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Ist das wirklich DNA in Ihrem Gefäß? Vergleichende Analyse von  
UV-absorbierenden Leachables in Mikroliter-Reaktionsgefäßen

Zusammenfassung

Bioaktive Kontaminanten, die aus Laborverbrauchsartikeln 
entweichen, sog. „Leachables“, können Experimente  erheblich 
beeinflussen und stellen eine wahrscheinliche Fehlerquelle für 
viele Assay-Systeme dar. Jüngste wissenschaftliche Erkennt-
nisse liefern zahl reiche Beispiele von biologischen  Assays, 
welche nachweislich durch Leachables beeinflusst wurden, 
u.a. Routineanwendungen wie z.B. Nukleinsäure-Messungen 
im Spektrophotometer. Die vorliegende Arbeit zeigt eine ver-
gleichende Analyse von UV-absorbierenden Leachables und 
daraus resultierenden verfälschten DNA-Messungen nach 
Inkubation von Wasserproben in 1,5 mL Mikroliter-Reaktions-
gefäßen verschiedener Hersteller. 

Eine Mehrzahl der getesteten Gefäße (s. Abb. 1 und 2) wiesen 
im Gegensatz zu Gefäßen von Eppendorf hohe bis sehr hohe 
falsche DNA-Konzentrationen auf. 

Einleitung 

Die Wissenschaft liefert zunehmend Erkenntnisse darüber, 
dass aus Kunststoff-Verbrauchsartikeln austretende chemi-
sche Substanzen (Leachables) einen erheblichen Einfluss auf 
Experimente haben und eine wahrscheinliche Fehlerquelle 
für viele Assay-Systeme darstellen [1, 2, 3, 4]. Dies betrifft 
nicht nur verschiedene enzymatische Assays [1, 2, 3], Rezeptor-
Bindungs-Assays [1, 5], Zellkultur [3, 6] und hochqualitative 
analytische Assays [7], sondern auch gewöhnliche Labor-
methoden wie z.B. spektrophotometrische Messungen von 
Nukleinsäuren [8]. 

Im letzteren Fall führen die UV-absorbierenden Leachables 
zu falsch-positiven Messwerten. Dies kann nachfolgende 
Anwendungen beeinträchtigen, die auf genauen DNA-/RNA-
Messungen beruhen, wie z.B. PCR, qPCR, Sequenzierungen 
und NGS sowie forensische und Micro array-Anwendungen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine vergleichende Analyse 
UV-absorbierender Leachables durchgeführt, welche nach 
Inkubation von Wasserproben in 1,5 mL Mikroliter-Reaktions-
gefäßen verschiedener Hersteller zu verfälschten DNA-Mes-
sungen führten. Die Mehrzahl der getesteten Gefäße zeigten 
hohe bis sehr hohe falsche DNA-Konzentrationen, mit Aus-
nahme von Eppendorf Tubes®.

Material und Methoden

Eppendorf Safe-Lock Tubes und Standard 1,5 mL Mikroliter-
Reaktionsgefäße von zehn weiteren Herstellern (24 Gefäße 
pro Hersteller) wurden mit 1,5 mL ultrareinem Wasser befüllt 
und entweder 30 min bei 95 °C oder 24 h bei 40 °C inkubiert 
(s. Ergebnisteil). Die Inkubationen wurden sowohl mit auto-
klavierten (120 °C, 20 min, 10 bar) als auch mit nicht autokla-
vierten Gefäßen durchgeführt. 

Die Proben jedes einzelnen Herstellers wurden zusammen-
gelegt, und spektrophotometrische Messungen wurden mit 
Hilfe des Eppendorf BioSpectrometer® und der UVette® durch-
geführt. 

Absorption bei 260 nm sowie der Faktor 50 µg/mL wurden 
herangezogen, um die falschen DNA-Konzentrationen zu be-
stimmen, die auf die UV-absorbierenden Leachables innerhalb 
einer jeden Probe zurückzuführen waren. 
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Ergebnisse und Diskussion 

Abb. 1 zeigt, dass sogar unter relativ milden Temperaturbedin-
gungen die meisten Reaktionsgefäße beträchtliche Mengen an 
UV-absorbierenden Kontaminanten abgeben können, was zu 
verfälschten DNA-Messungen führt (bis zu 1,1 μg/mL falscher 
dsDNA), und dass dieses Phänomen durch Autoklavieren noch 
dramatisch verstärkt werden kann (bis zu 2,1 μg/mL falscher 
dsDNA). Die Zunahme an Leaching nach Autoklavierung  
war für die folgenden Hersteller am höchsten: Wa (6,4-fach), 
Bx (5,6-fach), Ax (5,3-fach), Co (3,6-fach), Si (4,4-fach) und 
Gr (3,5-fach). Im Gegensatz dazu wiesen die Messungen der 
Proben, welche in nicht autoklavierten sowie in autoklavierten 
Eppendorf Safe-Lock Tubes inkubiert worden waren, sehr 
niedrige Werte auf: 0,05 μg/mL bzw. 0,06 μg/mL.

Dieser deutliche Anstieg des Leaching nach dem Autoklavieren 
in den Reaktionsgefäßen der meisten Hersteller kann u.U. auf 
unterschiedliche molekulare/chemische Zusammensetzungen 
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Abb. 1: Falsche DNA-Konzentration (μg/mL) durch UV-absorbierende Leachables, die 
während 24 h Inkubation bei 40 °C aus Reaktionsgefäßen in die Probe aus ultrareinem 
Wasser abgegeben wurden. Abgebildet sind die Mittelwerte aus 24 zusammengelegten 
Proben aus nicht autoklavierten (braune Balken) sowie autoklavierten (blaue Balken) 
Reaktionsgefäßen. 
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der eingesetzten Polymere zurückzuführen sein, welche an-
fälliger gegenüber Veränderungen oder Beschädigungen wäh-
rend des Autoklaviervorganges sind. Dies führt sodann zu 
erhöhter Freisetzung von Nebenprodukten der Polymerisation 
und/oder Zusatzstoffen, die bei der Produktion eingesetzt wer-
den. Eppendorf Tubes werden aus hochreinem Polypropylen 
gefertigt, und weder Weichmacher noch Gleitmittel oder Bio-
zide werden der Produktion beigemischt.

Bisher wurden noch keine umfassenden Studien zum Einfluss 
des Autoklavierens auf das Leaching veröffentlicht. Da es sich 
beim Autoklavieren jedoch um eine sehr gängige Methode han-
delt, sollten deren Auswirkungen auf Experimente im Rahmen 
der normalen Laborroutine sorgfältiger bedacht werden. 

Wie in Abb. 2 dargestellt, stiegen die durchschnittlichen Werte 
der nachgewiesenen UV-absorbierenden Leachables weiter an, 
wenn die Wasserproben für 30 min bei 95 °C inkubiert wur-
den. Sogar innerhalb dieser kurzen Zeit war der durchschnitt-
liche Leaching-Level (sowohl für autoklavierte als auch nicht 
autoklavierte Gefäße) beträchtlich und erreichte Werte bis 
zu 2,51 μg/mL falscher dsDNA, im Vergleich zu einem Durch-
schnittswert von 0,79 μg/mL falscher dsDNA nach Inkubation 
über 24 h bei 40 °C (3,17-facher Anstieg). 

Dies weist darauf hin, dass die Temperatur einen kritischen 
Faktor für das Leaching darstellt, was auch aus früheren Be-
richten hervorgeht [8]. Ähnlich den Inkubationen bei niedri-
geren Temperaturen wurden die weitaus niedrigsten Werte 
für die in Eppendorf Safe-Lock Tubes inkubierten Wasser-
proben ermittelt (Abb. 2). Hierdurch lässt sich das Risiko von 
Artefakten durch Leachables sowie von verfälschten Mess-
werten für Nukleinsäuren signifikant reduzieren. 

Fazit 

Insgesamt zeigte die Mehrzahl der getesteten Gefäße hohe 
bis sehr hohe Werte von UV-absorbierenden Leachables in 
Wasserproben, welche bei 40 °C bzw. 95 °C inkubiert worden 
waren. Zusätzlich wurden die Leachables-Werte durch den 
Autoklaviervorgang erheblich erhöht. UV-absorbierende 
Leachables führten nachweislich zu falsch-positiven Mess-
werten, was möglicherweise nachfolgende Anwendungen 
beeinträchtigt, die auf genauen DNA-/RNA-Messungen be-
ruhen, wie z.B. PCR, qPCR, Sequenzierungen und NGS sowie 
forensische und Microarray-Anwendungen. Unter sämtlichen 
experimentellen Bedingungen und unabhängig vom Auto-
klaviervorgang wiesen Eppendorf Tubes gleichbleibend nied-
rige Leaching-Werte auf und reduzieren somit das Risiko von 
falschen spektrophotometrischen Messwerten signifikant.
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Abb. 2: Falsche DNA-Konzentration (μg/mL) durch UV-absorbierende Leachables, die 
während 30 min Inkubation bei 95 °C aus Reaktionsgefäßen in die Probe aus ultrareinem 
Wasser abgegeben wurden. Abgebildet sind die Mittelwerte aus 24 zusammengelegten 
Proben aus nicht autoklavierten (braune Balken) sowie autoklavierten (blaue Balken) 
Reaktionsgefäßen.
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