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Herausforderunge n   bei der Etablie rung 
extrazellulärer miRs als Biomarker
Die ersten kritischen Schritte von Biomarker-
studien sind die Probenentnahme und der 
Probentyp (Abb. 2A). Bei der Entnahme von 
z. B. Blut werden verschiedene Ansätze der 
Blutaufarbeitung verfolgt. Der Vergleich von 
Studien mit unterschiedlichem Blutmaterial 
ist schwierig, da die miR-Konzentration 
durch die unterschiedliche Aufarbeitung 
variiert (Abb. 2B). So wird Blutserum nach 
der Blutgerinnung gewonnen. Während der 
Gerinnung kann es zur Thrombozytenakti-
vierung und damit zu einer unspezifi schen 
Freisetzung von miRs kommen [6]. Dies 
kann zu einem v e r fälschten miR-Gehalt im 
Serum führen.

Für Blutplasma muss der Einfl uss verschie-
dener Antikoagulantien (z. B. EDTA oder 
Citrat) auf die Analyse der miRs beachtet 
werden (Abb. 2B). Dieser Matrixeffekt kann 
enzymatische Reaktionen der miR-Analyse 
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Circulating microRNAs (miRs) represent promising diagnostic and 
prognostic biomarkers for various diseases. Despite the high number 
of biomarker studies, the results of these studies are hardly repro-
ducible. This makes it diffi cult to transfer the results into clinical appli-
cation. In this context, acceptance criteria for the quantifi cation of 
miRs by reverse transcription quantitative real-time polymerase chain 
reaction (RT-qPCR) may help to standardize miR analysis and improve 
reproducibility.

DOI: 10.1007/s12268-020-1462-7
© Die Autorinnen 2020

ó Der therapeutische Ansatz der „persona-
lisierten Medizin“ basiert auf der Behand-
lung von Patientinnen und Patienten in 
Abhängigkeit von genetischen Prädisposi-
tionen sowie von individuellen molekularen 
und zellulären Merkmalen [1]. S  o  l che Thera-
pieansätze stützen sich auf die Bestimmung 
von Biomarkern, den natürlichen Para metern 
biologischer Prozesse mit diagnostischer 
oder prognostischer Aussagekraft.

Eine individualisierte Behandlung und 
die fl exible Überwachung des Krankheits-
verlaufs werden durch ein minimal- oder 
nicht-invasives Verfahren, der Flüssig biopsie 
ermöglicht [1]. Einer d  e  r  aussichts reichsten 
Biomarkerkandidaten hierfür sind extrazellu-
läre mikroRNAs (miRs), kleine nicht-codie-
rende RNAs mit zentraler Rolle bei der post-
transkriptionellen Kon trolle wichtiger Zell-
funktionen [2]. Sie werde n   von verschiede-
nen Zelltypen z. B. direkt in die Blutbahn 
freigesetzt (Abb. 1). Durch ihre Kopplung an 
Argonaut-Proteine, Lipid-Pro tein-Komplexe 
oder ihre Verpackung in ex tra zelluläre Vesi-
kel (z. B. Exosomen) sind extrazelluläre miRs 
vor RNase-Abbau geschützt und gelten daher 
als sehr stabile Biomarker [3].

Trotz der ho  h  e n Zahl von miR-Biomarker-
studien sind die meisten der beschriebenen 
Studien bislang schlecht reproduzierbar [4]. 
Die widerspr ü c hlichen Ergebnisse sind weit-
gehend auf die Heterogenität der präanaly-

tischen und analytischen Schritte zurück-
zuführen. Um valide miR-Biomarker zu ent-
wickeln, ist daher eine Validierung und 
Standardisierung der Methoden notwendig 
[5].

Flüssigbiopsie

Standardisierte mikroRNA-Analytik – 
die große Chance für Biomarkerstudien?

˚ Abb. 1: Extrazelluläre miRs als Biomarker. Gewebespezifi sche subzelluläre Komponenten im 
Blut, wie zirkulierende Zellen oder verschiedene Formen von extrazellulären miRs, bieten zahlrei-
che klinische Anwendungen für die Diagnose verschiedener Krankheiten.
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Antikoagulantien, Lagerungs- oder Extrak-
tionsmethode beeinfl usst werden. Die ver-
wendeten Methoden sollen mithilfe der defi -
nierten Akzeptanzkriterien optimiert wer-
den, um die Standardisierung der miR-Ana-
lyse zu fördern und miR-spezifi sche Varia-
tionen zu vermeiden.

So sollten keine unterschiedlichen Plasma-
antikoagulantien oder gar verschiedene 
Proben typen verwendet werden (Abb. 2C). 
Alternativ kann durch eine Validierung 
nachgewiesen werden, dass die Verwendung 
verschiedener Antikoagulantien oder vor-
handene Proteinaggregate  die miR-Analyse 
nicht beeinfl usst [5].

Dasselbe gilt  f ü r Studien mit verschiede-
nen Isolationsmethoden. Die Ausbeute kann 
nicht nur zwischen den Methoden, sondern 
auch in Abhängigkeit von der zu isolierenden 
miR variieren. Ein Ansatz wäre hier die 
Gleichbehandlung von Proben und der Stan-
dards, die der Konzentrationsbestimmung 

direkt proportional zum Zehnerlogarithmus 
der Konzentration ist. Für eine robuste Aus-
sagekraft eigener RT-qPCR-Daten ist daher 
die Ermittlung der Präzision und der Repro-
duzierbarkeit der angewandten RNA-Isola-
tionsmethode mit der entsprechenden RT-
qPCR entscheidend.

Akzeptanzkriterien als erster Schritt 
zur Standardisierung
Bei der Validierung wird geprüft, inwieweit 
die Methode bestimmte Akzeptanzkriterien 
erfüllt. Dazu gehört der Nachweis der Präzi-
sion und Reproduzierbarkeit der Methode für 
einen zuvor defi nierten Analyten. Wir haben 
dieses Prinzip auf die Analyse extrazellulärer 
miRs angewandt und Akzeptanzkriterien für 
ihre Quantifi zierung in humanem Plasma 
durch RT-qPCR definiert (Abb. 2C, [5]). 
Abhängig vo n   der untersuchten miR 
be obachteten wir signifi kante Unterschiede 
in der Quantifi zierung, die von Faktoren wie 

hemmen oder die Freisetzung von miRs aus 
Erythrozyten fördern [7]. Vor der Aufarbei-
tung des     P lasmas beeinfl ussen Lagerungszeit 
und -temperatur den Gehalt von miRs in der 
Probe [8]. Zudem kann schon ein Ein f r ier- 
und Auftauzyklus des Plasmas die Entste-
hung von schwer löslichen Protein aggregaten 
fördern, in welchen miRs inkorporiert vor-
liegen können. Dadurch ist die Entnahme 
homogener Aliquote schwierig und kann die 
Messung verfälschen [5].

Auch die Extraktionsmethode  k a nn zu 
möglicher Variabilität der Analyse führen 
(Abb. 2A). MiRs aus Biofl üssigkeiten werden 
meist mit Phenol/Guanidiniumthiocyanat 
(z. B. TrizolTM) und einer Ethanolfällung oder 
durch Aufreinigung über silikabasierte Mem-
branen isoliert. Abhängig von der Methode 
lassen sich unterschiedliche miR-Ausbeuten 
beobachten [5]. Dabei scheint der GC-Gehalt, 
die mi R - Sekundärstruktur und der Gesamt-
RNA-Gehalt einer Probe entscheidend für die 
Verteilung isolierter miRs zu sein [9].

Bei der Analyse intrazellulärer miRs  wird 
eine spektralphotometrische Bestimmung 
der Gesamt-RNA durchgeführt, um die RNA-
Konzentration aller Proben für die reverse 
Transkription zu vereinheitlichen. Allerdings 
lässt sich dieses Verfahren nicht auf isolierte 
RNA aus Biofl üssigkeiten anwenden, da der 
RNA-Gehalt für diese Messung zu niedrig ist 
und dies zu falschen Konzentrationsmes-
sungen führt (Abb. 2B, [8]). Daher ist eine 
Normierung auf konstantes Vo l u men von 
Vorteil.

Für die Identifi kation von pathospezifi -
schen miR-Expressionsmustern werden oft 
Hochdurchsatzmethoden (deep sequencing, 
microarray-Analysen) verwendet. Für die 
Validierung vielversprechender miR-Bio-
markerkandidaten und die Übertragung in 
eine klinische Anwendung scheint die ver-
gleichsweise kostengünstige RT-qPCR mit 
hoher Spezifi tät und Sensitivität am geeig-
netsten zu sein. Allerdings ist die RT-qPCR 
auch sehr sensitiv gegenüber diversen 
Schwankungen durch Variationen der Lyse 
und Aufreinigung sowie durch den Einfl uss 
von Salzen und organischen Lösungsmitteln 
auf die reverse Transkription und RT-qPCR 
(Abb. 2B).

Solche Faktoren beeinfl ussen die Cq-Werte 
(quantifi cation cycle) mehrfach analysierter 
Proben mit einer Variation von durchschnitt-
lich zwei Prozent (CV, coeffi cient of varia-
tion). Diese relativ niedrigen Schwankungen 
verzehnfachen sich allerdings bei Bestim-
mung der Konzentrationen, da der Cq-Wert 

˚ Abb. 2: Zusammenfassung der Probleme und Lösungsansätze, die bei der Analyse zirkulierender 
miRs auftreten können.  A, Übersicht der Quantifi zierung zirkulierender miRs mittels RT-qPCR. 
Nach Probenentnahme kann RNA mit unterschiedlichen Methoden isoliert werden.  miRs können 
über TaqMan™ oder SYBR® Green-basierte RT-qPCR-Methoden quantifi ziert werden. Hierbei 
wird die miR-Konzentration spezifi sch über die Veränderung des Fluoreszenzsignals bestimmt. 
B, Me  tho dische Aspekte, die bei der Analyse zu berücksichtigen sind. C, Akzeptanzkriterien als 
Lösungs ansatz zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit von miR-Biomarkerstudien.
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strategien und setzt eine Validierung der 
Kontrollen voraus.

Diese Beispiele zeigen, dass jede Ände-
rung im Prozess von der Blutentnahme bis 
RT-qPCR die Ergebnisse der miR-Analyse 
beeinfl usst. Daher wäre eine Methodenvali-
dierung nach jeder Änderung im Prozess 
einer Biomarkerstudie ratsam. Die Formu-
lierung von Akzeptanzkriterien für die Ana-
lyse extrazellulärer miRs ist der erste Schritt 
zur Standardisierung von miR-Biomarker-
studien. ó
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dienen (Abb. 2C). Damit werden Unterschie-
de in der miR-Ausbeute bei der Berechnung 
der Konzentration berücksichtigt [5]. Um die 
RNA-Ausbeut e   generell zu erhöhen, werden 
den Proben oft zusätzliche Träger-RNAs 
(carrier) zugesetzt. Die Konzentration der 
Gesamt-RNAs in den Proben kann entschei-
dend für einen selektiven Verlust von miRs 
mit niedrigem GC-Gehalt und/oder stabiler 
Sekundärstruktur sein [9]. Ist die Gesamt-
konzentra t i on zu niedrig, ist oft eine gerin-
gere Ausbeute dieser miRs zu beobachten, 
was zu einer Veränderung der miR-Vertei-
lung führt.

In einer Validierung werden die Präzision 
und Reproduzierbarkeit einer Methode mit 
Qualitätskontrollen (QC) bestimmt. Dabei 
werden den Proben miRs mit bekannter Kon-
zentration zugefügt und in Mehrfachbestim-
mung isoliert und quantifi ziert. Mithilfe sol-
cher QCs kann die Präzision (CV ≤ 25%), 
Reproduzierbarkeit (CV ≤ 35%) und die 
Wieder findungsrate (accuracy, A ± 30%) 
bestimmt werden (Abb. 2C). Solche QCs kön-
nen zur Qualitätssicherung der RT-qPCR bei 
jeder Messung mitgeführt werden. Bei Über-
schreitung der Kriterien sollte die Messung 
entsprechend wiederholt werden.

Für die Analyse extrazellulärer miRs wur-
de bislang noch keine universelle endogene 
Kontrolle gefunden. Daher werden den Pro-
ben zur Normierung technischer Schwan-
kungen nicht-konservierte synthetische 
miRs im ersten Schritt der Extraktion zuge-
fügt (spike in-Kontrolle). Doch auch hier sind 
miR-spezifi sche Unterschiede in der Norma-
lisierungseffi zienz verschiedener spike in-
Kontrollen zu beobachten, sodass Schwan-
kungen teilweise nicht normalisiert oder 
sogar verstärkt werden [5]. Dies limitiert die 
Vergleichbarkeit v o n  miR-Biomarkerstudien 
mit unterschiedlichen Normalisierungs-
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