Blitzlicht MIQE-Richtlinien

Qualitat und Richtigkeit
von gPCR-Ergebnissen

steigern

PD Dr. Michael W. Pfaffl, Technische Universitdt Miinchen, Freising-Weihenstephan

Die Anwendung der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) oder die Kombination der
qPCR mit der reversen Transkription (RT) ist zu einem Routinewerkzeug in der modernen mole-
kularbiologischen Forschung und molekularen Diagnostik geworden. Das Expression Profiling
biologischer Proben auf mRNA- und microRNA-Ebene mittels quantitativer RT-PCR (RT-qPCR) ist von
groBem Nutzen und liefert wichtige Ergebnisse in zahlreichen biologischen Disziplinen. Vor allem
in der Routinediagnostik, der universitaren und industriellen Forschung sowie in der funktionellen

Genomforschung ist sie unverzichtbar.

Dennoch gilt es, der selbst in Fachmedien oft
als ,einfach und reproduzierbar” bezeichneten
gPCR-Methodik weiter kritisch gegeniiberste-
hen und weiter an der Richtigkeit der erzeugten
quantitativen Ergebnisse zu arbeiten. Dazu ge-
hort es,den gesamten gPCR-Arbeitsablauf—von
der Probennahme bis zur statistischen Auswer-
tungder Ergebnisse—griindlich zu hinterfragen
und dieRichtigkeit der Ergebnisse zu Uiberprifen.
In der aktuellen publizierten Literatur mangelt
es oft an Informationen hinsichtlich der experi-
mentellen Details darlber, welche Reagenzien
in welcher Konzentration eingesetzt und wie
die signifikanten Expressionsunterschiede
berechnet wurden. In vielen Publikationen
hochrenommierter Journale fehlen essentielle
Informationen, die es erlauben, die wissen-
schaftliche Qualitat der dargestellten Resultate
kritisch zu bewerten oder das Experiment im
eigenen Labor zu wiederholen. Deshalb wurden
im vergangenen Jahr von einem kleinen Kreis

an Wissenschaftlern die MIQE-Richtlinien® ins
Leben gerufen—The MIQE Guidelines: Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments. Diese zielen darauf ab,
dieRichtigkeit der gewonnenen Resultate zu ver-
bessern und die Vollstandigkeit der publizierten
wissenschaftlichen Literatur sicherzustellen,um
experimentelle Transparenz herzustellen und
die Interlabor-Reproduzierbarkeit zu fordern.
Die MIQE Guidelines stellen einen Richtlinien-
satz dar — gruppiert in neun Uberschriften mit
85 Unterpunkten — der das Minimum an essen-
tiellen Informationen zu gPCR-Experimenten
beschreibt, die in Publikationen beschrieben
werden missen (Abb. 1), damit sie flr den Le-
ser verstandlich, transparent und vollstandig
nachvollziehbar sind. Des Weiteren fordern die
Autoren, dass alle relevanten experimentellen
Bedingungen —wie etwa die Probeneigenschaf-
ten, die exakte Beschreibung der verwendeten
Chemikalien und Kits, samtliche Sequenzen
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Abb. 1: Hauptiiberschriften der MIQE-Richtlinien
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fir Primer und Sonden — offengelegt und zur
Verfligung gestellt werden, sodass die Leser
die Richtigkeit der verwendeten Protokolle
beurteilen kdnnen. Dies schafft Vertrauen in ver-
offentlichte Daten, und gegebenenfalls konnen
die gewonnenen Ergebnisse reproduziert und
bestatigt werden.

Insgesamt sollen die MIQE-Richtlinien eine
bessere experimentelle Praxis sowie vollstan-
digere Publikation der Methoden anregen, um
in Zukunft eine zuverldssigere und unmiss-
verstandlichere Deutung der qPCR-Resultate
zu ermoglichen. Die MIQE-Datensatze sollten
der Leserschaft entweder als Kurzform in der
Publikation oder als online-Supplement zur
Verfuigung gestellt werden. Dadurch sollen
die Qualitat der Experimente und die richtige
biologische Deutung der Ergebnisse moglich
sowie fehlerhafte biologische Schlussfolge-
rungen infolge mangelhafter qPCR-Ergebnisse
verhindert werden.

Die groBten Fehlerquellen der qPCR

Betrachtet man den Arbeitsablauf der qPCR,
von der Probennahme bis hin zur statistischen
Auswertung der Ergebnisse, sofallt auf,dass vor
allemin den Pra-und Post-qPCR-Arbeitsschritten
haufig Fehler auftreten. Dies kann einerseits im
experimentellen Design des Versuchs begriindet
sein oder in den ersten Arbeitsschritten, die zur
Degradierung der biologischen Proben und Nu-
kleinsaure flhren2 Im Post-PCR-Bereich fallt oft
die mangelnde oder fehlerhafte Datenauswahl
bei der Normalisierung auf, was zu einer signi-
fikanten Verschiebung der Expressionslevel und
somit zu unrichtigen Quantifizierung fiihren
kann3.Weitere Fehler, die in der Praxis auftreten,
sind im Folgenden exemplarisch genannt.

Inadaquate Probennahme: Der Zeitraum zwi-
schen der Beprobung und der Fixierung der DNA
oder RNAin stabilisierender Losungist zu lang.In
der Folge kommt es zur Degradierung niedrig ex-
primierter Nukleinsauren und zur Verschiebung
des gesamten Expressionsmusters.

Lagerung: Die Lagerung der biologischen Pro-
be oder der extrahierten RNA in falschem Puffer
(Stabilisator) sowie bei falscher Temperatur ha-
ben signifikanten Einfluss auf die quantitativen
Ergebnisse.

Nukleinsaureextraktion: Die Reproduzierbar-
keit der Extraktion bestimmter Nukleinsaure-
fraktionen (total-RNA, mRNA, microRNA, small
RNAs oder genomische DNA) stelltimmer noch
ein zentrales Problem dar. Wird die extrahierte
Nukleinsaurekonzentrationen aus identischen
Mengen an zu untersuchendem Gewebesti-
cken verglichen, kommt es oft zu bemerkens-
werten Unterschieden. Weshalb? Vielleicht
sollte man doch noch einmal am Protokoll,
an der Beprobungsmethode und an der Wie-
derholbarkeit der Methode zweifeln oder sich
Gedanken lber die Gewebezusammensetzung
der biologischen Probe machen! Komplexe und
heterogen zusammengesetzte biologische
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Proben ergeben heterogene quantitative Nuk-
leinsaurekonzentrationen.

Degradierung der RNA: Was bedeutet der
RIN- oder RQI-Wert, und welchen Effekt hat
er auf die Ergebnisse? Das sollte jedem Wis-
senschaftler bewusst sein, der quantitative
Expressionsstudien durchfiihrt4s.

Reverse Transkription (RT): In der Literatur
wurde wiederholt gezeigt®?, dass der RT-Schritt
eineimmense Varianz birgt, die es zu vermeiden
gilt. Leider glauben die meisten Wissenschaftler
heute immer noch, dass die RT-Effizienz nahezu
100% betragt. Weit gefehlt! Die Effizienzen
und Varianzen sind enzymabhangig und von
Gewebe zu Gewebe sowie von mRNA zu mRNA
unterschiedlich. Hier hilft nur Optimierung der
reversen Transkription und technische Replikate
auf RT-Ebene.

Primer und Sonden: Die Wahl der Primer-und
Sondensequenzen haben einen signifikanten
Einfluss auf die Reaktionseffizienz und ent-
scheiden (ber Erfolg oder Misserfolg sowie
Uber die Robustheit des verwendeten Assays
in unterschiedlichen Geweben'. Deshalb ist
es wichtig, Uber die PCR-Effizienz und liber die
Wiederholbarkeit bei verschiedenen Expressi-
onsniveaus Bescheid zu wissen®.

Datenauswertung:Seit nunmehrachtJahren
gibt es das Schllsselpaper von Vandesompele
et al’®, und noch immer liest man in hochran-
gigenJournalen,dass die Referenzgene anhand
anderer Publikationen ausgewahlt wurden
und nicht hinsichtlich ihrer Eignung als unre-
gulierte Referenzgene Uberprift wurden. Bei
der relativen Quantifizierung kommt es durch
mangelnde Validierung der Referenzgene zu
quantitativ falschen Ergebnissen und somit zu
falschen biologischen Schlussfolgerungen.Wird
die Normalisierung mit mehreren validierten
Referenzgenen durchgefiihrt,und verlasst man
sich bei der relativen Berechnung sowie der
statistischen Auswertung nicht auf seine selbst-
geschriebenen Excel-Tabellen, sondern auf frei
verfiigbare Quantifizierungssoftware™, lsst
sich die technische Varianz reduzieren. Dann
erhalt man validere Ergebnisse™, die richtiger
sind (Richtigkeit!), eine kleine Varianz aufweisen
(Wiederholbarkeit!), und zu einer signifikante-
ren Abgrenzung der Expressionsunterschiede
in den untersuchten Gruppen fihren kénnen
(biologische Relevanz!).

Aber warum wollen wir heute die voll
quantitative PCR-Methode anwenden und
nicht wie friiher die klassische Block-PCR mit
Endpunktanalyse auf dem Agarosegel? Weil
wir mit den vergangenen sehr fraglichen ,semi-
quantitativen® Ergebnissen nicht zufrieden
waren und uns jetzt bessere Methoden zur
Wahl stehen. Aber wir missen es schaffen, die
wirklichen Vorteile der gPCR herauszuarbeiten
und nicht blind den Cg-Werten zu vertrauen,
die unsere real-time Cycler auswerfen. Ziel ist
es nicht, weitere Hurden auf dem Weg zum
Publizieren einzubauen, sondern die Qualitat
der Wissenschaft zu verbessern. Zweifellos ist
es wichtig, den gesunden Menschenverstand
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anzuwenden, um zu entscheiden was im indi-
viduellen Studiendesign wichtigist und was mit
den Ergebnissen ausgesagt werden soll.

Zielist es,moglichst viele der 85 Unterpunkte,
zumindest aber die 57 essentiellen Punkte auf
der Checkliste zu beachten. Um die Sache ein
wenig zu vereinfachen, sind kirzlich fur Pub-
likationen, die eine reine ,relative Quantifizie-
rung”durchflhren, verkiirzte Richtlinien mit 29
Unterpunkten publiziert worden - MIQE precis:
Practicalimplementation of minimum standard
guidelines for fluorescence-based quantitative
real-time PCR experiments'4.

Nachschlag

Wir bekommen sehrviele Nachfragen aus allen
Anwendungsbereichen der qPCR und auch von
EditorendiverserJournale bzw.Verlagshausern,
wie streng die MIQE-Richtlinien anzuwenden
und zu werten sind. Der Diskussionsbedarf
ist gro3, und deshalb widmen wir auf unserer
nachsten gPCR Tagung im Marz 2011 (www.
qPCR2011.net) wieder eine Session den MIQE
Guidelines und der qPCR-Qualitatskontrolle.
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