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1. Allgemeine Tipps zur Vermeidung von

Wasser-Verunreinigungen

Wir empfehlen die Einhaltung der Richt-
linien ,Good Laboratory Practice” (GLP) in
allen experimentellen Abldufen, um die Kon-
sistenz, Verldsslichkeit, Reproduzierbarkeit,
Qualitat und Integritat Ihrer Forschung
sicherzustellen. Wie wir spater zeigen wer-
den, konnen zahlreiche Fehler in Experimen-
ten auftreten, wenn Sie Wasser in schlechter

Good Laboratory Practice
GLP wird definiert als *:

»Ein Qualitdts-System, das den organisatori-
schen Ablauf und die Bedingungen festlegt,
unter denen nicht-klinische gesundheits- und
umweltrelevante Sicherheitspriifungen ge-
plant, durchgefiihrt, liberwacht, aufgezeich-
net, archiviert und berichtet werden.“

GLP ist eine Vorgabe fiir viele Industrie-
Labore. Wahrend sich akademische Labore
meist nicht ganz so streng daran halten, bil-
den viele dieser Prinzipien dennoch die
Grundlage fir eine erfolgreiche Forschungs-
arbeit. Klar definierte Laborprozesse helfen,
das Risiko fiir Kontaminationen und Fehler
zu minimieren.

Die festgelegten Prozesse sollten
Protokolle und Pldne zur Reinigung
Ihres Labors sowie Details zu den
jeweiligen Bereichen und Anlagen

oder nicht passender Qualitdt verwenden.
Hier finden Sie eine kurze Zusammenfas-
sung von allgemeingiiltigen Methoden, mit
denen Sie Verunreinigungen aus lhrem La-
borwasser entfernen kénnen oder mit denen
Sie verhindern, dass diese Verunreinigungen
Uberhaupt in Ihr System gelangen kénnen:

enthalten (z.B. pra-PCR-Bereich vs.
post-PCR-Bereich).

Sie sollten die angemessene person-
liche Schutzkleidung wie Laborkittel
und Laborhandschuhe auffiihren
und hervorheben, wie wichtig eine
aktuelle Dokumentation ist. Infor-
mationen wie Chargennummern
kénnen namlich dabei helfen, die
Quelle fiir Probleme zu identifizie-
ren und sie kiinftig zu vermeiden.

Sie sollten alle Laborsysteme regel-
mafig warten und Uberprifen, um
Unfalle zu vermeiden.

Und selbstverstandlich sollte jeder
Labormitarbeiter die Standard Ope-
rating Procedures (SOPs) fiir Expe-
rimente, Wartung und Reinigung
kennen und befolgen.

»Es ist wichtig, dass Sie die fiir Ihre Anwendung
passende Wasserreinheit verwenden.

? Quelle: World Health Organization: http.//www.who.int/tdr/publications/

Zuriick zum Inhaltsverzeichnis | Seite 3




€LGA () veouA

Wie Laborwasser normalerweise gereinigt wird

GLP leistet einen groRen Beitrag zur Vermei-
dung von Verunreinigungen in Laboren.
Zusatzliche ist es sinnvoll, die unterschiedli-
chen Verfahren zur Wasseraufbereitung zu
kennen und zu wissen, welche Arten von
Verunreinigungen sie jeweils entfernen. Die-
ses Wissen hilft Ihnen, das richtige Wasser-
aufbereitungssystem fiir die in Threm Labor

benétigten Wasserqualitdten zu wahlen. Wir
empfehlen die Kombination mehrerer Auf-
bereitungsverfahren wie Umkehrosmose,
lonenaustausch, Elektroentionisierung, UV-
Photooxidation und Ultrafiltration. Details
dazu finden Sie in unserem kostenfreien
Pure Labwater Guide.

Die richtige Wasserreinheit fiir lhre Anwendung wahlen

Manche Anwendungen reagieren empfind-
lich auf Kontaminationen und erfordern
deshalb eine hohere Wasserreinheit. Sie soll-
ten immer sichergehen, dass die Wasserqua-
litat, die Sie nutzen, auch fiir Ihre Anwen-
dung geeignet ist. Die Wasserreinheit reicht
von Typ I"-Reinstwasser mit einem spezifi-
schen Widerstand von 18,2 MQ c¢m fiir hoch-

Reinheitsgrad | Spezifischer
Widerstand
(MQ cm)

Typ I'

sensible Experimente bis hin zu Typ -
Primargradwasser mit einem Widerstand
von >0,05 MQ cm zur Speisung von Spiil-
maschinen, Autoklaven und Wasseraufbe-
reitungssystemen. Tabelle 1 zeigt die Rein-
heitsparameter. Den passenden Reinheits-
grad fir lhre Laboranwendungen konnen Sie
unserer Infografik (englisch) entnehmen.

Bakterien Endotoxine
(KBE/ml) (EU/ml)

Typl

Typ II"

Typll >1

Typ i 50,05

Tabelle 1: Wasserreinheitsgrade
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Eine Versorgung mit Wasser in konstanter
Qualitat ist fur Labore unerlasslich. Dafiir
sollten Sie ein System wahlen, das Ihr Spei-
sewasser nicht nur aufbereitet, sondern den
Gehalt an Verunreinigungen tuberwacht und
auch in Nutzungspausen aufrechterhilt (z.B.
PURELAB® Chorus-Anlagen von ELGA). Nur
so konnen Sie sich darauf verlassen, wirklich
immer die notige Wasserqualitat zu erhal-
ten. Sie sollten Ihr Wasseraufbereitungssys-

tem regelmafig warten und die Bevorratung
von aufbereitetem Laborwasser tberpriifen.
Manche Vorratsbehalter kdnnen mit der Zeit
unerwiinschte Stoffe an das Wasser abge-
ben und die Menge der im Wasser gelosten
Gase kann sich verandern, wenn das Wasser
langere Zeit ruht. Die Vorratstanks der Cho-
rus-Systeme nutzen beispielsweise inerte
Materialien, totraumoptimiertes Design und
sterile Luftfilter, um dies zu vermeiden.

Fehlerbeseitigung bei empfindlichen Anwendungen

Wenn Sie die GLP-Richtlinien beachten, die
passende Wasserreinheit fur lhre Anwen-
dung verwenden und lhr Wasseraufberei-
tungssystem regelmaRig warten, reduzieren
Sie das Risiko flr Verunreinigungen signifi-
kant. Manche Anwendungen sind jedoch
besonders empfindlich und erfordern eine
erhohte Achtsamkeit, dazu gehoren Fliis-

sigchromatographie, Zellkulturen und Mole-
kularbiologie. Auf den folgenden Seiten zei-
gen wir, welche Verunreinigungen im Was-
ser bestimmte Fehler verursachen konnen
und wie Sie diese Probleme bei der Durch-
flihrung lhrer Experimente beseitigen und
vermeiden konnen.
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3. Molekularbiologie

Zur Molekularbiologie gehort die Synthese,
Modulation und Untersuchung von Molekii-
len wie RNA, DNA und Proteinen. Vor der
Analyse der Molekiile miissen diese mittels
quantitativer PCR (qPCR), Endpunkt-PCR, In-
vitro-Trans-kription, Ligation, Chromatin-
Immunprazipi-tation, Elektrophorese, Wes-
tern Blot usw. extrahiert werden. Faktoren
wie ein schlechtes Primerdesign, suboptima-
le Bedingungen beim Thermocycling und die
falsche Verwendung des Puffers kdnnen die
Ergebnisse jedoch verfdlschen. Zusatzlich
konnen durch eine schlechte Wasserqualitat
potentiell gefahrliche Verunreinigungen wie

Probleme und Ursachen

Problem 1: Template nicht extrahiert

Die meisten Experimente im Rahmen der
Molekularbiologie drehen sich um RNA, DNA
oder Proteinmolekiile. Bei der Extraktion aus
Gewebe, Zellen und In-Vitro-Systemen wird

Ursache: Abbauende Enzyme

Zu den abbauenden Enzymen gehoéren Nu-
kleasen (Ribonukleasen und Desoxyribonu-
kleasen) und Proteasen, die RNA, DNA bzw.
Proteine zerstoéren. Sind diese Enzyme im
verwendeten Wasser enthalten, kann der

Problem 2: Probleme bei der Gelelektrophorese

Vor der Durchfiihrung von weiterfiihrenden
Experimenten wie der Sequenzierung oder
Klonierung werden PCR-Produkte ublicher-
weise auf ein Gel aufgebracht. Beim Wes-

abbauende Enzyme, lonen, MgCl, und
Fremd-DNA eingeschleust werden. Mogliche
Folgen sind erfolglose Extraktionen, nicht-
spezifische oder fehlgeschlagene Vervielfal-
tigungen und Schaden an den Geraten.

Obwohl es eine riesige Anzahl an Verfahren
in der Molekularbiologie gibt, verlassen sich
viele auf den Einsatz von Agarose- oder
Polyacrylamidgel. Daher konzentrieren wir
uns im Folgenden auf die Extraktion von
Produkten oder Templates, die Vervielfalti-
gung von RNA-/DNA-Produkten und die
Analyse von Produkten mittels Gelelektro-
phorese oder qPCR.

Wasser bendétigt. Das verwendete Wasser
muss frei von Verunreinigungen sein, um
sicherzustellen, dass das Experiment ohne
Probleme durchgeflihrt werden kann.

Extraktionsprozess behindert und das Temp-
late zerstort werden, insbesondere wenn das
Wasser als Eluent oder als Teil des Resuspen-
sionspuffers genutzt wird.

tern Blot werden auch Proteine oft auf ein
Gel aufgebracht, bevor sie auf eine Mem-
bran fiir die Antikorperfarbung ubertragen
werden.
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Bei der Gelelektrophorese wird an ein mit
einem Puffer gefiilltes Behdltnis elektrischer
Strom angelegt, um die negativ geladenen
Teilchen dazu zu bringen, sich in Richtung
der positiv geladenen Elektrode zu bewegen
und die Teilchen so auf Grundlage der Mole-

Ursache: lonen

lonen finden sich oft in Wasser von geringer
Reinheit. Sie konnen den elektrischen Fluss
unterbrechen. Findet sich eine hohe lonen-
konzentration in einem Puffer, kann das Gel

Problem 3: Keine Vervielfaltigung bei der PCR

Fur eine Analyse muss die DNA und RNA
oftmals mit Hilfe der PCR und reversen Tran-
skription vervielfaltigt werden. Fir eine er-
folgreiche Vervielfaltigung sind ein intaktes
Template und Polymerase-Enzyme wie bei-

Ursache: Abbauende Enzyme

Enthalt das fiir den Reaktionsmix verwende-
te Wasser Enzyme wie Nukleasen, bauen
diese das Template ab. Dariiber hinaus kon-
nen Proteasen die Polymerase zerstoren und
somit die Moglichkeit zur Vervielfaltigung
des Templates (Grafik 9).

Grafik 9: Darstellung eines Agarose-Gels mit verschiedenen
Fehlerarten, die bei der PCR auftreten kénnen, wenn
Wasser von schlechter Qualitiit verwendet wurde.

kulargroBe zu trennen. Lauf- und Transfer-
puffer werden mit Wasser zubereitet, das
unbedingt frei von Verunreinigungen sein
muss, beispielsweise von lonen, die den
Elektrophoresevorgang in dem Gelbehaltnis
unterbrechen konnten.

nicht ordentlich laufen. Die Folgen kdonnen
ein Trockenlaufen der Elektrophorese-
kammer und falsche Ergebnisse sein.

spielsweise Taq notwendig. Fur die Zuberei-
tung des Reaktionspuffers sollte nur Wasser
verwendet werden, das frei von Verunreini-
gungen ist.

/

Keine Vervielfaltigung
Falsche Banden-Grofke
Kontaminierte Kontrollprobe

Korrekte Banden-Grofke
Gelschmier
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Problem 4: Falsche ProduktgroBe und Gelschmier bei der PCR

Fehler bei der Vervielfdltigung sind lastig
und kénnen die weiteren Forschungsschritte
negativ beeinflussen. Oftmals treten sie in
Form von Primer-Dimeren auf und resultie-
ren aus einem schlechten Versuchsplan. Im

Ursache: Magnesiumchlorid (MgCl,)

MgCl, ist ein wichtiger Cofaktor fiir die Po-
lymerasefunktion. Obwohl MgCl, die Funk-
tion der Polymerasen in einer PCR unterstit-
zen kann, geht dies oftmals auf Kosten der
Genauigkeit. Gelangt tUber unreines Wasser

Ursache: Nukleasen

Ein Abbau des Templates kann in einigen
Fallen zu der Vervielfaltigung von fragmen-
tierter DNA fuihren. In anderen Fallen wird
das Produkt zwar generiert, beginnt sich

Folgenden erortern wir, wie Wasserverun-
reinigungen wie MgCl, und Nukleasen zu
falschen GroRen der Banden und zu
Gelschmier fiihren kénnen (siehe Grafik 9).

zu viel MgCl, in den Reaktionsmix, kann dies
zu unspezifischen Vervielfaltigungen fihren,
was sich als Schmier oder durch unerwartete
Produkte im Gel zeigt.

dann aber abzubauen. In beiden Fallen er-
scheint ein Gelschmier bei der Gelelektro-
phorese.

Problem 5: Keine Verunreinigung der Templatekontrolle bei der PCR

Gut geplante Experimente beinhalten Nega-
tivkontrollen oder ,Nullproben®. Damit wird
sichergestellt, dass die Ergebnisse giiltig sind
und keine ungewollte Vervielfdltigung durch
unerwartete Faktoren wie verunreinigende
DNA stattgefunden hat. StandardmaRige
Kontrollen beinhalten kein Template, dafir
wird im Reaktionsmix oftmals die Probe
(oder das Template) durch Wasser ersetzt.
Probleme kénnen dann entstehen, wenn das

Fehlerbeseitigung

Anwendungen im Bereich Molekularbiologie
reagieren sensibel auf Wasserverunreini-
gungen. Daher sollte im Idealfall nur steriles,
Nuklease-freies und mit Diethyldicarbonat
(DEPC) behandeltes Reinstwasser des Typs I*

verwendete Wasser mit Fremd-DNA verun-
reinigt ist, wie beispielsweise von Bakterien.
Nach ausreichenden Zyklen wird diese ver-
vielfaltigt und ist sowohl in den Proben als
auch in den Kontrollen sichtbar (siehe Grafi-
ken 9 und 10). Es kann dabei auch zu einer
Konkurrenz zum gewiinschten Template
kommen, wodurch die Genauigkeit der
Daten und die Effizienz des Experiments an
sich negativ beeinflusst werden.

fiir alle Anwendungen verwendet werden, in
denen es um RNA, DNA und Proteine geht.
Gleiches gilt auch fiir die Zubereitung von
Reaktionspuffern, Nullproben und Template-
Elutionen.
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Fluoreszenz

Zyklus

Grafik 10: Darstellung einer typischen gPCR mit Darstellung

der Vervielfiltigung der kontaminierten Nullprobe (NTC, rot).

Zur Erhaltung einer Probe miissen alle ver-
wendeten Losungen einen geeigneten pH-
Wert aufweisen.

Nachdem Sie sichergestellt haben, dass Sie
nur Wasser in der hochsten Qualitat ver-
wenden, sollten Sie Ihr Wasser aliquotieren,
dass Sie nicht immer wieder verunreinigtes
Wasser verwenden. Das Risiko einer Verun-
reinigung |asst sich des Weiteren durch den
Einsatz von Pipettenspitzen mit Filtern deut-
lich senken, da diese als physikalische Barrie-

Checkliste Molekularbiologie

Reinstwasser des Typs I” fiir
die PCR & das Template.

v Verwenden Sie fiir die Elektrophore-
se aufbereitetes Wasser des Typs I.

v Verwenden Sie Pipettenspitzen
mit Filter.

re zu Verunreinigungen aus der Luft dienen.
Eine Kreuzkontamination Ildsst sich auch
durch das Arbeiten unter einer Werkbank
oder in einem speziellen Bereich vermeiden.

Fur die Zubereitung des Elektrophorese-
puffers sollten Sie aufbereitetes Wasser des
Typs | verwenden, da dieses die passende
Qualitat aufweist, um sicherzustellen, dass
der elektrische Fluss im GefaR nicht gestort
wird und das Gel ordnungsgemal laufen
kann.

Verwenden Sie frisch aufbereitetes
Wasser anstelle von abgefiilltem /
gelagertem Wasser.

Wechseln Sie Verbrauchs-
materialien in den empfohlenen
Intervallen.
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Schlussfolgerung

Wie bereits erortert, konnen Wasserverun-
reinigungen lhre Arbeit beeinflussen, insbe-
sondere wenn es um empfindliche Anwen-
dungen geht. Bei der Auslegung und Durch-
fihrung lhrer Experimente sollten Sie
deshalb stets auf eine optimale Wasserrein-
heit achten. Sie sollten die regelmaRige War-
tung ihres Wasseraufbereitungssystems

Wie Sie ein geeignetes

Aufbereitungssystem auswahlen

Sie mochten kiinftig anstelle von Flaschen-
wasser frisch erzeugtes Reinstwasser ver-
wenden oder lhre alte Wasseraufberei-
tungsanlage ersetzen? Unser kostenfreier
Leitfaden mit Checkliste erlautert die Krite-
rien, die Sie bei der Auswahl einer optimalen
Anlage fur lhre spezifischen Anforderungen
beachten sollten.

sicherstellen, die eingesetzten Reagenzien
und deren Verwendung dokumentieren und
den Reinheitsgrad des Wassers sowie den
turnusmaRigen Wechsel der Verbrauchsma-
terialien kontrollieren. Auf diese Weise kon-
nen Sie sicher sein, dass Sie korrekte Daten
generieren.

Ein System, das zu Ihren Bediirfnissen passt

ELGA bietet unterschiedliche Systeme zur
Laborwasser-Aufbereitung, die lhnen zuver-
lassig den jeweils bendtigten Reinheitsgrad
liefern. Die Anlagen sind platzsparend, be-
sonders wirtschaftlich im Betrieb und kon-
nen aus verschiedenen Modulen flexibel auf
Ihre aktuellen oder spater auf kiinftige Be-
diirfnisse zugeschnitten werden. Mit unse-
rem Anlagen-Konfigurator konnen Sie sich
ganz einfach ein flr Sie ideales System vir-
tuell zusammenstellen. Ausprobieren unter:

http://buildyourchorus.elgalabwater.com/de
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Kurzanleitung

Mégliche Ursachen Losungen
im Wasser

Molekularbiologie: DNA-/RNA-/Protein-Extraktion fiir weitere Anwendungen

Probleme bei der Elektrophorese Verwenden Sie fiir die Laufpuffer Reinstwasser des
(z.B. Trockenlaufen der Kammer, Typs I.
Gel lduft nicht ordnungsgemaR)

Template nicht extrahiert Nukleasen und Verwenden Sie steriles, mit Diethyldicarbonat (DEPC)
Proteasen bauen behandeltes Reinstwasser des Typs I".

das Template ab
Priifen Sie den pH-Wert des Resuspensionspuffers.

Keine Vervielfiltigung Proteasen bauen Verwenden Sie Wasseraliquote.

Polymerasen oder

. . Verwenden Sie Pipettenspitzen mit Filter.
das Zielprotein ab

Gelschmier

Arbeiten Sie in speziellen Bereichen oder unter einer
Nukleasen bauen Werkbank.

DNA/RNA ab

Falsche ProduktgroBe

MgCl, wirkt sich auf
die Genauigkeit aus

Verunreinigung der ,Nullprobe” Vorhandensein von
fiir die PCR-Reaktion Fremd-DNA
e

* Bitte beachten Sie: Diese Tabelle zeigt Fehler in Experimenten, die durch
Verunreinigungen im Wasser entstehen konnen. Diese Probleme konnen jedoch nicht nur
durch Wasser verursacht werden, sondern auch aus anderen Quellen resultieren.

Zuriick zum Inhaltsverzeichnis | Seite 11




Uber ELGA LabWater

ELGA LabWater ist seit 80 Jahren speziali-
siert auf die Entwicklung und Herstellung
von Rein- und Reinstwassersystemen

fir den Einsatz in Laboren, der Forschung,
der klinischen Diagnostik und im medizi-
nischen Bereich.

ELGA gehort zu Veolia, dem welt-

weit flihrenden Anbieter fiir nachhaltige
Losungen in den Bereichen Wasser-, Abfall-
und Energiemanagement.

Wir unterstiitzen unsere Kunden bei der
Auslegung und Planung ihrer Anlage,
Uibernehmen die Installation und bieten ein
deutschlandweites Netz aus spezialisierten
Servicetechnikern sowie eine kostenfreie
Service-Hotline.

Wenn Sie mehr erfahren wollen oder eine
Beratung wiinschen, kontaktieren Sie uns
gern!

ELGA LabWater in Deutschland

Veolia Water Technologies Deutschland GmbH | Liickenweg 5 | 29227 Celle
Tel: +49 (0)5141 803 301 | vertrieb.vwt.de@veolia.com | www.elgalabwater.de

Die Rechte an den Informationen in diesem Dokument liegen bei Veolia Water Technologies Deutschland GmbH, handelnd als
ELGA LabWater. Alle Angaben ohne Gewabhr, Irrtlimer und Auslassungen vorbehalten. © Veolia Water Technologies Deutschland
GmbH 2017 — Alle Rechte vorbehalten. ELGA®, PURELAB® und PureSure® sind eingetragene Markenzeichen von VWS (UK) Ltd.



