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Real-time RT-PCR: Neue Ansatze zur exakten

mRNA Quantifizierung

Michael Walter Pfaffl, Lehrstull fiir Physiologie, Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir Ernédhrung,

Landnutzung & Umwelt, Freising

Die molekularen Technologien Genomics,
Transcriptomics und Proteomics erobern
immer mehr die klassischen Forschungsge-
biete der Biowissenschaften. Die enorme
Flut an gewonnenen Daten und Ergeb-
nissen ist von iiberproportionalem Nutzen
in der molekularen Diagnostik und Physio-
logie sowie die ,Functional Genomics”.
Immer neue ausgekliigelte Methoden und
Anwendungen sind daher nétig um
komplexe physiologische Vorgdnge zu
beschreiben. Da wir uns erst an Anfang
dieser molekularen Ara befinden, ist es
notwendig diese Techniken zu optimieren
und komplett zu verstehen.

Eine dieser technisch ausgefeilten
Methoden zur zuverldssigen und exakten
Quantifizierung spezifischer mRNA, stellt
die real-time RT-PCR dar. Dieser Artikel
beschreibt im Wesentlichen die effizienz-
korrigierte relative Quantifizierung, die
Normalisierung der Expressionsergebnisse
anhand eines nicht regulierten ,,House-
keeping Gens”, die Berechnung der real-
time PCR Effizienz sowie die Verrechnung
und statistische Auswertung der Expres-
sionsergebnisse.

Alle beschriebenen Themenkomplexe
kénnen im Detail auf der korrespondie-
renden Internetseite
(httpz//www.wzw.tum.de/gene-quantifica-
tion/) in internationalen publizierten
Originalarbeiten nachgeschlagen werden.

» Die Anwendung der Reversen Trans-
kription (RT) mit folgender Polymerase Ket-
tenreaktion (PCR) zum Nachweis einer spe-
zifischen mRNA ist heute ein Routine-
werkzeug in der Molekularbiologie. Der
Nachweis kann qualitativ in klassischen R'T=
PCR Blockeyclern oder quantitativ mittels
Echtzeit RT-PCR (real-time RT-PCR oder
qRT-PCR) durchgefiihrt werden. Voraus-
setzung fiir einen zuverldssigen quantitati-
ven Nachweis ist eine funktionierende
mRNA Analytik, die exakte mRNA Quan-
tifizierungsergebnisse bei ausreichender Ge-
nauigkeit und hoher Wiederholbarkeit lie-
fertl!l, Es stehen zwei generelle Quantifi-
zierungsstrategien in der real-time RT-PCR
zur Verfiigung (Abb. 1):

Die absolute Quantifizierung wird anhand
einer gegebenen Kalibrierkurve durchge-
fiihrtl?l, basierend auf einer Verdiinnungs-
reihe von RT-PCR Produkten, Plasmid
DNA, 712 vitro transkribierter RNA, synthe-
tisierter DNA oder RNA Oligomere.

Bei der relative Quantifizierung wird die
Genexpression eines Zielgens auf ein wei-
teres nicht reguliertes ,, Housekeeping Gen *
(HKG) oder auf einen HKG Index, der sich
aus mehreren HKG zusammensetzt, bezo-
gen (Abb. 1). Man nennt diesen Vorgang auch

Normalisierung der Expressionsergeb-
nissel®l. Die relative Quantifizierung lisst
sich weiter optimieren, indem man die
unterschiedlichen real-time PCR Effizien-
zen der untersuchten Faktoren mit beriick-
sichtigt. Die effizienz-korrigierte relative
Quantifizierung mittels real-time RT-PCR
stellt bis dato die genaueste Form der
mRNA Quantifizierung dart*,

Crossing Point

In der real-time PCR wird heute nicht mehr
primir in DNA Produktmengen oder -kon-
zentrationen gerechnet, sondern als Ma@ fiir
die Quantifizierung der Startmenge werden
die sog. Ct oder CP (= Crossing Point) Wer-
te herangezogen. Sie entsprechen der An-
zahl der PCR Zyklen die nétig sind um ein
konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Am CP befindet sich in allen Re-
aktionsgefiBBen die gleiche Menge an neu
synthetisierter DNA. Im Falle einer 100%
Effizienz der PCR verdoppelt sich mit je-
dem Zyklus die DNA Produktmenge und
analog dazu das Fluoreszenzsignal. Ein um
eine Einheit geringerer CP entspricht der
doppelten Menge an eingesetzten cDNA;
respektive mRNA Startmenge.
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Abb. 1: Quantifizierungsstrategien in der quantitativen real-time RT-PCR.
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Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung wird die Ex-
pression der Zielgene mit der eines nicht re-
gulierten HKG normalisiert. Dabei werden
nicht die absoluten Startkopienzahlen oder
-konzentrationen bestimmt, sondern die Ex-
pression des zu untersuchenden Gens wird
auf ein zweites, ubiquitir und homogen ex-
primiertes Gen bezogen. Die Vorteile der
Normalisierung liegen in der Reduzierung
der Varianz der Expressionsergebnisse, da Ge-
webe- und Matrixeffekte, unterschiedliche
RNA Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei
der RT innerhalb einer experimentellen Pro-
be gleichermalien das Zielgen und das HKG
betreffen. In den folgenden Berechnungen
des Expressionsunterschiedes heben sich die-
se individuellen Probeneffekte wieder auf.
GAPDH, ribosomale Untereinheiten (18S
und 28S), Ubiquitin, Histon Untereinheiten
und B-Aktin sind wohl die geldufigsten HKG
die zur Normalisierung herangezogen wer-
den. Die relative Expression des zu untersu-
chenden Gens in den behandelten experi-
mentellen Proben wird auf ein Kontrollpro-
benmaterial bezogen. Die Berechnung des
Expressionsunterschiedes (Ratio) kann iiber
die sog. AACP Methode oder iiber genauere
Effizienz korrigierte Modelle erfolgen. Dabei
wird im ersten Schritt fiir jede untersuchte
Probe der CP Wert des Referenzgens vom CP
Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert
(ACP =CP Zielgen — CP Referenzgen). Nach
dieser Normierung wird vom ACP Wert der
experimentell behandelten Proben der ACP
Wert einer Kontrolle abgezogen (ACP); man
kommt zum sog. ,,delta-delta CT* Berech-
nungsmodell. Der relative Expressions-
unterschied einer Probe zwischen der Be-
handlung und der Kontrolle (Ratio), normali-
siert zum Referenzgen und bezogen auf ei-
ne Standardprobe, ergibt sich aus der arith-
metischen Formel 2-88CPIS],

ACP =CP Zielgen—CP Referenzgen
AACP =ACP Behandlung—ACP Kontrolle
Ratio = 2-84CP

Dieses Berechnungsschema setzt eine
Verdoppelung der DNA Menge in jedem
Zyklus voraus. Man geht von einer optima-
le real-time PCR Effizienz in allen Proben
aus, was natiirlich nicht der Praxis entspricht.
Die ,,wahre real-time PCR Effizienz* diirfte
sich unter optimierten Reaktionsbedingun-
gen im Bereich von 1,7 bis 1,9 bewegen und
weist Schwankungsbreiten von 1,5 bis iiber
2,0 auf. Geringste Schwankungen in der Ef-
fizienzen von Zielgen zu Referenzgen fiih-
ren zu enormen Unterschieden in den Ex-
pressionsunterschieden!®. Deswegen sind
Berechnungsmodelle entwickelt worden die
der unterschiedlichen Effizienzen in den ex-
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perimentellen Proben Rechnung trigt. Aus-
gehend vom oberen ,,delat-delta CT*“ Modell
wurde das effizienz-korrigierte relative
Quantifizierungsmodell entwickelt!,

)ACPZi elgen (Kontrolle — Behandlung)

Ratio = (EZieIgen
(p . .>ACP

(Kontrolle— B )

Das Berechnungsmodell setzt sich aus der
Berechnung des Expressionsunterschiedes
zwischen Behandlung und Kontrolle im Ziel-
gen im Zihler und aus der Berechnung des
Expressionsunterschiedes des Referenzgens
im Nenner zusammen. Idealerweise ist das
Referenzgen nicht reguliert und sowohl in der
Behandlung als auch in der Kontrolle sind die
CPs identisch, d.h. die CPs heben sich in der
Berechnungsformel auf. Der Nenner wird
gleich eins, das Referenzgen fillt heraus und
die berechnete Ratio ist nur von den Expres-
sionsunterschieden des Zielgens abhingig.

(E,; | )ACPZielgen (Kontrolle— Behandlung)
Ratio = Zielgen

(E

)()
Referenzgen

10= ACPZielgen (Kontrolle— Behandlung)
Ratio = (Egigjoen) g

Zielge:

Berechnungssoftware — REST

Hat man nun, wie iiblich in einem wissen-
schaftlichen Experiment, mehrere Proban-
den oder Wiederholungen die behandelt
sind und weitere die als Kontrolle dienen, so
kommt mit dem oben beschriebenen relati-
ven Modell (n = 1) nicht mehr weiter. Man
muss die Gruppe der Behandelten als auch
die Gruppe der Kontrollen zusammenfassen.
Dies fiithrte dazu eine Software zu schreiben
die dem Problem Rechnung trigt und die
Expressionsunterschiede von zwei unter-
schiedlich groBen Gruppen berechnet als
auch statistisch auswertet (REST = Relati-
ve Expression Software TooD)!7!. Diese Soft-
ware fasst die Gruppen als Mittelwerte zu-
sammen und berechnet daraus die mittleren
Expressionsunterschiede (R) der Gruppen,
normalisiert iiber ein bestimmtes HKG, so-
wie die Varianzen der einzelnen Expressio-
nen. Die Ergebnisse werden statistisch ge-
testet und die Expressionsunterschiede wer-
den in einem Ausgabefenster mit ihren Sig-
nifikanzlevels ausgegeben. Die Statistik ba-
siert auf einem sehr robusten und von einer
Normalverteilung unabhingigen Randomi-
sierungstest, bei dem beliebig viele tausend
Randomisierungen und Wiederholungen
durchgefiihrt werden kénnen!”.

R= (EZieIgen

(E
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Real-time PCR Effizienzberechnung

Die PCR Effizienz eines bestimmten Faktors
ldsst sich durch verschiedenste Methoden be-
stimmen. Am hiufigsten wird eine Standard-
kurve aus unterschiedlichen Verdiinnungs-
stufen erstelltP], aus dessen Steigung die re-
al-time PCR Effizienz bestimmt werden kann
(Abb. 2a). Hat man geniigend cDNA (res-
pektive mRNA) Startmatrize zur Verfiigung,
so verwendet man dafiir eine probenindivi-

duelle cDNA Verdiinnungsreihe. Falls nicht
wird die Verdiinnungsreihe aus einer re-
prisentativ Mischprobe, die sich aus allen ver-
wendeten experimentellen cDNA Proben ei-
nes Gewebes zusammensetzt, erstellt. Die
eingesetzte Menge an cDNA (mRNA) wird
in einer logarithmischen Funktion gegen
die Zyklenzahl dem CP dargestellt. Die
Effizienz berechnet sich nach der Formel:
E = 10 [-V/steigungli3], Diese Methode ist sehr ar-
beitsaufwendig und weist in der Mischbe-

35
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Abb. 2: Berechnungsmodelle fiir die real-time PCR Effizienz. 2a: Berechnung anhand einer Verdiin-
nungsreihe; 2b: Berechnung anhand des absoluten Fluoreszenzanstiegs; 2c: Berechnung anhand
mathematischer Algorithmen (y0 = Hintergrundfluoreszenz; a = maximale Fluoreszenz - y0; x0 =
erstes Maximum = Wendepunkt der Funktion; b = Steigung der Gerade in x0).
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stimmung erhebliche Mingel auf, weil sie
nicht auf probenindividuelle Unterschiede
eingeht. Im Ubrigen iiberschiitzt sie die ei-
gentliche real-time PCR Effizienz. Nicht sel-
ten errechnen sich Effizienzen iiber 2,0 bis
2,2, was theoretisch nicht plausibel ist.

Eine zweite Moglichkeit bietet die Be-
rechnung der Effizienz aus dem absoluten
Fluoreszenzanstieg (Abb. 20) in der expo-
nentiellen Phase!® %1, Die exponentielle Pha-
se wird in einer linearen Regression proben-
individuell zusammengefasst. Die Steigung
der Regression entspricht der PCR Effizienz.
Diese Methode unterliegt groBen Schwan-
kungen, da der Wissenschaftler selbst ent-
scheidet welche Punkte er in die Effizienz
Berechnung mit einbezieht und welche
nicht. Bei dieser Methode liegen die Effi-
zienzen von 1,3 bis 1,6 und unterschitzt in
unseren Augen die wahre Effizienz.

Eine weitere Methode ist die Berechnung
anhand mathematischer Algorithmen inner-
halb einer einzelnen experimentellen Pro-
be. Dies hat den Vorteil, dass man fiir jede
Probe eine individuelle PCR Effizienz er-
hilt und diese in der Effizienz-korrigierten
relativen Quantifizierung beriicksichtigen
kann. Dabei werden nicht nur einzelne ar-
bitrir ausgesuchte Zyklen zur Berechnung
herangezogen, sondern die Fluoreszenz Kur-
ve, die alle 40 oder mehr Zyklen beriick-
sichtigt (Abb. 2¢). Der Fluoreszenzverlauf
wird an ein 4-parametrisches sigmoidales
oder logistisches Modell mit sehr hoher Kor-
relation (r = 0.99) angepasst und mittels der
Variablen b kann die wahre Effizienz ge-
schitzt werden'?l. Bei dieser Methode er-
fasst man die Effizienz nur im Wendepunkt
und die Variable b gibt nicht die eigentliche
real-time PCR Effizienz an. Man muss sie
noch umrechnen und erhilt dabei dhnliche
niedrige Effizienzen von 1,3 bis 1,7 und
unterschitzt wiederum die wahre Effizienz.

Die innovativste Methode der Effizienz-
berechnung basiert auf einer Berechnung
der Effizienz anhand eines exponentiellen
Modells, was der Kinetik der PCR am be-
sten entspricht (A44. 3)1"), Das gesamte Be-
rechnungsschema setzt sich aus mehreren
Schritten zusammen: Als erstes wird die
Hintergrundfluoreszenz anhand einer line-
aren Regression bestimmt. Mittels eines
wStandardized residual* Algorithmus werden
die Fluoreszenzpunkte gesucht, die nicht
mehr auf dem leicht steigenden linearen
Irend der Hintergrundfluoreszenz liegen
(Abb. 3 Inlay). Dies sind die ersten CP, die
sich anhand eines neuen 'Irend, einer expo-
nentiellen PCR Funktion, verhalten. Nun
sucht man die CP die nicht mehr dem ex-
ponentiellen Verhalten der PCR Reaktion
entsprechen. Dafiir werden alle CP in ein lo-
gistisches Modell mit einbezogen und das
zweite Maximum (second Derivative Maxi-
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Abb. 3: Standardisierte Berechnung

der real-time PCR Effizienz in einem

einzigen Reaktionsansatz anhand eines exponentiellen Berechnungsmo-

dell.

mum = SDM) berechnet. Ab
dem SDM nimmt die Fluores-
zenz nicht mehr im exponen-
tiellen Trend zu. Der letzte CP
vor dem SDM ist auch der letz-
te Punkt mit exponentiellem
Fluoreszenzzuwachs und bildet
den letzen Datenpunkt im ex-
ponentiellen PCR Modell. Im
Allgemeinen werden 6-10 CP
zur Berechnung der Effizienz
herangezogen. Das vorgestellte
Modell zeigt Effizienzen von
1,65 bis 1,90 und im Vergleich
mit anderen Effizienz Berech-
nungsmodellen die geringste
Varianz und hochste Genauig-
keitl!1],

In Zukunft soll eine Software
erarbeitet werden, die die Effi-
zienz innerhalb einer einzelnen
experimentellen Probe aus den
Fluoreszenzrohdaten der real-
time Plattform berechnet und
dann in eine neue effizienz-kor-
rigierte Quantifizierungs- und
Statistiksoftware mit einbe-
zieht.
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