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Détermination du rayonnement concomitant entre puits dans des plaques de microtitrage

utilisées pour des mesures de luminescence

Stephen Knight BSc MA, Porvair Sciences Ltd, Leatherhead, Angleterre - Web : www.porvair-sciences.com

L'utilisation d’essai de luminescence et
de réactifs appropriés pour la découverte
de médicaments a considérablement
augmenté au cours des dix derniéres
années, en raison de la combinaison entre
facilité d'usage, trés grande spécificité
des essais et bonne sensibilité a des
niveaux faibles des composés soumis a
détection. Les instruments photométriques
modernes sont capables de compter
avec précision de tres faibles niveaux
d’émissions de photons, provenant de
substrats de luminescence. Laccent
a été mis sur le rayonnement optique
concomitant inhérent a la conception des
microplaques standard SBS/ANSI et sur
le rapport entre signal et bruit pouvant
étre obtenu expérimentalement. Cette
bréve présentation compare le rayonnement
optique concomitant observable dans
trois plaques a puits de microtitrage de
fabricants différents, et établit que I'utilisation
d'une matrice de support noire peut
considérablement améliorer la sensibilité
des essais sur microplaque.

Méthodes photométriques

L'étude compare deux microplaques
a puits peu profonds en polystyréne
blanc de fabricants différents avec le
modeéle breveté de Porvair Sciences
qui combine des puits individuels et une
matrice de plaque noire intense (Figure
7). Un essai par luminescence avec
luciférase de luciole a été utilisé pour la
comparaison. Il existe trois méthodes de
base pour obtenir des données utiles a
partir d’échantillons en microplaque. La
méthode la plus simple est celle de la
mesure d’absorbance. Selon laloide Beer-
Lambert, la concentration d’'un composé
donné en solution est directement
proportionnelle au quantum de lumiere
absorbée a une longueur d’'onde donnée
et a une longueur constante du trajet
optique. Ainsi, un faisceau de lumiere
monochrome peut étre dirigé sur le puits
et la lumiére transmise ou absorbée peut
ensuite étre mesurée. Un simple calcul
donne la concentration relative dans
chaque puits. La majorité des lecteurs de
microplaques de laboratoire utilise cette
méthode.

Lorsqu’'une plus grande sensibilité est
requise, les mesures de fluorescence sont
préférables. Dans ce cas, un faisceau
d’excitation d’une longueur d’'onde donnée
est dirigé sur le puits. Le fluorophore
absorbe les photons de la lumiére incidente
et ré-émet des photons a énergie moindre
qui apparaissent donc a une longueur
d'onde supérieure. Dans un fluorométre,
des filtres simples de seuil peuvent servir a
supprimer les longueurs d’onde d’excitation
réfléchie de la lumiére détectée, ne laissant
que la longueur d'onde d'émission. La
sensibilité peut étre 10 fois supérieure aux
mesures d’absorbance simples. Une plus
grande sensibilité peut étre obtenue en
réduisant la largeur de bande des deux
longueurs d’onde d’excitation et d’émission
au moyen de monochromateurs. Ces
spectrofluorimetres peuvent offrir un autre
ordre de magnitude dans 'augmentation de
la sensibilité.

La bioluminescence est un phénoméne
se présentant naturellement chez
certaines espéces animales et végétales,
qui peuvent émettre de la lumiére au
moyen de l'un des deux mécanismes
communément rencontrés, celui de
'aequorine et celui de la luciférine. Les
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lucioles (Lampyridae), le copépode marin
Metridia Longa et la pensée de mer
(Renilla Reniformis) contiennent tous
des enzymes de la classe luciférase,
qui catalysent I'oxydation du substrat a
la luciférine en présence d’ATP résultant
de I'’émission de lumiére. Dans la méduse
luminescente de la famille Aequorea,
le substrat d’aequorine est excité en
présence de coelentérazine et dions
Ca2+. En retournant a I'état fondamental,
de la lumiére bleue est émise. Ces
réactions représentent des adaptations
biologiques d’'un processus qui peut étre
également considéré comme une suite
de réactions purement chimiques, auquel
cas on parle de chimioluminescence.

En transfectant des cellules avec une
construction générique qui inclut un gene
de luciférase, la luciférase peut servir
de rapporteur pour évaluer l'activité de
transcription a l'intérieur des cellules ou
pour donner un essai trés sensible pour
les niveaux d’ATP cellulaires utilisés pour
la détermination de I'apoptose cellulaire
dans les applications de détection a haut
débit. Dans ces essais, une luminescence
continue est émise par le systéme
enzymatique a la luciférase clonée et
'aspect cinétique de ce systéme peut
étre étudié et relié, par exemple, a la
concentration de I'ATP disponible ou a
la propension pour une cellule a entamer
une mitose, a rester stable ou a subir une
mort cellulaire en réponse au stimulus
chimique. Les essais de luminescence de
cegenre sontcommercialisés par plusieurs
grandes sociétés de Life Science sous des
noms tels que AequoScreen™, LucLite™,
ATPLite™, OneGlo™. La détection se fait
normalement dans un luminomeétre ou un
lecteur a labels multiples qui représente
un spectrométre polyvalent capable de
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lire en modes absorbance, fluorescence
ou luminescence.

Trois méthodes de détection optiques
sont présentées schématiquement dans
la Figure 2.

Considérations relative a la conception
des microplaques

Les microplaques pour utilisation dans le
développement d’essais et la détection a
haut débit sont normalement fabriquées a
partir de polymére de polystyréne. A cela
on ajoute un azureur optique, comme
le dioxyde de titane, pour augmenter
la réflectivité de la surface de la plaque
pour des plaques blanches. De plus,
les outils en acier servant a mouler ces
plaques sont extrémement polies de sorte
a donner une surface brillante trés lisse
a lintérieur des puits. Ces propriétés
assurent que la lumiére émise dans les
puits est renvoyée par réflexion vers le
haut, au sommet du micropuits. C’est
a cet endroit qu'est placé le détecteur
optique sensible de [linstrument de
mesure pendant le cycle de lecture.
Théoriquement, un photomultiplicateur
ou un détecteur a photodiode capturera la
majorité de la lumiére émise et réfléchie
de cette fagon.

Pour les mesures de fluorescence, il est
trés important de« désactiver » Il'auto-
fluorescence du substrat en polystyréne.
On obtient cela en ajoutant normalement
1 % de carbone noir au polystyréne. Il a
été démontré que cela était trés efficace
dans les essais de fluorescence et
donnait de bien meilleurs résultats qu’'une
plaque blanche dans ces cas. La encore,
toutes les surfaces internes sont polies
afin d’augmenter la réflectivité.
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Des difficultés peuvent survenir lorsqu’on
utilise des essais a la luciférase dans des
procédures de détection dans lesquelles
une fourchette dynamique élevée est
observée sur toute la plaque. Dans ces
cas, les puits adjacents peuvent présenter
des signaux tres forts ou tres faibles et
cela peut entrainer des phénomeénes
de rayonnement concomitant entre les
puits et, conséquemment, des résultats
erronés. Une certaine quantité de lumiere
visible peut « fuir » a travers les parois de
plastique blanc et étre détectée de fagon
erronée dans les cellules adjacentes
comme signal additionnel, mais faible.
L'erreur empire lorsqu’on lit un signal a
faible niveau adjacent a un puits bien plus
brillant. Bien que des modéles de plaque
utilisant des puits a « cheminée » séparés
puissent aider a réduire cette erreur, ils
ne peuvent pas I'éliminer. La Figure 3
monte une plaque blanche a 96 « puits en

Cycle 1 Porvair plate - Black with white wells Cycle 1 Solid White Plate 1 Cycle 1 Solid White Plate 2
Average P| Average X1| Average X2| Average 3| Average 4| Average P|Average X1 Average X2| Average 3| Average 4 Average P| Average X1| Average X2 Average 3| Average 4|
1.00E+06! 308.5 5.25 2.5 2.5 1.00E+06 424.25 21.25 7.8125 4.25 1.00E+06 506.5 64.5 7.0625 3.75
Crosstalk % 0.0309 0.0005 0.0003' 0.0003] Crosstalk % 0.0424 0.0021 0.0008 0.0004] Crosstalk % 0.0507. 0.0065! 0.0007 0.0004]
Cycle 2 Cycle 2 Cycle 2
Average P Average X1| Average X2| Average 3| Average 4| Average P|Average X1_Average X2| Average 3| Average 4 Average P| Average X1| Average X2 Average 3| Average 4|
7.70E+05! 201.5 4.5 2.25 2 7.41E+05 303 15 5.6875 3.25) 6.72E+05 321 41.25 5.3125 2.75
Crosstalk % 0.0262 0.0006 0.0003' 0.0003] Crosstalk % 0.0409 0.0020 0.0008 0.0004] Crosstalk % 0.0477. 0.0061 0.0008! 0.0004}
Cycle 3 Cycle 3 Cycle 3
Average P Average X1| Average X2| Average 3| _Average 4| Average P|Average X1_Average X2| Average 3| Average 4 Average P|Average X1/ Average X2| Average 3 Average 4|
6.59E+05 172.75 3.5 1.6875 1.75) 6.68E+05 274.75 14.5 5.6875 3.25) 5.31E+05 253.75 32.25 3.875 2)
Crosstalk % 0.0262 0.0005 0.0003' 0.0003] Crosstalk % 0.0411 0.0022 0.0009 0.0005] % 0.0478 0.0061 0.0007. 0.0004]
Cycle 4 Cycle 4 Cycle 4
Average P Average X1| Average X2| Average 3| _Average 4| Average P|Average X1_Average X2| Average 3| Average 4 Average P|Average X1/ Average X2| Average 3 Average 4}
5.90E+05 155.25 3.25 1.9375 1.75] 6.48E+05 267 14 6.1875 4 4.66E+05 22275 28.25 3.25 1.5)
Crosstalk % 0.0263 0.0006 0.0003! 0.0003] % 0.0412 0.0022 0.0010 0.0006| % 0.0478 0.0061 0.0007' 0.0003|
Cycle 5 Cycle 5 Cycle 5
Average P| Average X1| Average X2| Average 3|_Average 4| Average P|Average X1_Average X2| Average 3| Average 4 Average P|Average X1/ Average X2| Average 3 _Average 4}
5.54E+05 145.75 3.25 1.6875 1.5] 6.45E+05 266.5 14 5.8125 3.5 4.32E+05 207.5 26.75 3.1875 1.5]
Crosstalk % 0.0263 0.0006 0.0003 0.0003] 0.0413 0.0022 0.0009 0.0005| % 0.0480 0.0062 0.0007' 0.0003|
Average 0.0262 0.0006 0.0003' 0.0003] Average 0.0411 0.0021 0.0009 0.0005] Average 0.0479 0.0061 0.0007 0.0004]
% Increase in Sensitivity X4 = Comer Wells
Ponair va Plate 1 56.75)
Ponair vs Plate 2 82.34] X3 X3 X3
X2 X1 X2
X1 SAMPLEP _|X
2 X1 2
X3 X3 X3
X4 = Comer Wells

Schematic showing readings taken on each plate
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cheminée » Porvair (image de gauche).
Chaque puits est doté de parois de puits
formées individuellement et séparées de
la matrice de plaque.

Pour surmonter ce probléme de conduite
de lumiére par le plastique blanc, Porvair
Sciences a développé et breveté une
plaque unique noir et blanc a 96 puits
(Figure 3, image de droite). Une matrice
en polystyréne noir a des cellules blanches
individuelles moulées a l'intérieur en cours
de production, dans ce qu’il est convenu
de désigner comme un processus en deux
temps. Cet outillage en deux temps est
également utilisé pour mouler des puits
transparents individuels en une matrice
blanche ou noire pour faire des plaques
Porvair Sciences Krystal 2000™ sans
rayonnement  concomitant  destinées
aux applications de lecture de fonds par
absorbance et fluorescence.

En incorporant des puits blancs brillants
contenant jusqu'a 18 % de TiO2 dans
leur formule dans une matrice noire a
1 % de carbone, le rayonnement optique
concomitant est presque éliminé dans la
nouvelle plaque. De fait, les données ci-
dessous montrent que, par comparaison
a deux plaques d’essai en blanc intense
produites par d'autres fabricants, les
plaques noires et blanches présentent
respectivement une moyenne de 82 %
et 56 % de moins de rayonnement
concomitant entre puits.

Méthode de recherche

Les lectures ont été prises au moyen
d’'un spectrophotométre  multi-modes
POLARStar Omega de BMG Labtech a
510 nm en utilisant une quantité de 5 ul
d’'une solution contenant de la luciférine
et de la luciférase de luciole pipetée dans
le puits C4 de chaque plaque a 96 puits
(montré comme « P » dans les données
ci-dessous). Une aliquote de 5 uL de
peroxyde d’hydrogéne a été ajoutée pour
initier la réaction. Afin de permettre la
dégradation du signal luminescent dans
le temps, quatre lectures d’'une durée
de 1 seconde chacune ont été faites sur
chacun des puits vides environnants
et une moyenne a été calculée. Les
valeurs sont montrées dans les données
comme « Cycle 1, 2, 3 et 4 ». Chaque
cycle représente 1 minute de temps
écoulé depuis la prise de la premiere
lecture. Cela est nécessaire du fait que
les signaux de la luciférase se dégradent
rapidement sur une période de 8 a 10
minutes et, par conséquent, les lectures
sont prises jusqu’a ce que le signal soit
tombé a presque 50 % du niveau initial.

Les lectures ont été prises a partir de
quatre types différents de puits :

X1 = puits partageant un puits avec le
puits d’échantillon

X2 = puits partageant un angle avec le
puits d’échantillon

X3 = puits a une distance exacte d’'une
cellule par rapport au puits d’échantillon
X4 = puits se trouvant a I'angle du bloc, a
deux cellules de distance de I'échantillon.

Seule une plaque a été préparée pour
chaque expérience et tous les soins ont
été pris pour ne sélectionner qu’'une seule
plaque propre inutilisée prise dans un
paquet non encore ouvert. Cette procédure
a été repétée pour les plaques des autres
fabricants. Une plaque vide du méme type
a été utilisée pour prendre une lecture de
base pour le calcul du rapport signal-bruit.

Résultats

Le rapport calculé signal-bruit pour la
plaque noire & blanche a 96 puits Porvair

était de 192000:1, par comparaison a un
rapport de 178000:1 pour une plaque
blanc intense, ce qui représente une
augmentation utile de 7,5% du signal
mesurable sur le fonds. Dans les puits
les plus proches de la mixture de réaction
(cellules X1), le rayonnement concomitant
mesuré était juste de 0,026 % dans la
plaque noire et blanche Porvair Sciences,
par opposition a 0,041 % et 0,048 % dans
les deux autres plaques blanc intense, une
amélioration de 82 %.

Dans les expériences de rayonnement
concomitant de luminescence, il n'est
pas utile dexécuter un «blanc» avec
seulement un tampon ou de I'eau du fait
gu’aucun signal observable ne sera pergu.
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Si une telle expérience était exécutée,
toute lecture du photo-détecteur serait
due soit a de la lumiére parasite pénétrant
dans le compartiment de I'échantillon, soit
au « courant d’obscurité » qui représente
un bruit a quantum continu provenant des
circuits électroniques et des éléments du
détecteur et automatiquement corrigé par le
micro-logiciel de l'instrument.

Conclusion

Les résultats montrent clairement que
la plaque noire et blanche composite de
Porvair Sciences a beaucoup a offrir pour
la détermination des essais a base de
luciférase a faible niveau dans la détection
et le développement de médicament. La
combinaison entre désactivation effective

au carbone noir et réflectivité accrue de
'azureur au dioxyde de titane donne un
meilleur rapport signal-bruit et une meilleur
fourchette dynamique intra-plaque, ce qui
donne aux détecteurs la possibilité de
détecter des résultats plus faibles, a des
niveaux plus bas de détection ou avec
des concentrations réduites de réactifs.
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et marketing dans un certain nombre
de sociétés de spectroscopie et de
réactifs, notamment Philips-Pye Unicam,
Shimadzu, Jasco, Gilford Systems,
Packard Bioscience et Perkin Elmer.
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