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Die mRNA-Quantifizierung via real-time RT-PCR (qRT-PCR) findet heute Anwendung
in einer Vielzahl molekularbiologisch orientierter Labore. Die Methode birgt allerdings
- gerade im Bereich der Pré-Analytik — zahlreiche Fehlerquellen. Vor allem die Messung
der RNA- Qualitat fiihrt bis dato noch ein Schattendasein. Das fiihrt hdufig zu ungenau-
en Ergebnissen oder zu erheblichen Variationen in den Expressionsergebnissen. Die
Optimierung und Standardisierung der pra- und post-PCR stellen somit eine besondere
Herausforderungen bei einer validen mRNA-Quantifizierung dar. Einmal mehr zeigt sich
die GesetzmaBigkeit, dass die Prazision der mRNA-Genexpressionsanalyse durch die
Quantitat und Qualitdt des Ausgangsmaterials, der total-RNA, signifikant beeinflusst
wird. Die groBte Verbesserung verspricht die Optimierung der Probenaufbereitung und
die Bestimmung der RNA-Integritat, sowie die verbesserte Verrechnung der erhaltenen
real-time RT-PCR-Daten.

Die Existenz bestimmter mRNA-Sequenzen
ist Ausdruck der Genexpressionsaktivitat
zugehoriger Gene. Allerdings handelt es
sich bei der mRNA um ein relativ instabiles
Molekiil. In der Zelle wird mRNA stindig
aufgebaut und mit Hilfe der Ribonukleasen
nach der Translation wieder zerlegt. Dies
macht eine besonders aufmerksame Quali-

tatskontrolle der RNA erforderlich. Da die
Genexpressionsanalyse von der Extraktion
bis hin zu post-qPCR-Applikationen sehr
zeitaufwendig und laborintensiv ist, sind
auch die Laborkosten ein nicht unbedeu-
tender Faktor. Somit ist das Arbeiten mit
einer hohen Probenqualitdt fiir alle mo-
lekularbiologischen und diagnostischen
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Abb. 1: Box-Plot der durchschnittlichen RNA-Integritdtsnummer (RIN) boviner Gewebe und
Zelllinien (= rechte fiinf Gewebe). Analyse der RNA-Qualitat mit dem Bionalyzer 2100.
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Anwendungen wiinschenswert. Vor allem
vor der Anwendung der quantitativen RT-
PCR oder vor Array-Applikationen sollte
die Integritat der RNA deshalb {iberpriift
werden.

RNA-Analytik

Konventionelle Methoden der RNA-
Analytik zeigen hdufig das Problem der
Sensitivitdt oder Spezifitit gegeniiber
einzelstrangiger RNA. Zudem werden
einige Methoden stark beeinflusst durch
Kontaminationen oder Verunreinigungen
des Probenmaterials'. Unterschiedlichste
Methoden fiir die Qualitdtsbestimmung
stehen zur Verfiigung: die klassische
Messung der optischen Dichte (OD), die
moderne OD-Messung mittels Nanodrop,
die altbekannte Agarose-Gel-Elektropho-
rese oder die innovative Lab-on-Chip-
Technologie?®. Um die Qualitdt sowie die
Quantitdt der extrahierten RNA zu testen,
empfiehlt es sich, die RNA-Integritdt mittels
Kapillargelelektrophorese zu iiberpriifen.
Die Kapillargelelektrophorese ist in den
letzten Jahren auf ein immer groferes In-
teresse gestoflen, vor allem in Hinblick auf
die Bedeutung der RNA-Integritat. Sowohl
der Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) als auch der
Experion (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA,) bieten die Moglichkeit einer schnellen
und sensitiven RNA-Qualitdtsbestimmung
via Lab-on-Chip im pg-Bereich.

Die sogenannte RNA-Integritdtsnummer
(RIN) stellt ein Qualitdtslabel dar, das von
Agilent Technologies und Quantiom Bio-
informatics entwickelt wurde. Bei diesem
System wird der RNA-Qualitit ein Zahlen-
wert, der RIN-Wert, zugeordnet. Auf Basis
der ribosomalen Untereinheiten 28S- zu
185-rRNA und deren Verhiltnis sowie de-
gradierten Abbauprodukten wird von der
Software ein RIN-Wert auf einer Skala von
1 bis 10 ermittelt. Dabei entspricht 1 einer
vollstandig degradierten RNA und 10 einer
vollig intakten RNA. Mit der RIN-Skala hat
sich inzwischen ein weltweiter RN A-Quali-
tatsstandard entwickelt.

Sorgféltige Probennahme und
Aufbereitung — das Aund O

Die Probennahme stellt in der medizinischen
und veterindrmedizinischen Forschung fast
immer ein Problem dar. Oft werden Proben
von Menschen oder Tieren mittels Biop-
sie entnommen, oder die Gewebeproben
stammen von inhomogenen Tieren vom
Schlachthof. Zudem ist die Integritdt der
Probe sehr stark vom beprobten Gewebe
abhingig®. Bessere RNA-Integritdtswerte
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Abb. 2: Regression der Genexpressionsdaten (Ct) aus einer bovinen Corpus luteum-Zellkultur
versus RIN. Alle vier Gene wurden durch die RNA-Integritat signifikant beeinflusst (P<0.001).

(RIN 8-10) werden im Gegensatz zu den
endogenen Geweben bei Leukozyten (WBC)
oder diversen Zelllinien erreicht (siehe
Abb. 1). Probennahme, Zellaufschluss und
RNA-Extraktion sind bei Zellkulturen und
Blutproben schneller und einfacher zu be-
werkstelligen®.

Gewebe mit einem héheren Anteil an
Bindegewebe und/oder Fettgewebe, einer
erhohten Enzymaktivitat oder durch er-
schwerte Bedingungen bei der Probennahme
konnen eine hohe Variabilitat der RIN-Werte
erkldren. Die recht schnelle Degradation der
RNA durch den Abbau post mortem oder
durch inaddquate Probenbearbeitung und
Lagerung ist bei der Probennahme und bei
allen weiteren Applikationsschritten zu
beriicksichtigen®. Wegen der Notwendig-
keit eines Waschvorgangs, zum Beispiel
bei Darmproben in physiologischer NaCl-
Losung, spielt auch der Zeitfaktor eine
bedeutende Rolle. Auch ist die schnelle La-
gerung in fliissigem Stickstoff oder in RNA-
stabilisierenden Agenzien ist nicht immer
optimal gewdhrleistet. Des Weiteren haben
die RNA-Lagerung sowie die Extraktionen
aus Formalin-fixierten Geweben einen mas-
siven Einfluss auf die RNA-Quantitat und
-Qualitdt und somit auch auf die folgende
quantitative mRNA-Analytik. In der Praxis
ergeben sich zudem grofle Schwankungen
in der RNA-Quantitit und Integritit bei der
Anwendung unterschiedlicher Extraktions-
methoden. Meistens finden fliissig-fliissig-
Extraktionen oder auf Sdulen basierende
RNA-Extraktionssysteme Anwendung, die
sich aber in Effizienz und Qualitat der RNA
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von Labor zu Labor unterscheiden. Um Fehl-
interpretationen zu vermeiden, kommt es bei
klinischen Untersuchungen mit begrenzter
Menge an Probenmaterial entscheidend auf
die genaue Qualititsanalyse des RNA-Aus-
gangsmaterials an®.

Einfluss der RNA-Integritat auf die
qRT-PCR

Die fluoreszenzbasierte real-time PCR
ist ein wichtiges Werkzeug in der Wis-
senschaft, der molekularen Medizin und
Pharmakologie sowie der Biotechnologie.
Die Verfahren sind, einmal etabliert, ein-
fach durchzufiihren. Ebenso erlauben alle
Formate einen hohen Probendurchsatz. Die
real-time PCR kombiniert eine hohe Sen-
sitivitdt mit einer verldsslichen Spezifitat
und Reproduzierbarkeit®”. Die Entwicklung
vieler neuer Anwendungen hat aber auch
neue Probleme offengelegt, die bei der
Etablierung und Durchfiihrung der PCR
sowie der anschlieffenden Auswertung und
Interpretation der Ergebnisse besondere
Aufmerksamkeit verlangen. Unter anderem
z&hlt dazu die Effizienz der PCR innerhalb
eines Zyklus und deren genauen Messung.
Als Storfaktoren bekannt sind viele endo-
gene Bestandteile der Probe sowie exogene
Kontaminanten. Unter anderem inhibieren
und beeinflussen diese Kontaminationen
die Reverse Transkription und auch die
PCR selbst. Inhibitoren sind vor allem
Héamoglobin, Fett, Glykogen, Zelltriimmer,
Ca?, erhohte Konzentration an genomi-
scher DNA und DNA-Bindungsproteine®.

Nicht zu vergessen sind die gewebespezi-
fischen Faktoren, die einen Einfluss auf die
Kinetik der Amplifikation haben kénnen, je-
doch kann dieser Effekt durch eine addquate
Primerwahl behoben werden’. Bisher wurden
jedoch nur wenige Studien durchgefiihrt, die
den Einfluss der RN A- Qualitit auf die PCR-
Ergebnisse untersucht haben. Die Tatsache,
dass die RNA-Qualitédt einen Einfluss auf den
ermittelten Ct-Wert (Cycle threshold) ausibt,
ist offensichtlich. Die grofie Frage ist jedoch,
ab welchem RNA-Degradationsgrad eine
Probe nicht mehr zu verwenden ist.

Um hier eine Antwort zu finden, wurde
der Einfluss der RNA-Integritdt boviner
Gewebe und Zelllinien auf die qRT-PCR-
Ergebnisse untersucht. Die RNA-Qualitat
einer Probe wurde mittels einer ubiquitar
vorkommenden Ribonuklease auf unter-
schiedliche RNA-Qualidtsstufen eingestellt.
Im Mittel wurden 12 Degradierungsstufen
einer RNA-Probe, also mit dem gleichen
Transkriptom, hergestellt. Die Qualitat
wurde mit dreimaliger Wiederholung auf
einem Nano-Lab-Chip Kit 6000 (Agilent
Technologies) analysiert und anschlieflend
mittels der qRT-PCR das Expressionsniveau
von vier Genen (185-rRNA, 285-rRNA,
B-Actin und IL-1f) in einem Rotor-Gene
6000-Thermocycler gemessen. Der Einfluss
unterschiedlicher RIN-Werte auf die qRT-
PCR wurde mit Hilfe der Regressionsana-
lyse (Korrelation der RIN mit dem Ct-Wert)
analysiert.

Die verwendeten Gene zeichneten sich
durch ihre unterschiedliche Expressions-
niveaus aus: stark exprimierte Gene wie
18S- und 28S-rRNA, intermedidr expri-
miert wurden Gene wie das f-Actin und
gering exprimiert wurden Gene wie das
fiir IL-1p. Die Abbildung 2 verdeutlicht die
Bedeutung einer grofflem RNA-Integritat.
Eine hohe RNA-Qualitédt (hoher RIN) zeigt
deutlich niedrigere Ct-Werte als stark de-
gradierte RNA-Proben (niedriger RIN). Fiir
alle untersuchten Gewebe und Zelllinien
(n=10) konnte eine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden®. Es konnte kein Ein-
fluss des RIN-Wertes auf die PCR-Effizienz
festgestellt werden??.

Kann degradierte RNA verwendet
werden?

Die entscheidende Frage lautet, ,Kann ich
auch partiell degradierte RNA in der real
time qRT-PCR einsetzen?” Die Losung
scheint in der Wahl der richtigen post-PCR
Datenverrechnung zu liegen. Als haufigste
Methode der Datenauswertung wird die
relative oder vergleichende Genexpressi-
onsanalyse angewandt. Bei der relativen
Quantifizierung wird die mRNA-Expressi-
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on des Zielgens mit der eines Referenzgens
normalisiert, auch als delta-Ct (ACt)-Me-
thode bekannt'*!. Der Vorteil der Nor-
malisierung mit einem internen Standard
liegt in der Reduzierung der Varianz der
Expressionsergebnisse. Gewebe- und Ma-
trixeffekte, unterschiedliche RN A-Extrakti-
onseffizienzen und Fehler bei der reversen
Transkription innerhalb einer experimen-
tellen Probe werden normalisiert, da sie
gleichermafien beide Gene — das Referenz
und auch das Zielgen — betreffen. Inwieweit
sich auch der Einfluss der RNA- Integritdt
durch die relative Quantifizierung, sprich
durch Normalisierung, herausrechnet, zeigt
Abbildung 3. Der signifikante Einfluss der
RNA-Integritat auf die Genexpressionsda-
ten konnte hier auf ein Minimum reduziert
werden.

Die normalisierten Werte der untersuch-
ten Gene zeigen auch nach der Normali-
sierung eine unterschiedliche Reaktion auf
die RNA-Integritét. Die stark exprimierten
Gene fiir 185- und 285-rRNA unterliegen
auch nach der Normalisierung einer Be-
einflussung durch die RNA-Integritat.
Die normalisierten Daten des niedrig
exprimierten Gens IL-1f werden nach
der Normalisierung nicht mehr durch die
Qualitat der RNA beeinflusst. Vor allem
RIN-Werte kleiner als fiinf zeigen einen
starkeren Einfluss auf die Ct-Werte und auf
die ACt-Werte.

RIN-Werte tiber fiinf sind somit unab-
dingbar fiir eine erfolgreiche Genexpres-
sionsanalyse. Proben mit einer Integritat
kleiner als RIN 5 eignen sich auch nach
einer Normalisierung nur sehr bedingt zur
Genexpressionsanalyse. Zudem spielen
auch hier die Gewebe- und Matrixeffekte
eine bedeutende Rolle**.

Zu beachten ist weiterhin, dass nur mit
einem Referenzgen (B-Actin) normalisiert
wurde. Die oft iibliche Praxis, die Daten
gegen ein einziges Referenzgen abzuglei-
chen, ist wegen der Fehleranfilligkeit nur
méfBig geeignet. Die Normalisierung gegen
mehrere Referenzgene, in der Regel zwei
bis drei, ist unabdingbar fiir eine korrekte
Behandlung von Expressionsdaten und
deshalb in der Regel ein entscheidender
Schritt bei der Erstellung valider qRT-PCR-
Expressionsprofile'.

Die relative Quantifizierung ldsst sich
weiter optimieren, indem die unterschied-
lichen qPCR-Effizienzen der untersuchten
Gene in die Analyse miteinbezogen werden.
Die Effizienz-korrigierte relative Quantifi-
zierung mittels real-time qRT-PCR stellt bis
dato die eleganteste Form der Quantifizie-
rung dar'. Diese Quantifizierungsstrategie
ist gerade im Hinblick auf den geringen
Einfluss der RNA-Integritdt auf die PCR-
Effizienz von wichtiger Bedeutung?®. Aus
diesem Grund kann das Modell auch bei ge-
ringfligig verschiedener RNA-Qualitit an-
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Abb. 3: Normalisierte Daten des bovinen Corpus luteum. Der signifikante Einfluss der RNA-
Integritat konnte auf ein Minimum reduziert werden.

gewandt werden, da eine Normalisierung
bei diesem Modell vorausgesetzt wird.

Fazit

Die Studie hat damit gezeigt, wie wichtig
die Qualitatskontrolle der RNA vor der Gen-
expressionsanalyse ist. Eine RNA kann mit
einer Qualitdt von einem RIN > 5 fiir die qRT-
PCR verwendet werden. Optimal sind RIN-
Werte von 8 bis 10. Zwar muss auch hierbei
dem Gewebe- und Matrixeffekte und dem zu
untersuchendem Gen grofie Aufmerksambkeit
geschenkt werden.

Da wir uns erstam Beginn der Entwicklung
der Pra-qRT-PCR-Datenanalyse befinden, er-
scheint es notwendig, bei zukiinftigeren Da-
tenanalysemethoden die Integritat der RNA
mit einzubeziehen. Auf diese Weise konnen
Fehlinterpretationen der Daten vermieden
und Kosten reduziert werden. Weitere Infor-
mationen und Publikationen auf: http://RNA-
integrity.Gene-Quantification.info
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