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Die Qualitat des Probenmaterials, also der Gesamt-RNA, hat einen
markanten Einfluss auf die Richtigkeit der quantitativen RT-PCR. Die
Uberpriifung der RNA-Qualitit vor einer Expressionsmessung ist unab-
dingbar, um verlassliche RT-qPCR-Expressionsergebnisse zu erhalten.

The integrity of total RNA has a distinct influence on the accuracy of
RT-qPCR. Quality assessment is an essential step for the evaluation of
reliable results in gene expression analysis.

zieren und sich auf die Glaubwiirdigkeit der
Daten zu verlassen [1].

B Die Messung von RNA-Expressionsprofi-
len hat sich als hilfreich erwiesen, um den
physiologischen Zustand einer Zelle oder
Integritat der Gesamt-RNA

Die klassische Qualitdtsmessung der Gesamt-
RNA erfolgt iiber die Betrachtung der Agaro-

eines Gewebes zu einem bestimmten Zeit-
punkt zu erfassen. Die RNA ist sehr emp-
findlich und durch die ubiquitdr vorkom-
menden Nukleasen der stindigen Gefahr
einer Degradierung unterworfen. Diese Gefahr

se-Gelelektrophorese der Gesamt-RNA, im
Wesentlichen der ribosomalen RNA (rRNA),
welche die grofite RNA-Fraktion darstellt (85—
90 Prozent). Bei einer RNA-Probe von hoher
Qualitdt geht man von einem 28S/18S-rRNA-
Verhdltnis von 2,0 aus. Die subjektive
Abschétzung der RNA-Qualitit durch die Aus-
wertung eines Gels ist jedoch stark abhdngig
von der Einschdtzung und Erfahrung des Ein-
zelnen und von Forscher zu Forscher nur
bedingt vergleichbar. Zur Standardisierung
sollte deshalb auf automatisierte Kapillar-
Elektrophorese durch die Lab-on-Chip-Tech-
nologie zurlickgegriffen werden. Auf dem
Markt sind verschiedene Lab-on-Chip-Instru-
mente wie der 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies) und der Experion (Bio-Rad) zur
Uberpriifung der RNA-Integritit erhiltlich.
Mithilfe der Kapillar-Elektrophorese werden
die einzelnen Fraktionen der rRNA (55, 18S,
28S), die mRNA sowie fragmentierte RNAs
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essenziell sind und wie die Genexpressions-
daten publiziert werden sollen. Dadurch soll
anderen Forschergruppen die Moglichkeit
gegeben werden, die Methode zu reprodu-

ryote RNA-Chip (Agilent Technologies).

A Abb. 1: ,Virtuelles Gel” generiert durch die 2100 Bioanalyzer Software. Ergebnisse des Muskel-
gewebes in elf Degradierungsstufen (Spur L: RNA-Leiter; Spur 1: beste RNA-Qualitét mit
RIN = 7,80, bis Spur 11: schlechteste RNA-Qualitat mit RIN = 2,5), gemessen auf dem NANO Euka-
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der GroBe nach aufgetrennt, visualisiert
und in einem Elektropherogramm
sowie als ,virtuelles Gelbild“ dargestellt
(Abb. 1). Zusitzlich zu dem 28S/18S-
rRNA-Verhéltnis generieren beide Sys-
teme einen Zahlenwert von 1 bis 10, der
die Einstufung der RNA-Integritét ver-
einfachen soll. Der Bioanalyzer bedient
sich der RNA Integrity Number (RIN)
und der Experion dem RNA Quality
Index (RQI). Ein Wert von 10 repréasen-
tiert eine intakte, nicht degradierte und
nicht fragmentierte RNA von sehr hoher
Qualitdt, und 1 steht fiir komplett degra-
dierte und fragmentierte RNA mit
geringster Qualitdt [2].

2100 Bioanalyzer und Experion
im Vergleich

In einer Studie wurden der 2100 Bio-
analyzer und Experion hinsichtlich der
RIN-und RQI-Algorithmen zur Bestim-
mung der RNA-Qualitdt sowie deren
Sensitivitat, Reproduzierbarkeit und
Linearitat der Messbereiche verglichen.
Bezliglich der Sensitivitait und der
Reproduzierbarkeit zeigte der Experion
verglichen mit dem 2100 Bioanalyzer
leicht bessere Ergebnisse, was auf die
Automatisierung der Chipvorbereitung
zuriickgefiihrt werden kann. Hinsicht-
lich der Linearitét zeigte der 2100 Bio-
analyzer bessere Korrelationen. Vor
allem im mittleren und unteren RNA-
Qualitatsbereich misst der Bioanalyzer
genauer (Abb. 2). Im GroBen und Gan-
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zen sind beide Geréte sehr vergleich-
bar und gut geeignet, um die Qualitdt
von RNA zuverldssig und schnell zu
bestimmen [3].

Konzentrationsbestimmung von
miRNAs

Die Messung der Integritat sollte auch
in die Routineanalyse bei neuen Appli-
kationen, wie z. B. die Analytik von
microRNAs (miRNAs) eingefiihrt wer-
den. Bei miRNAs handelt es sich um
kleine, regulatorische RNA-Molekiile
mit einer Lange von ca. 22 bp. Seit
deren Entdeckung im Jahr 1993 ist das
analytische Interesse immer weiter
angestiegen. Insbesondere in der kli-
nischen Diagnostik sind Expressions-
profile von miRNAs von Nutzen, da die-
se als Biomarker fiir die Friiherken-
nung bestimmter Krankheiten, vor
allem verschiedener Krebsarten, die-
nen konnen [4, 5]. Auch miRNAs zdh-
len zur Gruppe der Nukleinsduren und
ihre Expression wird daher mit den
gleichen analytischen Methoden quan-
tifiziert wie auch die der mRNA. Bereits
bei der Konzentrationsbestimmung der
miRNAs muss man sich jedoch ande-
ren analytischen Herausforderungen
stellen. Mit den konventionellen photo-
metrischen Methoden ist es nicht mog-
lich, unterschiedliche RNA-Fraktionen
in einem Extrakt zu erfassen. Eine der
wenigen Moglichkeiten, die Konzen-
tration der miRNA zu messen, bietet
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A Abb. 3: Lineares Verhalten der mRNA-Expression, gemessen in Muskelgewebe iiber mehrere
Degradierungsstufen mit héchst signifikanten Korrelationen zwischen dem Quantifizierungspunkt
Cq und RIN (bei allen sieben mRNAs ist p < 0,001; mittlere Steigung = 1,521, mittlere r? = 0,837).
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A Abb. 4: Lineares Verhalten der miRNA-Expression, gemessen in Muskelgewebe liber mehrere
Degradierungsstufen mit hochst signifikanten Korrelationen zwischen dem Quantifizierungspunkt
Cq und RIN (bei allen acht miRNAs ist p < 0,001; mittlere Steigung = 0,709, mittlere r? = 0,835).

der 2100 Bioanalyzer. Zusitzlich zur RNA-
Qualititsanalytik bietet dieses Gerat mit dem
smallRNA-Chip die Moglichkeit, selektiv die
Konzentration von miRNA in der Gesamtheit
der kleinen RNAs (< 200 Basen) zu bestim-
men. Die Ergebnisse werden als absolute Kon-
zentration [pg], sowie als relativer Anteil an
der Fraktion der kleinen RNAs [%] angege-
ben. In eigenen Untersuchungen konnte
jedoch gezeigt werden, dass bereits hier ein
deutlicher Einfluss der Gesamt-RNA-Inte-
gritat besteht.

Bei der Messung der miRNA-Konzentra-
tion von Proben unterschiedlicher Qualitat
am Bioanalyzer konnte eine deutlich signifi-
kante, negative Korrelation zwischen sowohl
der absoluten als auch der relativen miRNA-
Konzentration und dem RIN festgestellt wer-
den. Durch die fortschreitende Degradierung
kommt es zur Bildung kleiner RNA-Frag-
mente, die in den Messbereich des smallR-
NA-Chips fallen und dadurch zu einer Uber-
schatzung des miRNA-Gehalts fiihren [6]. Die
Konzentrationsmessung der miRNA am 2100

Bioanalyzer ist also nur verldsslich fiir Proben
mit sehr guter bis guter Gesamt-RNA-Inte-
gritiat. Daher wird empfohlen, die miRNA-
Qualitat nicht isoliert von der Gesamt-RNA
zu betrachten, sondern alle RNA-Fraktionen
als Gesamtbild zu werten.

Genexpressionsanalytik von
Nukleinsauren

Die RT-qPCR ist eine sensitive und verldssli-
che Methode, um die Expressionsprofile von
RNAs zu messen, und ist in den letzten Jahr-
zehnten zum Goldstandard in der Genex-
pressionsanalytik geworden. Bereits in frii-
heren Studien konnte gezeigt werden, dass
die Qualitdt von RNA-Proben einen deutlichen
Einfluss auf die Durchfiihrung der PCR hat
[7, 8]. Wie in Abbildung 3 dargestellt, konn-
ten diese Ergebnisse durch eigene Experi-
mente bestatigt werden [6]. Die mRNA-
Expression sieben verschiedener Gene wur-
de in Proben mit unterschiedlichem Degra-
dierungsstatus gemessen. Bei allen Genen
zeigte sich eine hochst signifikante negative
Korrelation zwischen RIN und dem Quantifi-
zierungspunkt Cq.

Auch auf Ebene der miRNA zeigt der Degra-
dierungsgrad einen Einfluss auf die Leis-
tungsfiahigkeit der RT-qPCR. In Abbildung 4
sind Ergebnisse einer Expressionsmessung
von acht verschiedenen miRNAs dargestellt.
Auch hier kann eine hochst signifikante, nega-
tive Korrelation zwischen RIN und Cq beob-
achtet werden. Auffallend ist, dass die Stei-
gung der Korrelationen geringer sind, und
somit der Einfluss der Degradierung sich bei
den miRNAs nicht so markant, aber trotzdem
hoch signifikant (p < 0,001), prasentiert.

Zusammenfassung

Es zeigt sich also, dass sowohl die PCR der
mRNA als auch der miRNA durch die RNA-
Integritat beeinflusst werden, die Leistungs-
fahigkeit der miRNA-Quantifizierung jedoch
in geringerem AusmaB beeintrachtigt wird
als die der mRNA-Quantifizierung. Durch
geeignete Normalisierungsstrategien in der
Datenauswertung lasst sich der negative Ein-
fluss der RNA-Qualitdt zum Teil eliminieren,
trotzdem besteht bei Proben mit einem
RIN < 5 die Gefahr von nicht verldsslichen
Ergebnissen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
die Qualitiat der Gesamt-RNA bei jeglichen
Genexpressionsexperimenten sowohl in der
Vorbereitung als auch in der eigentlichen
Durchfiihrung beachtet werden sollte und bei
allen Prozessierungsschritten ein besonde-
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res Augenmerk auf die Gefahr der Degradie-
rung gelegt werden muss. |
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Die Arbeitgruppe von PD Dr. Michael W. Pfaffl
am Lehrstuhl fiir Physiologie an der TUM Wei-
henstephan beschéftigt sich seit Mitte der
90er-Jahre mit der absoluten Quantifizierung
spezifischer mRNAs via competitiver RT-PCR
sowie Real-Time-RT-PCR. Seit Beginn 2000
wurde der Schwerpunkt auf die relative Quan-
tifizierung, die Optimierung der Quantifizie-
rungsstrategie und auf die Entwicklung von
Software-Algorithmen und Auswertesoftware
gelegt. Im Weiteren stehen das Qualitdtsma-
nagement der PCR und die MIQE-Richtlinien
im Vordergrund.
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