oimaan ohjeen kaytanndllisyys ja toimivuus. Saatu palaute opiskelijoilta oli positiivista. He kokivat
ohjeen olevan selkea ja helposti seurattavan. Parannusehdotuksena opiskelijat toivoivat enemman
neuvoja, kuinka toimia ongelmatilanteissa, jonka vuoksi ohjeeseen paadyttiin lisadmaan kappale

ongelmatilanteista.

Ohjeen sisallon tekeminen ei mielestani ollut haastavaa. Suurimmaksi haasteeksi koin ohjeen ul-
koisen asettelun. Oulun ammattikorkeakoululla ei ole erillistd ohjemallia siella kaytettaville laitteille
ja tama voisi olla yksi opinnaytetydn kehityskohde. Opiskelijoiden kannalta olisi hyva, jos kaikki
Oulun ammattikorkeakoulussa olevat laitekohtaiset kayttdohjeet noudattaisivat samaa mallipohjaa.
Spektrometrit ovat minulle tuttuja entuudestaan aikaisemmasta koulutuksestani. Englanninkielinen
manuaali oli hyva ja selkea, mika helpotti suomenkielisen ohjeen tekemista. Manuaali sisalsi paljon
tietoa laitteen muista ominaisuuksista mutta niilla ei ollut merkittavaa roolia laitteen kayton kannalta
ja ne paadyttiin karsimaan pois suomenkielisesta versiosta. Opiskelijoilta keratyn palautteen maara

vaikuttaa sen luotettavuuteen, koska se jai oletettua pienemmaksi. Saadun palautteen perusteella
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voidaan todeta, etta ohjeelle asetetut laatukriteerit tayttyivat hyvin. Ohje oli selked, helppolukuinen

ja se toi opiskelijoille riittavasti tukea laitteen itsenaisen kayton suhteen.
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LITE 1

KYSELYLOMAKE MULTISKAN FC-LAITTEEN KAYTTOOHJEISTA

Kyselylomake on luotu Oulun ammattikorkeakoululle tulleen uuden Multiskan FC -lait-
teen kayttoohjeita koskien. Kyselyn tarkoituksena on saada palautetta opiskelijoiden
kokemuksista laitteelle tehdysta kayttéohjeesta. Kyselylomakkeista saatuja vastauksia
kaytetdaan kayttoohjeen parantamista ja muokkaamista varten. Kyselyssa ei kysyta
opiskelijoiden henkildtietoja, joten kysymyksiin vastaaminen tapahtuu tdysin anonyy-
misti. Vastausten analysoinnin jalkeen kysymyslomakkeet havitetdaan asianmukaisesti.

Kiitos palautteestasi!

1. Oliko ohjeen ulkoasu selkea? (Ympyroi sopiva vaihtoehto)

Kylla

Ei

2. Oliko ohjetta helppo seurata? (Ympyroi sopiva vaihtoehto)

Kylla

Ei

3. Kuinka tyytyvdinen olit ohjeen tuomaan tukeen laitetta kayttaessasi? (Ympy-
réi sopiva vaihtoehto)

Erittdin tyytyvainen
Hyvin tyytyvdinen
Melko tyytyvainen
Tyytymaton

Hyvin tyytymatén

Todella tyytymaton

4. Mitd parannuksia haluaisit ohjeeseen tehtdvan tulevaisuudessa?

29



5. Vapaa muotoinen palaute
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