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Eppendorf Polypropylen Microplates —
Hochste Sensitivitdat bei Fluoreszenzmessungen

in schwarzen Platten

Natascha WeiB', Sophie Freitag? Wolf Wente?

" Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland; 2 Eppendorf Instrumente GmbH, Hamburg, Deutschland

Schwarze Mikrotestplatten werden vor allem fiir Fluoreszenzassays verwendet, da sie Hintergrundsignale redu-
zieren, ,,Crosstalk“ zwischen den Wells verhindern und damit fiir die Analyse geringster Stoffmengen geeignet
sind. In diesem Technical Report wird die schwarze Eppendorf Microplate 96/V mit Mikrotestplatten verschiedener
Hersteller anhand der Quantifizierung von dsDNA in einem PicoGreen® Assay verglichen. Die Ergebnisse dieses
Versuchs zeigen, dass der in der Eppendorf Microplate durchgefiihrte Assay die beste Sensitivitat und Prazision
aufweist. Auch bei geringster DNA-Konzentration werden noch zuverlassige Daten erzeugt. Die Eppendorf
Microplates eignen sich daher hervorragend fiir den Einsatz in Fluoreszenzassays.

Biochemische Assays werden inzwischen standardmaBig
im Plattenformat durchgeflhrt, da eine groBe Anzahl an
Proben gleichzeitig verarbeitet werden kann. Weiterhin
werden durch die zunehmende Miniaturisierung die
Menge an benétigtem Probenmaterial und der Verbrauch
von Reagenzien reduziert. Mikrotestplatten sind in vie-
len Varianten erhéltlich. Sie bestehen aus unterschiedli-
chen Materialien (z. B. Polystyrol, Polypropylen), weisen
unterschiedliche Bodenformen auf (F-Boden, V-Boden,
U-Boden) und sind neben transparenten Platten auch in
weiBer oder schwarzer Pigmentierung verfligbar. Die Wahl
der geeigneten Platte hangt von der Art der Reaktion und
Detektion (z. B. Fluoreszenz, Lumineszenz, Absorption,
Radioaktivitat) im Assay ab.

Abbildung 1: Schwarze und weie Eppendorf Microplate

Eppendorf bietet mit den Microplates eine Erweiterung
der Eppendorf Plates Produktfamilie. Sie stellen die
Erganzung der Deepwell Plates dar und sind zuséatzlich

in verschiedenen Bodenformen erhéltlich. Zusatzlich
werden auch Microplates mit schwarzen und weiBen
Wells angeboten, die vor allem fir Fluoreszenz- bzw.
Lumineszenzmessungen geeignet sind (Abb. 1). Sie beste-
hen aus Polypropylen, welches gegentber Polystyrol eine
hohe Chemikalien- und Temperaturbestandigkeit aufweist
sowie eine deutlich geringere Bindung von Nukleinséuren
und Proteinen zeigt. Die Platten sind durch das sorgféltig
ausgesuchte Material und die hochwertige Verarbeitung
darauf ausgelegt, dass sie eine geringe Autofluoreszenz
aufweisen und damit zur hohen Sensitivitat von Assays
beitragen.
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Die Qualitat eines Assays lasst sich mit Hilfe verschie- Eppendorf Microplate 96/V sowie 5 schwarzen Platten
dener statistischer Parameter beurteilen. Diese kdnnen anderer Hersteller durchgefiihrt, von denen drei aus
auch angewendet werden, um die Qualitdt von Daten zu Polypropylen und zwei aus Polystyrol gefertigt sind.
bewerten, die mit einem bestimmten Reagenz, einem Gerét Aus den Messungen unterschiedlicher Standard DNA-
oder mit den eingesetzten Mikrotestplatten erzielt werden. Konzentrationen werden die Parameter Nachweisgrenze,
In diesem Fall wird der Assay ohne Probenmaterial mit Signal-Rausch-Verhaltnis und Z-Faktor abgeleitet und die
Kontrollstandards durchgefihrt. Qualitat der in den verschiedenen Platten durchgefiihrten
Hier wird ein PicoGreen Assay zur Quantifizierung von Assays beurteilt.

dsDNA (doppelstrangiger DNA) in der schwarzen

Statistische Parameter
Signal: Messwert korrigiert durch den Hintergrund.
Hintergrund: Durchschnittswerte der Negativkontrollen.

Signal-Rausch-Verhaltnis: Berechnet sich aus dem Verhaltnis von Signal und der Standardabweichung der
Negativkontrolle. Es ist ein MaB fir die relative Sicherheit, mit der ein Signal als wirkliches Signal betrachtet werden kann,
d.h. sich vom Hintergrundrauschen unterscheidet.

Standardabweichung und Variationskoeffizient (%CV): Beschreiben die Prazision des Assays.
Die Standardabweichung gibt die Streuung der Werte um den Mittelwert an, wahrend der Variationskoeffizient die Streuung
ins Verhaltnis zum Mittelwert setzt.

Nachweisgrenze (LOD), Bestimmungsgrenze (LOQ) [1]: Sind ein MaB fir die Sensitivitat des Assays.

Die niedrigste nachweisbare Konzentration ist die LOD (limit of detection), die auf dem Mittelwert der Negativkontrolle plus
der dreifachen Standardabweichung der Negativkontrolle basiert. Die LOQ (limit of quantification) ist die geringste
quantifizierbare Konzentration auf Basis des Mittelwerts der Negativkontrolle plus der zehnfachen Standardabweichung
der Negativkontrolle.

Z-Faktor [2]: Stellt die Qualitét eines Assays dar. Fir prinzipiell auswertbare Assays nimmt dieser einen dimensionslosen
Wert zwischen 0 und 1 an. Werte zwischen 0,5 und 1 bedeuten, dass ein robuster Assay mit zuverlassigen Daten vorliegt,
wobei Z=1 fir den idealen Assay steht. Bei negativen Werten liegt ein nicht-auswertbarer Assay vor. In die Berechnung des
Z-Faktors geht neben dem dynamischen Bereich auch die Streuung aller Messwerte ein.

Material und Methoden

Die in Tabelle 1 aufgeflihrten schwarzen Mikrotestplatten Name Material Bodenform
wurden eingesetzt. Neben Platten aus Polypropylen wur-

. E f Mi lat Pol | V-B

den auch Platten aus Polystyrol getestet, eine davon aus ppendorf Microplate 96/V olypropylen oden
Material, das eine geringe Bindung von Biomolekulen auf- Wettbewerber N_PP Polypropylen V-Boden
weisen soll.

Wettbewerber G_PP Polypropylen V-Boden

Wettbewerber C_PP Polypropylen U-Boden

Wettbewerber G_PS Polystyrol (gering V-Boden

bindend)
Wettbewerber C_PS Polystyrol U-Boden

Tabelle 1: Verwendete Platten



Der Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen)
wurde verwendet, um verschiedene Konzentrationen

von dsDNA zu quantifizieren. Dazu wurden aus einer
100 pg/ml Losung von dsDNA (DNA liegt dem Kit bei)

in mehreren Verdinnungsschritten mit 1 x TE Puffer
verschiedene Standardkonzentrationen hergestellt.

Je Konzentration wurden 6 Wells mit 100 pl der DNA-
Lésung und 100 pl PicoGreen Reagenz (1:200 mit 1 x TE
Puffer verdunnt) befiillt. In den Wells lagen danach die
folgenden finalen
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DNA-Konzentrationen vor: 25 ng/ml, 10 ng/ml, 2,5 ng/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 12,5 pg/ml.
Als Negativkontrolle wurden 100 pl TE-Puffer und 100 pl
PicoGreen Reagenz pipettiert. Die Platte wurde 3 Minuten
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wur-
den die Fluoreszenzsignale im Safire?™ (Tecan) bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emission von
520 nm gemessen. Die Daten wurden anschlieBend mit
einem Tabellenkalkulationsprogramm verarbeitet.

Ergebnisse und Diskussion

Aus den Messdaten wurden die folgenden statistischen
Parameter ermittelt: Variationskoeffizient (% CV),
Nachweisgrenze (LOD), Signal-Rausch-Verhaltnis, Z-Faktor
(Abb. 3-6). Diese wurden zum Vergleich der Assays in den
unterschiedlichen Platten herangezogen, um die Qualitat
der Platten zu beurteilen.

Die Linearitat der Methode, die den Zusammenhang
zwischen Konzentration und gemessenem Signal zeigt,
wurde mittels linearer Regression aus dem Mittelwert der

6 Replikate fur die Eppendorf Microplate bestimmt. Sie ist
bei einem BestimmtheitsmaB R = 0,9998 Uber den gesam-
ten Messbereich belegt (Abbildung 2).

Die Variationskoeffizienten der Mehrfachbestimmungen
sagen etwas Uber die Prazision aus, mit der in der Platte
gemessen werden kann. Hierzu wurden flr die gemes-
senen Konzentrationen 12,5 pg/ml bis 25 ng/ml dsDNA
sowie der Negativkontrolle die Variationskoeffizienten
berechnet und gemittelt. Die Abbildung 3 zeigt,

dass die Eppendorf Microplate den niedrigsten
Variationskoeffizienten aufweist und damit tber den
gesamten Messbereich im Vergleich zu den anderen gete-
steten Platten die beste Prézision zeigt.

Die Nachweisgrenze ist ein Kriterium, das die Sensitivitat
des Assays quantifiziert. Aus Abbildung 4 ist zu erkennen,
dass die Grenze der Wettbewerbs-Platten ca. 4 bis 28
mal héher liegt als der Wert von 29 pg/ml dsDNA fir die
Eppendorf Microplate. Sogar die Bedienungsanleitung
des PicoGreen Assays gibt fUr den Einsatz in Platten und
Plattenreadern eine weitaus héhere (250 pg/ml dsDNA)
Nachweisgrenze an.

Linearitat - Eppendorf Microplate
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Abbildung 2: Linearitat der Ergebnisse fiir die Eppendorf Microplate 96/V
im Messbereich von 12,5 pg/ml bis 25 ng/ml dsDNA
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Abbildung 3: Mittelwert der Variationskoeffizienten fir den Messbereich
0 ng/ml, 12,5 pg/ml - 25 ng/ml dsDNA inklusive der Standardabweichung
bei den verschiedenen Mikrotestplatten.
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Abbildung 4: Nachweisgrenze fiir dsDNA in pg/ml flir verschiedene
Mikrotestplatten
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Ein weiterer Indikator flr die Qualitat eines Assays ist das Signal zu Rausch Verhaltnis bei 2,6 ng/ml dsDNA
Signal-Rausch-Verhéltnis. Je hdher dieses ist, desto

besser kdnnen die Daten ausgewertet werden. In Abbil- swe

dung 5 ist das Signal-Rausch-Verhaltnis bei einer w00

Konzentration von 2,5 ng/ml dsDNA dargestellt, da bei 200

allen getesteten Platten diese Konzentration noch oberhalb 100

der Nachweisgrenze liegt. Die Eppendorf Microplate zeigt 1000

hier den héchsten Wert, d.h. das Signal hebt sich am deut- 500 .

lichsten vom Rauschen des Hintergrundes ab. Er liegt im R —g— [ . . . |
Vergleich zu Wettbewerbsplatten ca. 4 bis 28-mal (bester NFP o-FP o-FP o-Fs eFe
Wettbewerber / schlechtester Wettbewerber) hoher.

Abbildung 5: Signal-Rausch-Verhéltnis bei 2,5 ng/ml dsDNA flr
verschiedene Mikrotestplatten

Der Z-Faktor wird fir gewohnlich bei der Evaluierung von et P
High-Throughput-Assays eingesetzt, da er eine Aussage o EERKETen e
Uber die Leistungsfahigkeit des Testsystems ermdglicht. Pl ;mmg&:
Hier wird er, wenn auch fiir eine vergleichsweise geringe oo / _ | +-vetomts 7S
Anzahl an Messungen, herangezogen, um die Qualitat 0,600 — ;.;0/"'

der Daten gerade im niedrigeren Konzentrationsbereich zi‘)’: T = e

gut darstellen zu kénnen. In der Abbildung 6 sind die / / /7

Z-Faktoren fUr den Konzentrationsbereich bis 5 ng/ml 2% , / 7

dsDNA dargestellt, wobei nur die positiven Werte gezeigt 0000 <

werden, da ein Messbereich, der einen negativen Z-Faktor ° ° U amaom * °
aufweist, nicht mehr auswertbar ist. Zusétzlich ist noch

eine Hilfslinie bei einem Z-Faktor von 0,5 eingezeich- Abbildung 6: Z-Faktoren fiir Eppendorf Microplate sowie fiinf Platten
net, da Werte, die dariiber liegen, einen robusten Assay Zgzeéfgri‘g::::g fﬁl‘i;‘;tfsfe'")fsﬁy”s”ZﬂfQZﬁfde” Z-Faktor von 0,5, der
kennzeichnen [2]. Dieser Parameter bestétigt, dass bei

Einsatz der Eppendorf Microplate auch in niedrigeren

Konzentrationsbereichen noch zuverlassige Ergebnisse

erzielt werden, wahrend fur die Vergleichsplatten eine

deutlich héhere DNA-Konzentration erforderlich ist, um

eine gleiche Qualitét der Daten zu erzielen. Besonders

deutlich wird hier der Unterschied zwischen Platten aus

Polypropylen gegeniber Platten, die aus Polystyrol gefer-

tigt sind.

Die Ergebnisse belegen, dass die schwarze Eppendorf zuriickgefiihrt werden kann. Eine der beiden Polystyrol-
Microplate 96/V bei Verwendung des PicoGreen Assays Platten, die laut Herstellerangaben eine geringe Bindung
im Vergleich zu Platten anderer Hersteller die beste von Biomolekilen aufweisen soll, zeigt trotzdem eine kaum
Leistungsféhigkeit aufweist. Die Daten sind Uber den bessere Qualitét der Daten.

gesamten Messbereich sehr homogen und die Sensitivitéat Durch den optimierten Produktionsprozess und die
erreicht einen weitaus besseren Wert als der, der vom Verwendung sorgfaltig ausgesuchter Materialien sind die
Hersteller des Kits angegeben wird. Insbesondere Platten Eppendorf Microplates sehr hochwertig und eignen sich
aus Polystyrol weisen dagegen deutlich schlechtere besonders gut fur Fluoreszenzassays. Selbst geringe
Ergebnisse auf, was mdéglicherweise auf die hdhere Probenkonzentrationen kénnen mit diesen Platten zuver-

Bindungsaffinitdt von DNA-Molekilen an dieses Material lassig quantifiziert werden.
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Bestellinformationen

Eppendorf Microplates*, 80 Platten (5 Beutel a 16)

Bezeichnung Qualitat Wellfarbe Umrandungsfarbe Bestell-Nr.
Microplate 96/F PCR clean Klar WeiB 0030 601.106
Steril 0030 602.102
Microplate 96/U PCR clean Klar WeiB 0030 601.203
Steril 0030 602.200
Microplate 96/U PCR clean Schwarz Wei3 0030 601.807
Microplate 96/U PCR clean WeiB Grau 0030 601.572
Microplate 96/V PCR clean Klar Wei3 0030 601.300
Steril 0030 602.307
Microplate 96/V PCR clean Schwarz WeiB 0030 601.904
Microplate 96/V PCR clean WeiB Grau 0030 601.670
Microplate 384/F PCR clean Klar WeiB 0030 621.107
Steril 0030 622.103
Microplate 384/V PCR clean Klar WeiB 0030 621.301
Steril 0030 622.308
DNA LoBind, PCR clean 0030 623.304
Protein LoBind, PCR clean 0030 624.300
Microplate 384/V PCR clean Schwarz WeiB 0030 621.905
Microplate 384/V PCR clean WeiB Grau 0030 621.670

*Alle Microplates sind auf Anfrage mit Barcode erhaltlich.
Safire? ist eine geschutzte Marke der Tecan Group Ltd.

Quant-iT ist eine geschitzte Marke von Molecular Probes, Inc.
PicoGreen ist eine eingetragene Marke von Molecular Probes, Inc.
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