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Nukleinsaure-
Dekontamination

mit der DNA-ExitusPlus™ -
Technologie

Anwendung

Der ungewollte Eintrag von DNA kann
Analyse-Ergebnisse verfalschen oder gar ein
biologisches Sicherheitsrisiko darstellen. Daher
ist die vollstindige DNA-Dekontamination

von Oberflachen und Instrumenten eine
Grundvoraussetzung fir sicheres Arbeiten und
fur verldssliche PCR-Analysen. DNA-ExitusPlus™
ist eine sichere Dekontaminationsldsung fir
alle molekularbiologischen Labore. Katalytische,
kooperative Effekte der Komponenten dieser
Losung bewirken einen sehr schnellen,
nichtenzymatischen und nicht Sequenz-
spezifischen Nukleinsaure-Abbau.

DNA-Beseitigung — Ganz oder
gar nicht

Im Gegensatz zu anderen kommerziellen
Produkten erreicht DNA-ExitusPlus™ einen
schnellen Nukleinsdure-Abbau auf der Basis
einer wassrigen Losung ohne toxische
Nebenwirkungen auf den Anwender oder
korrosive Effekte auf Gerdte oder die Umwelt. Die
meisten Dekontaminations-Reagenzien basieren
auf denselben molekularen Prinzipien, welche die
DNA modifizieren oder denaturieren. Dabei wird
die DNA jedoch nur maskiert - die genetische
Information bleibt erhalten und es besteht das
Risiko, dass diese chemisch wieder reaktiviert
wird. Aber nur der Abbau in kleinste DNA-
Fragmente kann die vollstdndige und sichere
DNA-Dekontamination gewahrleisten. Abb. 1
fasst den Vergleich der DNA-Fragmentierung
durch DNA-ExitusPlus™ und konventionelle
Reagenzien zusammen. In diesen Tests zeigte
nur die Behandlung mit DNA-ExitusPlus™ einen
DNA-Abbau, wahrend andere Dekontaminations-
Produkte, die auf DNA-Modifikation oder -
Denaturierung beruhen, nur sehr geringe
DNA-Fragmentierung bewirkten (einige davon
enthielten noch die vollstandige genetische
Information).
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PanReac AppliChems patentierte DNA-
ExitusPlus™-L&sungen erzielen einen schnellen
und effizienten Abbau von Nukleinsduren.

Die Methode basiert auf einem chemischen,
nicht enzymatischen Prinzip. Daher ist die
Fragmentierung voéllig unabhdngig von der
Sequenz und Ldnge von DNA-Fragmenten. Der
vollstandige Abbau von groBen DNA-Spezies
wie Plasmiden bendétigt langer als der Abbau
kleiner DNA-Molekile (z.B. Primer). Einzel- und
Doppelstrangbriiche werden dabei zufallsverteilt
Uber die ganze Sequenz eingefiigt; so kann keine
homogene Klasse an DNA-Fragmenten entstehen.
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Abb. 1. Vergleich des DNA-Abbaus durch DNA-ExitusPlus™
und anderer kommerzieller Dekontaminations-Reagenzien.
Jeweils 200 ng CCC Plasmid-DNA wurden 3 oder 10 Minuten mit 5
ul der bezeichneten Reagenzien behandelt.

M: Molekulargewichtsmarker (1 kb Leiter), K: Kontrolle (mit
Wasser behandelt), Exp: DNA-ExitusPlus™, X1, X2, X3, X4: andere
Reagenzien
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Abb. 2. PCR-Test zum Nachweis des vollstandigen DNA-
Abbaus durch DNA-ExitusPlus™. Test-DNA (0,1 bis 1 ng) wurde
in PCR-GefaBen getrocknet und 20 Sekunden mit sterilem Wasser
(H,0) oder DNA-ExitusPlus™ behandelt und 2x nachgewaschen.
Fir die PCR wurden 50 pl von jedem Ansatz verwendet. Kontroll-
DNA wurde zur Amplifikationskontrolle in allen PCR-Ansdtzen
mitgefihrt.

Ergebnis: Amplifikation eines 520 bp PCR-Produkts zeigt intakte
Kontroll-DNA im PCR-Ansatz an. Dagegen zeigt das Ausbleiben
eines 780 bp-Produkts den vollstandigen Abbau der Test-DNA.
Wasser-behandelte Negativ-Kontrollen [HZO) zeigen Banden aus
Test- und Kontroll-Template-DNA wahrend in DNA-ExitusPlus™-
behandelten Proben nur Kontroll-DNA amplifiziert wurde.

Die sensitive PCR-Analyse zeigt, dass nach
Behandlung von Test-DNA mit DNA-ExitusPlus™
keine amplifizierbare DNA mehr vorhanden

ist (Abb. 2), was den effizienten DNA-Abbau
belegt. In diesem Experiment wurden definierte
DNA-Proben auf der inneren Oberflache eines
ReaktionsgefaB' getrocknet und nachfolgend
mit DNA-ExitusPlus™ behandelt. Nur aus
Positivkontrollen und wasserbehandelten Proben
konnte Test-DNA amplifiziert werden. Dagegen
ergaben DNA-ExitusPlus™-behandelte Proben
kein entsprechendes PCR-Produkt.

Das Bespriihen von Laboroberfldchen mit
DNA-ExitusPlus™ sorgt ftir vollstdndige DNA-
Dekontamination. Die Reaktionszeit von DNA-
ExitusPlus™ korrespondiert mit der (iblichen
Trockenzeit (10 - 20 Minuten).

Unerwiinschte Nebenwirkung von
konventionellen Mitteln: Korrosion

Die meisten gebrduchlichen DNA-
Dekontaminations-Reagenzien enthalten
aggressive Chemikalien mit bekannten korrosiven,
gefahrlichen oder gar toxischen Wirkungen.
Inhaltsstoffe wie Azide, mineralische Sduren
wie Phosphorsdure oder Salzsaure, aggressive
Peroxide und stark alkalische Substanzen wie
Natriumhydroxid werden bis heute eingesetzt.
Daher beobachtet man schon nach nur 20
Minuten Einwirkungsdauer vielfach starke
irreversible Korrosionen auf den verschiedenen
Metalloberflachen (Abb. 3). Die neu entwickelte
und patentierte Zusammensetzung und
Wirkungsweise von DNA-ExitusPlus™ bewdahrt
sich dagegen auch in diesem Test. Auf allen
Metalloberflachen ist keine Spur von Korrosion
oder Beschadigung zu beobachten.
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Abb. 3. Korrosives Potenzial konventioneller DNA-
Dekontaminationsmittel im Vergleich mit DNA- ExitusPlus™.
Metalle, wie sie Ublicherweise fiir Laborausstattungen oder
Geréte verwendet werden, wurden 20 Minuten mit den

Losungen inkubiert. Kontrolle (K) mit sterilem Wasser; X, X,
(Wettbewerbsprodukte). Exp (DNA-ExitusPlus™).



Autoklavieren alleine reicht nicht!

Autoklavieren wird allgemein fir ein
wirkungsvolles Verfahren gehalten, um DNA

zu beseitigen. Lange ging man davon aus, dass
beim Autoklavieren hauptsachlich Fragmente
von 20 bis 30 Basenpaaren erhalten bleiben.
Neuere Untersuchungen zeigen aber, dass nach
Autoklavieren noch einzelne gréBere DNA-
Fragmente durch PCR-Analytik nachweisbar

sind [1]. Dies ist besonders dann der Fall, wenn
die Nukleinsduren durch Proteinhillen (z.B.
Viren) oder innerhalb von Mikroorganismen (z.B.
Bakterien) geschiitzt sind. Da DNA-ExitusPlus™
aufgrund seiner chemischen Zusammensetzung
nicht hitzesensitiv ist und auch keine
flichtigen, gesundheitsschadlichen Substanzen
enthalt, wurde Autoclave-ExitusPlus™ entwickelt.
Dies ist eine Pulvermischung, die Medien oder
Zellkulturen zum DNA-Abbau zugegeben wird.
Abb. 4 zeigt den Effekt von Autoclave-ExitusPlus™
auf Bakterienkulturen und Nukleinsduren nach
dem Autoklavieren. Es zeigt sich, dass der
Abbau der bakteriellen DNA nur mit Zusatz von
Autoclave-ExitusPlus™ effizient herbeifiihrt wird,
wahrend die Vergleichsprobe unter den géangigen
Bedingungen in Medium oder Wasser immer
positiv ausfallt.

Daher muss Autoklavieren als Mittel zur
Entfernung von DNA aus Mikroorganismen neu
bewertet werden. Neuere Ergebnisse zeigen,

dass Nukleinsduren aus Viren und Bakterien
durch einfaches Autoklavieren nicht ausreichend
inaktiviert werden.

Zusammenfassung

- 930 bp AmpR-Gen

Abb. 4. PCR-Analyse von E. coli-Kulturen nach dem
Autoklavieren mit oder ohne Autoclave-ExitusPlus™. Zwei
rekombinanten £. coli-Kulturen (P1 und P2), die das Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR-Gen) tragen, wurden autoklaviert. Proben
(2 ul) der behandelten Kulturen wurden mittels PCR auf das
Vorhandensein von vollstdndigem AmpR-Gen untersucht.

M: Molekulargewichtsmarker, (-): £ coli-Kultur nur mit Wasser
autoklaviert, (+): £ coli mit Autoclave-ExitusPlus™ autoklaviert,
(K1 und K2): E coli mit Autoclave-ExitusPlus™ behandelt

und Template-DNA fiir das AmpR-Gen im PCR-Ansatz zur
Amplifikationskontrolle

Das tatsdchliche Potential eines DNA-Dekontaminationsmittels kann nur durch die Kombination
aus PCR-Tests mit DNA-Abbautests Gberpriift werden. So werden falsche Ergebnisse durch
Modifikation und Maskierung von DNA oder durch bloBe Hemmung der PCR ausgeschlossen.

In den DNA-ExitusPlus™-Ldsungen werden milde, nicht korrosive Inhaltstoffe fiir den schnellen,
nicht-enzymatischen Abbau von Nukleinsduren eingesetzt. Schon kurze Inkubationszeiten mit
DNA-ExitusPlus™ entfernen unerwiinschte DNA und RNA von Arbeitsfldichen und Instrumenten.
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Die besonderen Eigenschaften von DNA-ExitusPlus™

e Katalytische und kooperative Effekte der Losungskomponenten erreichen den schnellen,
nichtenzymatischen, Sequenz-unabhdngigen Abbau von DNA- und RNA-Molekdlen.

e Alle Komponenten der DNA-ExitusPlus™-Lésungen sind biologisch abbaubar und fiir den Menschen
unschadlich und nicht toxisch.

e Eswerden keine aggressiven mineralischen Sduren oder Laugen verwendet, so dass auch
Gerate und Materialien selbst bei langerer Einwirkungsdauer nicht angegriffen, geschadigt oder gar
zerstort werden.

Verfuigbare Produkte:

Bezeichnung Best.-Nr. Menge
Autoclave-ExitusPlus™ A7600,1000 Pulver zur Behandlung
von 6 x 1| Medium
oder Zellkultur
DNA-ExitusPlus™ A7089,0100 100 ml
A7089,0250 250 ml
A7089,0500 500 ml
A7089,1000 1] '
A7089,1000RF 11
A7089,2500RF 25|
DNA-ExitusPlus™ |F A7409,0100 100 ml -
A7409,0250 250 ml :
A7409,0500 500 ml
A7409,1000 11
A7409,1000RF 11
K A7409,2500RF 25| J

Anmerkung: DNA-ExitusPlus™ enthélt einen leichten Farbindikator
um die behandelte Oberfldche sichtbar zu machen.

Die IF = 'Indicator-Free' (Indikator-freie) Version A7409 ist
dagegen fast farblos.

Die meisten PackungsgréBen werden mit Spriihpistole geliefert,
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