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Gentransport mittels magnetischer Nanopartikel

Per Nanotaxi in die Zelle

Die Magnetofektion - ein neuartiges, gentherapeutisches Verfahren, bei dem magnetische Nanopartikel 
mit Nukleinsäuren assoziiert werden – ermöglicht den steuerbaren Medikamententransport und weist ein 
hohes Potential zur Lösung heutiger, medizinischer Zentralprobleme auf.
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1 Einführung
1.1 Synthesis der Molekularbiologie 
und Nanotechnologie
Erkenntnisse über den Ursprung und 
den Aufbau des Lebens zu erlangen, 
liegt in der Natur des Menschen und 
gilt als Ansporn für dessen Erforschung. 
Auch das Phänomen der Vererbung war 
schon immer Mittelpunkt wissenschaft-
licher Interessen. Was verantwortet die 
Einzigartigkeit und begründet die diffe-
rente Vielzahl der lebenden Individuen? 
Die Entdeckung der Gene im Jahr 1869 
beantwortete nicht nur Fragen über 
den detaillierten Aufbau des Menschen, 
sondern führte auch zu der Erkenntnis, 
dass viele Krankheiten durch genetische 
Beeinflussung entstehen und sich auf 
Veränderungen im Erbgut zurückführen 
lassen [14].

Mit der Entdeckung von Restriktions-
enzymen im Jahr 1970 durch Werner 
Arber, Daniel Nathans und Hamilton 
Othanel Smith war der erste Schritt auf 
dem Weg zu einer neuartigen Wissen-

schaft gegangen [6]. Der Wettlauf um 
neue Erkenntnisse in der Molekularbio-
logie hat begonnen. Wissenschaftler der 
ganzen Welt bemühen sich bis heute um 
die ständige Verbesserung gentechnischer 
Vorgänge und Methoden. Aber nicht nur 
die Molekularbiologie ist auf dem Weg 
eine Schlüsseltechnologie des 21. Jahr-
hunderts zu werden. Aus der Sicht vieler 
Spezialisten wird das als sehr groß einzu-
schätzende Potenzial der Nanotechnologie 
Deutschland zu einem weltweiten Schlüs-
selmarkt machen. Das bereits gewonnene 
Wissen aus den Bereichen der Moleku-
larbiologie und der Nanowissenschaften 
zu verbinden, führt zu Antworten auf bis 
vor kurzem noch unlösbare Problemstel-
lungen. Hierin ist die Chance zu sehen, 
durch aktive Forschungsarbeit das Prob-
lemfeld „Krankheit“ zu lindern und den 
Lebensstandard des Menschen zu erhö-
hen. Wie kann das molekularbiologische 
Wissen auf kleinste Strukturen angewandt 
für die Onkologie und Therapieforschung 
von Nutzen sein? Ergibt sich hierbei etwa 
die Möglichkeit, krebskranke Kinder und 

Erwachsene in ein normales Leben zu-
rückzuführen? Ermöglicht die Synthesis 
von Molekularbiologie und Nanotechno-
logie Unfallgeschädigten, sich wieder zu 
bewegen oder eine Sepsis schneller und 
effizienter zu behandeln? Kleine Teilchen 
mit besonders großer Wirkung, eine Art 
„Nanotaxi“, das Medikamente gezielt zu 
erkrankten Zellen oder Organen transpor-
tiert, sollen die Lösung dieser Konfliktfel-
der darstellen. Durch neue nanotechno-
logische Methoden werden Krankheiten 
schneller und präziser diagnostiziert und 
behandelt. 

Welche Methoden sich jedoch am besten 
eignen und wie diese fortwährend opti-
miert werden können, wird unter Fach-
leuten fieberhaft diskutiert. Im Zentrum 
dieser Diskussion steht auch die Genthe-
rapie, ein relativ junges therapeutisches 
Konzept.

1.2 Viraler und Non-Viraler Gentransfer 
Unter Gentherapie versteht man das 
Einfügen von genetischem Material in 
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die Körperzellen eines Individuums, 
um therapeutischen Nutzen für das 
Individuum zu erzielen. Ursprünglich 
war dieses Konzept vor allem auf die 
Behandlung von Erbkrankheiten und 
Gendefekten ausgerichtet. Mittlerweile 
sind derartige Nukleinsäuretherapien 
für eine Vielzahl von Erkrankungen 
denkbar. Das Einschleusen von Ge-
nen wird durch die Verwendung eines 
Vektors, eines Transportvehikels, er-
möglicht. Heutzutage gibt es zwei be-
kannte Möglichkeiten der Gentherapie 
bzw. des Gentransfers. Unterschieden 
wird allgemein zwischen viralem und 
nichtviralem Gentransfer. Beim nicht-
viralen Gentransfer nutzt man einer-
seits synthetische und/oder biologische 
Substanzen, um Nukleinsäuren zu kom-
paktieren und um zelluläre Barrieren 
zu überwinden, andererseits physikali-
sche Methoden. Zu den verwendeten 
synthetischen Substanzen zählen zum 
Beispiel kationische Lipide und Poly-
mere. Den Vorgang des Gentransfers 
nennt man entsprechend Lipofektion 
bzw. Polyfektion. Eine früh verwende-
te und einfache chemische Methode ist 
die Kalziumphosphat-Copräzipitation 
von DNA. Zwar sind nichtvirale Trans-
portvehikel in Bezug auf Sicherheit bes-
ser als virale Transportsysteme, jedoch 
ist deren Transfektionseffizienz geringer. 
Zu den physikalischen Methoden zäh-
len die Mikroinjektion, die Elektropora-
tion, die Sonoporation, die Verwendung 
der Gene Gun und die Magnetofektion. 
Letztere wird im Rahmen dieses Pro-
jektes angewandt, um die Transfektion 
in ihrer Effizienz zu steigern. Bei der 
Magnetofektion werden magnetische 
Nanopartikel, die bezüglich ihrer Größe 
im Bereich mehrerer Milliardstel Meter 
liegen, mit Nukleinsäuren assoziiert. 

Anschließend soll dieser Komplex ge-
zielt in der Blutbahn eines Organismus 
gesteuert werden. Die Steuerung erfolgt 
über den Magnetismus, den die Teil-
chen aufgrund ihres eisenhaltigen Kerns 
aufweisen.

1.3 Ziel der Arbeit
Die Arbeit soll zeigen und beweisen, dass 
der Gentransfer mittels magnetischer 
Nanopartikel eine wesentlich höhere 
Transfektionseffizienz aufweist als alter-
native Formen der chemischen Trans-
fektion, die auf  kationischen Lipiden als 
Transportsysteme basieren.

Um den Funktionsmechanismus der 
durchgeführten Transfektion zu über-
prüfen, wurde durch eine vorausgehende 
Klonierung ein Kontrollplasmid erzeugt.

Durch eine abschließende Dosis-Abhän-
gigkeitsstudie wurde das beste Verhältnis 
von Nukleinsäuremenge zu magnetischen 
Nanopartikeln ermittelt. In den Versu-
chen wurde nicht mit DNA, sondern mit 
messengerRNA gearbeitet. mRNA stellt 
gegenüber anderen Nukleinsäuren einen 
gewissen Vorteil beim molekularbiologi-
schen Arbeiten dar. mRNA wird lediglich 
transient exprimiert, d. h. es findet nur 
eine vorübergehende Expression des in 
der mRNA codierten Proteins statt [10]. 
Die geringe Lebensdauer der mRNA, die 
durchaus zum Erschweren des Versuches 
führt, kann durch chemische Modifika-
tion der mRNA und mit Hilfe stabilisie-
render Vektoren behoben werden [17], 
[18]. Resultierend wird die mRNA nicht 
sofort vom Organismus abgebaut. Ein 
weiterer Vorteil ist, dass die mRNA nicht 
in den Zellkern eingeschleust werden 
muss, um eine Expression der Gene zu 
erhalten. Außerdem kann mRNA nicht 

in das Genom der Zelle integrieren, was 
einen wesentlichen Sicherheitsvorteil mit 
sich bringt.

2 Theoretische Grundlagen beim Arbei-
ten mit magnetischen Nanopartikeln  
2.1 Die Transfektion
Als Transfektion wird der Vorgang des 
Einschleusens von Fremd-DNA in eine 
eukaryotische Zelle bezeichnet. Trotz der 
Gemeinsamkeiten mit der bakteriellen 
Transformation stellt die Transfektion 
eine wesentlich komplexere Methode 
der Molekularbiologie dar, da hier die 
Unterschiede zwischen eukaryotischen 
und prokaryotischen Zellen berücksich-
tigt werden. Allgemein wird zwischen 
der transienten Transfektion und der 
stabilen Transfektion unterschieden. Bei 
der transienten Transfektion handelt es 
sich um eine zeitweilige Einbringung des 
Plasmids in die Wirtszelle. Im Gegensatz 
dazu kommt es bei der stabilen Transfek-
tion zum dauerhaften Einbau des Plas-
mids in das Genom [6]. 

2.2 Gentransport mittels Magneto-
fektion
Um die Effizienz und Geschwindigkeit 
der Transfektion fortschreitend zu erhö-
hen und zu verbessern, werden verschie-
dene Methoden angewandt. Zu ihnen 
zählt das physikalische Verfahren der Ma-
gnetofektion (siehe Abb. 1). Die Magne-
tofektion ermöglicht es, unter Einfluss 
eines inhomogenem Magnetfeldes Nuc-
leinsäuren, wie DNA, mRNA, PCR Pro-
dukte oder auch Antisense-Oligonukleo-
tide [2], gezielt zu der zu therapierenden 
Zelle zu transportieren. Die wichtigste 
Voraussetzung für die Entwicklung die-
ser Methode war die im Jahr 1965 bewie-
sene Existenz von Ferrofluiden. Dies sind 
magnetische Flüssigkeiten, die aus spezi-
ell beschichteten superparamagnetischen 
Nanopartikeln bestehen. Der Vorteil an 
diesen Flüssigkeiten ist, dass sie ohne sich 
zu verfestigen auf Magnetfelder reagieren 
können. Selbst bei Einwirkung extrem 
starker, magnetischer Kräfte aggregieren 
die Nanopartikel nicht und setzten sich 
in der Flüssigkeit nicht ab[13]. Demnach 
bilden Ferrofluide und ihre physikali-
schen Eigenschaften die Grundlage für 
eine funktionierende Magnetofektion.

2.3 Magnetische Nanopartikel (MNP) 
und MNP/DNA-Komplexe
Die physikalischen Eigenschaften der 
magnetischen Nanopartikel wie die Abb. 1: Mechanismus der Magnetofektion.
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Beschaffenheit des Kerns, die Beschich-
tung, das elektrokinetische Potential 
in Wasser, aber auch die Struktur und 
Funktion der Zielzelle sind im Wesent-
lichen für die Aufnahme der Partikel in 
die Zelle verantwortlich [1]. Magneti-
sche Nanopartikel können kommerziell 
erworben oder aber auch im Labor selbst 
hergestellt werden. Bei der Herstellung 
der beschichteten Eisenoxidpartikel 
müssen wichtige Kriterien berücksich-
tigt werden. Zum einen ist die Biokom-
patibilität zu beachten. Hierbei wird 
darauf geachtet, dass die Partikel von 
lebenden Zellen biologisch abgebaut 
werden können. Ein weiterer wichtiger 
Aspekt ist die Assoziation der Nukle-
insäuren mit den magnetischen Nano-
partikeln. Um solch eine Verbindung 
zu ermöglichen, sind die Eisenoxid-
partikel mit Polymeren oder aber auch 
mit kationischen Lipiden beschichtet, 
die die Nukleinsäuren binden können. 
Überdies muss die physikalische und 
chemische Stabilität der Nanopartikel 
auch über längere Zeitabschnitte erhal-
ten bleiben. Am gebräuchlichsten sind 
Nanopartikel, die einen magnetischen 
Kern aus Eisenoxid besitzen und de-
ren Oberfläche mit einem kationischen 
Polymer beschichtet ist. Kommt es zu 
einer Komplexbildung mit Nukleinsäu-
ren, so entstehen durch Selbstassemblie-
rung Partikel, die eine Größe von 10 
nm bis 100 nm haben, und die durch 
Endozytose von der Zielzelle aufgenom-
men werden. Auf Grund der positiven 
Ladung, die durch die spezielle Ober-
flächenbeschichtung entsteht, kann eine 
negativ geladene Nukleinsäure wie die 
DNA oder die mRNA an das magneti-
sche Nanopartikel binden. Ein Nanop-
artikel/DNA-Komplex beruht demnach 
auf elektrostatischen Anziehungskräften 
und kann aufgrund seines Magnetismus 
auf ein Magnetfeld reagieren. Die Funk-
tionsweise der Magnetofektion und der 
Aufbau der MNPs wird in der Abb. 1 
verdeutlicht. 

3 Material
3.1 Plasmide
Das aus 6367 Basenpaaren bestehende 
pEGFPLuc stellt das Ausgangsplasmid, 
das das sogenannte Insert für die nachfol-
genden Versuche beinhaltet, dar. Wesent-
liche Bestandteile des Plasmides sind die 
Restriktionsschnittstellen für die Restrik-
tionsenzyme NheI und XbaI, ein hCMV 
Promotor und der Replikationsursprung  

pUC-ori. Es enthält zwei Reportergene 
(EGFP und Luc), die für die Produktion 
des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) 
und des Enzyms Luciferase codieren und 
das Antibiotika-Resistenzgen KanR, auf-
grund dessen das Plasmid in Bakterien 
eine Resistenz gegen Kanamycin vermit-
telt. 

pVAXA120 stellt im Versuch das sog. 
Backbone (Grundgerüst) dar, in das die 
Reportergene des pEGFPLuc eingebaut 
werden sollen. Es besteht aus 3104 Basen-
paaren und besitzt ebenfalls die Restrikti-
onsschnittstelle für NheI und einen Repli-
kationsursprung. Außerdem weist dieses 
Plasmid ebenfalls das Kanamycin-Resis-
tenzgen auf. pVAXA120 und pEGFPLuc 
sollen durch eine Klonierung kombiniert 
und als Kontrollplasmid in der Transfekti-
on weiter verwendet werden.

pVAVA120MetLuc kodiert für Metridia-
Luciferase als Reporter. Metridia-Luzifera-
se wird anders als die Glühwürmchen- (Fi-
refly)Luziferase aus eukaryotischen Zellen 
ausgeschleust, die dieses Protein bilden. 
Dadurch ist eine einfache Messung der 
Luziferaseaktivität im Zellkulturüber-
stand zu mehreren Zeitpunkten möglich. 
Aus pVAVA120MetLuc wird durch In-
Vitro-Transkription mRNA hergestellt, 
die in den nachfolgenden Transfektions-
versuchen zum Einsatz kommt.

3.2 Kationisches Lipid
Die kationische Lipidformulierung SM4-
31, freundlicherweise von OZ Bioscien-
ces, Marseille, Frankreich, zur Verfügung 
gestellt, fungiert während der Transfekti-
on als Transfektionsmittel ("enhancer"). 
Mit dem Einsatz von SM4-31 wird über-
prüft, ob es die Aufnahme des MNP/
mRNA-Komplexes in die eukaryotischen 
Zelle verstärkt.

3.3 Restriktionsenzyme
Die Restriktionsenzyme XbaI und NheI 
wurden kommerziell erworben. Sie ar-
beiten kompaktibel d. h. die Restrikti-
onsenzyme weisen beide 100 % Aktivität 
unter denselben Pufferbedingungen, die 
unter Verwendung  des TAE-Puffers her-
gestellt werden, auf. Dies stellt eine große 
Zeit-und Aufwandsersparnis dar. 

3.4 Zellen
Bei dem Zelltyp NIH3T3 handelt es sich 
um eine murine Fibroblasten-Zelllinie. 
Diese Zellen sind adhärent und unter-

scheiden sich von Suspensionszellen le-
diglich darin, dass sie sich nur am Boden 
des Kulturgefäßes anheften und nicht in 
einer Lösung frei schwimmend wachsen 
können. I.d.R. wachsen adhärente Zellen 
nicht mehr weiter, sobald die gesamte 
Wachstumsoberfläche von Zellen be-
deckt ist [12]. Diese Zellen wurden im 
Inkubator (Thermo Scientific) bei 37° C 
unter 5 % CO2-Gehalt kultiviert. 

3.4 Medien und Lösungen
Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) stellt das Nährmittel für die 
angelegte Zellkultur dar. DMEM ist eine 
Variante des Eagle's Minimum Essential 
Medium (EMEM), beinhaltet jedoch 
mehr Nährmittel. In den Versuchen 
wird DMEM zum einen ohne jegliche 
Zusätze verwendet (DMEM o.Z.) zum 
anderen wird es mit 1 % PrenStrep, ein 
Gemisch aus 100 units/ml Penicillin und  
100 µg/ ml Streptomycin, und 10 % fö-
talem Kälberserum (FKS) angereichert. 

Um Zellen zu passagieren, wird am häu-
figsten mit Trypsin-EDTA-Lösung gear-
beitet. EDTA wirkt dabei als Ca2+-Chelat 
und löst vor allem die interzellulären 
Bindungen. Das Trypsin hingegen daut 
die Zell-Matrix-Verbindung an und sorgt 
letztendlich für das vollständige Ablösen 
der Zellen vom Kulturboden [12].

Mit Hilfe der 0,4 % Trypanblaulösung 
wurde ein Vitalitätstest durchgeführt. 
Nicht vitale Zellen nahmen den Farbstoff 
auf Grund ihrer veränderten Membran-
durchlässigkeit auf und waren unter dem 
Mikroskop als blaue Punkte erkennbar 
[12].

In den Versuchen spielt es eine sehr wich-
tige Rolle steriles Wasser zu verwenden, 
das frei von RNA- oder DNA-Spuren 
ist. Dadurch soll verhindert werden, dass 
andere Nukleinsäuren den Versuch stören 
und die Messgenauigkeit beeinträchtigen.

Diese Bezeichnung ddH2O steht für 
doppelt-destilliertes Wasser, das durch 
eine zweifache Destillation gewonnen 
wird. Bei der Verwendung von ddH2O 
ist sichergestellt, dass das Wasser frei von 
Ionen ist, die während der Versuche stö-
ren könnten.

Neb2 wurde käuflich, zusammen mit ei-
nem Restriktionskit (Roche) erworben. 
Bovines Serum Albumin (BSA) ist ein 
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globuläres Protein, das Restriktionsen-
zyme während des DNA-Verdaus stabi-
lisiert und eine Adhäsion der Enzyme am 
Reaktionsgefäß verhindert [12].

Bei Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) 
handelt es sich um ein Puffergemisch, das 
sehr häufig zur Herstellung des Agarose-
gels bei der Gelelektrophorese verwendet 
wird. Das LB-Medium stellt das Nähr-
medium dar, um die Bakterienkultur zu 
kultivieren, die für die Amplifikation des 
rekombinanten Plasmides zuständig war.

Bei Loading-dye-Buffer handelt es sich 
um einen Ladefarbstoff, der dafür sorgt, 
dass Nukleinsäuren beim Auftragen in 
die Taschen eines Agarosegels für die 
Elektrophorese in den Taschen verblei-
ben und nicht, bevor die Gelelektropho-
rese gestartet wird, wegdiffundieren.

DNA-Dilution Buffer/T4 Ligation Buf-
fer/T4 DNA Ligase und die T4 DNA 
Ligase waren Teil des Ligationskits. (Ro-
che)  Phosphate Buffered Saline (PBS) 
ist eine phosphatgepufferte Salzlösung, 
die in der Biochemie in vielfältiger Art 
und Weise verwendet wird. PBS ist nicht 
schädlich für Zellen und wird im Ver-
such der vorliegenden Arbeit meist zum 
Reinigen oder Verdünnen der Zellkultur 
verwendet.

4 Methodik
4.1 Klonierung - Herstellen des Kont-
rollplasmides
Die erste Zielsetzung war, das Repor-
tergeninsert aus dem Plasmid pEGF-
PLuc zu isolieren und in das Rückgrat 
des Plasmids pVAXA120 einzubauen. 
Aus pVAXA120 konnte durch In-Vitro-

Transkription mRNA hergestellt werden.
Die Klonierung unterteilt sich in acht 
Teilschritte. Zu Beginn wurden in ei-
nem Restriktionsansatz sowohl das Plas-
mid pEGFPLuc als auch das Backbone 
pVAXA120 mit Restriktionsenzymen 
geschnitten. Dazu wurden 6,0 µl (2µg) 
des Plasmides pEGFPLuc, das bereits 
in einem Verhältnis von 1:10 mit Was-
ser verdünnt wurde, 2,0 µl BSA, 2,0 µl 
Neb2, jeweils 0,5 µl der Restriktionsen-
zyme XbaI und NheI und 9,0 µl ddH2O 
gemischt. In einem weiteren Eppendorf-
gefäß wurden 1,2 µl (1µg) des Plasmi-
des pVAXA120, 2,0 µl BSA, 2,0 Neb2,  
0,5 µl des Restriktionsenzyms NheI und 
14,3 µl ddH2O in Lösung gebracht. 
Das Gesamtvolumen betrug in beiden 
Eppendorfgefäßen 20,0 µl. Während 
einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden 
bei 37°C wurden nun zum einen die ge-
wünschten Reportergene aus dem Plas-
mid pEGFPLuc herausgeschnitten, zum 
anderen wurde das Plasmid pVAXA120 
auf den Einbau des Genes vorbereitet. 
Es war ausreichend pVAXA120 nur mit 
einem Restriktionsenzym zu schneiden, 
da das ringförmige Plasmid bereits nach 
einem Schnitt eine lineare Struktur an-
nahm und die gewünschten Gene somit 
leicht eingebaut werden konnten. Nach 
Abschluss der Inkubationszeit wurde die 
Enzymaktivität durch extreme Hitzeein-
wirkung (65°C) deaktiviert. Die Abb. 2 
verdeutlicht die grundlegende Idee der 
Klonierung. 

Mit Hilfe einer Gelelektrophorese, dem 
zweiten Schritt der Klonierung, wurde 
überprüft, ob die richtigen DNA-Frag-
mente aus den Plasmiden herausgeschnit-
ten wurden. Dazu wurde als erstes das 

Agarose-Gel vorbereitet. Hierbei emp-
fiehlt sich die Dichte des Agarose-Gels an 
die Menge des Reagenz anzupassen. Für 
ein 1 % Agarose-Gel wurde 1 g Agarose 
mit 100 ml 1x TAE Puffer vermischt und 
in der Mikrowelle erhitzt bis sich die Aga-
rose vollständig gelöst hatte. Die Gelelek-
trophorese-Kammer wurde vorbereitet, 
während das flüssige Gel leicht abkühl-
te. Um das Bandenmuster der DNA 
nach der Gelelektrophorese durch einen 
fluoreszierenden Effekt sichtbar zu ma-
chen, wurden zusätzlich 5 µl Ethidium- 
bromid zu dem noch flüssigen Gel hin-
zugefügt. Nachdem das Agarose-Gel in 
die Kammer gefüllt und fest geworden 
war, konnte der Kamm, der die Taschen 
für die Proben formt, entfernt werden 
und das Gel auf den Verbindungssteg 
zwischen den zwei Becken der Elektro-
phorese-Kammer platziert werden. Das 
Becken und das Gel wurden nun voll-
ständig mit TAE-Puffer bedeckt. Dabei 
musste es sich um denselben Puffer han-
deln, mit dem das Gel hergestellt wurde. 
Zum Auftragen der Proben auf das Gel 
mussten jeweils 500 ng der Proben mit 
2 µl 6x Loading-dye-Buffer, welches zum 
Beschweren der Proben im Gel beitrug, 
gemischt und in die Taschen gefüllt wer-
den. Hierbei wurde ein Marker in die 
Mitte des Gels platziert. Er fungiert als 
Anhaltspunkt für die Größe der einzel-
nen DNA-Fragmente. Anschließend 
wurde die Gelelektrophorese-Kammer 
für eine Stunde an ein Spannungsgerät 
unter 100 V angeschlossen. Aufgrund 
der negativen Ladung der DNA begin-
nen die Teilchen zum Pluspol der ange-
legten Spannung zu wandern. Größere 
Fragmente wandern hierbei langsamer 
als kleinere DNA-Teile. Daraus ergab 

Abb. 2: Funktionsweise der Klonierung.
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sich ein charakteristisches Bandenmus-
ter, das nun helfen sollte, die einzelnen 
Fragmente, die aus der Restriktion ge-
wonnen werden konnten, unter einer 
UV-Imagestation zu identifizieren [9]. 
Nachdem das gewünschte Gen, das in 
das Backbone eingebaut werden sollte, 
identifiziert wurde, wurde sowohl dieses 
Gen als auch das Backbone mit Hilfe ei-
nes autoklavierten und scharfen Skalpells 
aus dem Gel herausgeschnitten. 

Im dritten Schritt der Klonierung 
wurden die DNA-Fragmente in einer 
Gel-Extraktion gereinigt. Auf die Gel-
Extraktion folgte als vierter Schritt die 
Dephosphorylierung. Dabei wurden 
die restlichen Phosphatgruppen, die an 
den Restriktionsschnittstellen gebunden 
waren und bei der Ligation stören, ent-
fernt. Es wurden hierfür 17 µl Backbone,  
2 µl Puffer und 1 µl des Enzyms Alkali-
ne Phosphatase in Lösung gebracht. Die 
Inkubationszeit betrug 10 Minuten bei 
37°C. Wie bei der Restriktion, war es 
hier ebenso wichtig die Enzyme 2 Minu-
ten bei einer Temperatur von 75°C zu in-
aktivieren, bevor der Versuch mit der Li-
gation fortgeführt werden konnte. Nach 
der Gelextraktion lag eine Konzentration 
von 1 µg Backbone/50 µl Puffer EB vor. 

In der Ligation, dem fünften Schritt 
der Klonierung, sollte sich das Back-
bone pVAXA120 mit dem gewünschten 
Gen zu einem rekombinanten Plasmid 
verbinden. Dazu wurden Backbone 
und Insert in einem molaren Verhält-
nis von 1:3 eingesetzt. Vorgegeben ist, 
dass bei Klonierungen stets 100 ng des 
Inserts verwendet werden müssen. Aus 
eigenen Berechnungen ging hervor, 
dass sich in 6,5 µl des Reagenz, das die 
gereinigten DNA-Fragmente beinhal-
tete, 100 ng des Inserts befanden. Da-
gegen wurden vom Backbone lediglich  
1,4 µl gebraucht. Somit wurde das mo-
lare Verhältnis 1:3 beibehalten. Mit 
Hilfe dieser Angaben konnte nun das 
Ligation-Reaktionsgemisch angefertigt 
werden. Dazu wurden 6,5 µl Insert, 
1,4 µl Backbone, 2 µl DNA Dilution 
Buffer (5x) und 0,1 µl ddH2O gründ-
lich gemischt. Anschließend  wurden 
10 µl T4 Ligation Buffer (2x) und  
1 µl des Enzyms T4 DNA Ligase hinzu-
gegeben. Nach nochmaligem Mischen 
des Ligationsansatzes, folgte eine Inku-
bationszeit von 5 Minuten bei Raum-
temperatur. Das Gesamtvolumen des 

Ligationsansatzes betrug 21 µl [5]. Be-
vor das Reaktionsgemisch für die Trans-
formation, den sechsten Schritt des Klo-
nierungsversuches, verwendet werden 
konnte, mussten die Enzyme wiederum 
bei 75°C inaktiviert werden. Für die 
Transformation wird nur 1/10 des Liga-
tionsansatzes gebraucht. Dies entsprach 
einer Menge von 2,1 µl. Für jede Trans-
formation wurden zusätzlich 100 µl 
kompetente Bakterien benötigt. Kom-
petenz ist eine Eigenschaft, die man-
chen Zellen von Natur aus gegeben ist. 
Sie ist dafür verantwortlich, dass diese 
Zellen frei in einem Medium vorhande-
ne DNA-Teilchen aufnehmen können. 
Kompetenz kann aber auch, besonders 
bei Bakterien, durch eine Calciumchlo-
rid-Behandlung und einem anschlie-
ßenden Hitzeschock künstlich erzeugt 
werden. Dies spielte bei der Transfor-
mierbarkeit bestimmter Bakterien wie 
Escherichia coli, eine wichtige Rolle. 
Kompetente Zellen sind sehr empfind-
lich, deshalb sollte beim Arbeiten mit 
solchen Zellen unnötiges Pipettieren 
unterlassen werden [8]. Zu Beginn 
der Transformation wurden die E.coli-
Bakterien auf Eis aufgetaut. Anschlie-
ßend wurde vorsichtig die DNA zu den 
Bakterien hinzugefügt. Darauf folgte 
eine Inkubationszeit von 15-30 Minu-
ten auf Eis. Im nächsten Schritt wur-
de durch einen zweiminütigen Hitze- 
schock bei 42°C die Permeabilität der 
Bakterienmembran erhöht, was die 
Aufnahmebereitschaft der Bakterien für 
DNA nochmals verstärkte. Nachdem  
1 ml LB-Medium hinzugegeben wurde, 
folgte eine zweite Inkubationszeit von 
15-30 Minuten auf Eis. Anschließend 
wurde das Reagenz aus E.coli und DNA 
eine Stunde bei 37°C vom Orbit Sha-
ker (IKA-Schüttler MTS 2) leicht ge-
schüttelt. Im vorletzten Schritt wurden 
Aliquote von jeweils 300 µl und 30 µl 
auf Agar-Platten ausplattiert. Die Agar-
Platten besaßen einen Nährboden aus 
Agarose und waren mit 50 µg/µl des 
Antibiotikums Kanamycine versetzt. 
Die Bakterienlösung wurde dann mit 
Hilfe von autoklavierten Glaskugeln 
auf den Agar-Platten verteilt und mit 
dem Deckel nach unten bei 37 °C im 
Bakterien-Inkubator (Thermo Scienti-
fic) stehend bis zum nächsten Tag auf-
bewahrt [3]. Nur auf diese Weise konn-
ten sich Bakterienkolonien bilden. Die 
wachsenden Bakterienkolonien waren 
gleichzeitig ein Indikator dafür, dass 

hier das Backbone richtig aufgebaut 
war, da nur Bakterien mit unbeschädig-
tem Backbone auf einem kanamycin-
haltigen Medium wachsen können. 
Zum Abschluss der Klonierung war es 
sehr wichtig zu prüfen, ob das Back-
bone das gewünschte Plasmid besaß 
und das gewünschte Gen in der rich-
tigen Orientierung eingebaut war. Das 
Plasmid könnte sich beispielsweise wie-
der geschlossen haben, bevor es das Gen 
aufgenommen hat. Folglich würde das 
Plasmid zwar die Kanamycin-Resistenz 
besitzen, aber nicht das Reportergen. 
Eine weitere Möglichkeit wäre gewesen, 
dass sich das Reportergen falsch herum 
eingebaut hätte. Überprüft wurde die 
Orientierung des Gens mittels enzy-
matischen Verdau des Plasmids, nach-
dem die Plasmide mit Hilfe von Mini 
Präparation aus den Bakterien isoliert 
wurden. Nach der Isolierung wurde 
durch das Enzym NocI, dessen Erken-
nungssequenz mit der Basenabfolge des 
Reportergens übereinstimmt, mitten 
ins Reportergen geschnitten. Schnei-
det das Enzym, so war dies ein Beweis 
dafür, dass das Reportergen vorhanden 
war und auch richtig eingebaut wurde. 

4.2 Transfektion von mRNA in NIH3T3-
Zellen mittels SM4-31 und MNP
4.2.1 Aussäen, Passagieren und zählen 
Am Vortag der Transfektion wurden die 
Zellen, in die das rekombinante Plasmid 
eingeschleust werden sollte, ausgesät. Es 
handelte sich hierbei um adhärente Zel-
len. Sobald die gesamte Wachstumsober-
fläche mit Zellen bedeckt und somit die 
Maximaldichte der Zellen erreicht war, 
mussten diese passagiert werden [12]. 
Dazu wurden alle benötigten Medien 
im Wasserbad (Memmer) bei 37°C auf-
gewärmt. Bevor der Überstand des alten 
Mediums unter der Sterilbank vorsich-
tig abgesaugt wurde, wurde die Vitalität 
der Zellen unter dem Lichtmikroskop 
(Zeiss) nochmals kontrolliert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen mit Hilfe von 
10 ml PBS gewaschen. Um die Zellen 
nun von der T75 Zellkulturflasche ab-
zulösen, wurden 1,5 ml Trypsin-EDTA-
Lösung hinzugegeben. Dies ist eine weit 
verbreitete Methode, adhärente Zellen 
zu subkultivieren. Jedoch muss darauf 
geachtet werden, dass die Zelllinie nicht 
zu lange im Kontakt mit der Trypsin-
EDTA-Lösung steht, da dadurch die 
Lebensfähigkeit der Zellen irreversibel 
geschädigt wird [12]. Empfohlen werden 
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5 min Inkubationszeit. Die Kulturfla-
sche wurde kurz geschwenkt, damit die 
Verteilung der Trypsin-EDTA-Lösung 
über die gesamte Zellkultur gewährleistet 
war. Nach Ablösen der Zellen, wurden  
8,5 ml frisches Medium mit Serumzusatz 
hinzugegeben. Die Zellen wurden im 
Medium aufgenommen und das Tryp-
sin gleichzeitig neutralisiert. Die Sus-
pension wurde nun bei 1000 U/ 3 min 
bei Raumtemperatur zentrifugiert. 
Durch das Zentrifugieren setzten sich 
die Zellen ab und mögliche Substanzen, 
die bei der Transfektion stören würden, 
wurden mit dem Medium abgesaugt. 
Anschließend wurden die Zellen wieder-
um in 10 ml DMEM aufgenommen und 
resuspendiert. Hier war es wichtig gut 
zu mischen, um die Suspension in eine 
Einzellsuspension zu bringen. Mit 50 µl 
dieser Zellsuspension wurde nun eine 1:2 
Verdünnung angelegt. Das heißt es wer-
den 50 µl Zellsuspension mit 50 µl 0,4 % 
Trypanblau gemischt. Das Gemisch aus 
Zellsuspension und Trypanblau wurde 
in eine Neubauer Zählkammer gege-
ben. Mit Hilfe der Zählkammer konnte 
nun die Zellzahl bestimmt werden. Die 
Zellzahl gab Aufschluss über die Kon-
zentration der Zellen/ml bzw. Zellen/
Well. Bei dieser Zählung ergab sich eine 
Konzentration von 160x104 Zellen/
ml. Benötigt wurden lediglich 5000 
Zellen/Well/150 µl, d. h. für 100 Wells 
(eine 96 Wellplatte plus Überschuss) 
5x105 Zellen/100wells/15 ml. Daher 
mussten 313 µl der Zellsuspension mit  
14,7 ml frischem Medium verdünnt 
werden. Mit Hilfe einer 20-200 µl Trans-
ferpipette wurden pro Well 150 µl von 
der Zellsuspension (5000 Zellen) in eine  
96 Wellplatte ausplattiert. Am nächsten 
Tag der Transfektion wurden die Zellen 

unter dem Lichtmikroskop auf ihre Vita-
lität überprüft. 

4.2.2 Anfertigung der Transfektions-
platte
Auf der Transfektionsplatte (96 Well 
Platte) wurden folgende Komplexe her-
gestellt. Zum einen wurden Duplex-
einheiten, mRNA mit MNP, als auch 
mRNA mit SM4-31, hergestellt. Die-
se Komplexe dienten als Vergleich zu 
dem Triplexkomplex. Als Triplex wurde 
mRNA mit MNP und SM4-31 kom-
biniert. Als Kontrolle wurde die mRNA 
alleine eingesetzt. Pro Komplex wurden 
Triplikate für die nötige Statistik an-
gefertigt. In allen Komplexen war der 
Ausgangswert an mRNA Konzentration  
(2 µg), MNP Menge und Lipid Volumen 
gleich. In A1, das Well, das der nackten 
mRNA zur Kontrolle entsprach, wurden 
60 µl DNA/RNA-freies Wasser pipettiert. 
In A4 sollte die Transfektions-effizienz 
unter Verwendung der MNPs betrach-
tet werden. Dazu wurde A4 mit 14,4 µl 
MNPs und  45,6 µl H2O (st) aufgefüllt. 
A7 beinhaltete den Duplex mit 46,1 µl 
SM4-31 und 13,9 µl H2O (st). Mit Hilfe 
von A10 sollte das Zusammenwirken der 
MNPs mit SM4-31 und mRNA geprüft 
werden. A10 beinhaltete demnach 14,4 µl 
MNPs und 46,1 µl SM4-31. Nach diesem 
Pipettierschema wurde nun die 96 Well 
Platte angelegt. Gemäß der RNA Stock 
Solution (Master mix) wurden 62.4 µg 
mRNA in 1,3 ml DMEM für den gesam-
ten Versuch verwendet. In A1, A2, A7 und 
A10 wurde am Schluss des Pipettieransat-
zes jeweils 300 µl (14,4 µg/Well) aus der 
RNA Stock Solution pipettiert. Das End-
volumen eines jeden Wells sollte 360 µl  
betragen. Wichtig war dabei, dass die 
Menge an mRNA zu kationischem Lipid 

als auch zu MNP ein bestimmtes Verhält-
nis aufwies. Während sich die Komplexe 
innerhalb einer 20-minütigen Inkubati-
onszeit ausbilden konnten, wurde eine 
Verdünnungsreihe angesetzt. 

4.2.3 Die Verdünnungsreihe
Um eine Dosis-Abhängigkeitsstudie auf-
stellen zu können, musste eine Verdün-
nungsreihe angefertigt werden. Sie sollte 
zeigen, ab welcher Konzentration die 
eingesetzten Materialien toxisch auf die 
Zellen wirken. Um die Verdünnungsrei-
he anzulegen, musste die Konzentration 
der mRNA in 1 µl bekannt sein. Berech-
net wurde dies mit Hilfe der RNA Stock 
Solution. Dazu wird folgende Rechnung 
aufgestellt: 

62,4 µg (mRNA) /1300 µl (DMEM) =  
0,048 µg (mRNA) in 1µl (DMEM)

Jedes Well A1, A4, A7 und A10 be-
inhaltete 360 µl, das entspricht einer 
mRNA-Menge 14,4 µg. Anschließend 
wurden in den darunterliegenden Wells 
von A1, A4, A7und A10 180 µl Medi-
um ohne FKS (ohne Penstrep) vorgelegt 
(7 Wells). Danach wurden 180 µl Kom-
plexmischung aus A1, A4, A7 und A10 
jeweils entnommen und mit Hilfe einer 
Mehrkanalpipette ins nächste jeweilige 
Well mit dem vorgelegtem Medium ge-
mischt. Die Konzentration der mRNA 
sank somit auf 7,2 µg mRNA in 360 µl 
Reagenz. Im nächsten Schritt wurden 
wiederum 180 µl nun aber aus B1, B4, 
B7 und B10 entnommen und mit der 
nächsten Reihe vermischt. Dieser Vor-
gang wurde für die gesamte Wellplatte 
vorgenommen, wobei sich die Konzen-
tration der mRNA stetig um die Hälfte 
verringerte. Die Rechnungen, die zur 

Abb. 3: Graphische Darstellung des Pipettierschemas für die Transfektionsplatte.
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Verdünnungsreihe aufgestellt werden 
mussten, geben ebenfalls Aufschluss 
für das bereits erklärte Pipettierschema. 
Anhand der Ergebnisse der Berechnun-
gen konnte festgestellt werden, wie viel 
MNPs oder SM4-31eingesetzt werden 
muss. Studien ergaben bereits, dass die 
Transfektionseffizienz beim Einsatz von 
MNPs und mRNA im gleichen Verhält-
nis am höchsten ist. Demzufolge müs-
sen ebenfalls 14,4 µg MNPs eingesetzt 
werden, um das Verhältnis 1:1 aufrecht 
zu erhalten. Beim eingesetzten Trans-
fektionsmittel, hier SM4-31, greift das 
sog. W/V-Verhältnis, wobei W das Ge-
wicht der Nukleinsäure und V die µl 
des Transfektionsmittel bezeichnen. Es 
soll dabei immer auf ein Verhältnis von 
1:4 geachtet werden. Speziell in diesem 
Versuch wurden 3,2 µl Lipid zu 1 µg 
mRNA eingesetzt. Nach Abschluss der 
Berechnungen und Durchführung der 
Verdünnungsreihe war die Transfekti-
onsplatte, die nochmals in Abb. 3 ver-
anschaulicht wird, fertiggestellt. Jedes 
Well beinhaltete nun 180 µl Reagenz. 
Das endgültige Transfektionsvolumen 
für die Zellkultur betrug jedoch 50 µl/
Well. Diese 50 µl wurden der Transfek-
tionsplatte nun mit einer Mehrkanal-
pipette entnommen und in Triplika-
ten zur Zellkultur hinzugegeben. Die 
Konzentration der mRNA in der Zell-
kulturplatte in Reihe A betrug 2 µg in  
50 µl. Die Zellkultur mit den unter-
schiedlichen Parametern wurde nun auf 
eine für eine 96 Wellplatte vorgefertigte 
Magnetplatte (OZ Biosciences) gesetzt. 
Die anschließende Inkubationszeit be-
trug 30 Minuten im Inkubator bei 37°C 
und 5 % CO2-Zufuhr. 

4.2.4 Luciferase-Messung
Wie bereits erwähnt, trug das Plasmid 
pVAXA120MetLuc das Reportergen, 
das für die Produktion des Enzyms Re-
nilla Luciferase codiert. Vorteil dieser 
Messung ist, dass die Enzymaktivität 
im Labor leicht und schnell nachgewie-
sen werden kann. Durch die Zugabe 
des Substrats, Coelenterazin, kommt es 
zur Umwandlung in Produkt und Ne-
benprodukte. In diesem Fall ist Licht 
ein Nebenprodukt der Zersetzung des 
Substrates. Dieses Licht kann gemessen 
werden und verhält sich direkt proporti-
onal zur Genexpression. Um zusätzliche 
Informationen über die Expressionskine-
tik zu erlangen, welche Komplexe besser 
für die Einschleusung der mRNA in die 

Zielzelle über einen längeren Zeitraum 
sind, wurden Messungen jeweils nach 
6h, nach 24h, nach 48h und nach 72h 
durchgeführt. 

5 Resultate und Diskussion
5.1 Gelelektrophorese-Banden des 
pVAXA120 und pEGFPLuc
Um das Insert (EGFPLuc) aus dem Plas-
mid pEGFPLuc auszuschneiden und ins 
Backbone pVAXA120 einzufügen, wur-
de pEGFPLuc zuerst mit XbaI und NheI 
geschnitten und pVAXA120 mit NheI. 
Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h bei 
37°C wurden die Banden auf einem 1 % 
Agarosegel verifiziert. 

Abb. 4 zeigt die Ergebnisse der Gelelek-
trophorese. Zur Kennzeichnung der 
Fragmentgröße wurde in die Mitte 
des Gels ein Marker gesetzt. Links des 
Markers sind die Banden des Plasmi-
des pVAXA120 klar erkenntlich. pVA-
XA120 wurde mit dem Restriktionsen-
zym NheI geschnitten. Ziel war es, ein 
DNA-Fragment aus 3000 bp zu erhal-
ten. Wie auf der Abb. 4 zu erkennen 
ist, liegt die Bande des Plasmides pVA-
XA120  knapp unter der neunten Bande 
des Markers d. h. knapp unter 3054 bp. 
Demnach wurde pVAXA120 lineari-
siert, was Voraussetzung für den Einbau 
des Inserts EGFPLuc war. Die Banden 
des Plasmids pEGFPLuc liegen auf der 
rechten Seite des Markers. Das Plasmid 
pEGFPLuc trägt das Insert und wur-
de sowohl mit dem Restriktionsenzym 
XbaI als auch mit NheI geschnitten. Die 
gewünschten Fragmente aus 3920 bp 
und 2447 bp stellen das Insert dar und 
wurden zur weiteren Verwendung aus 
dem Gel herausgeschnitten. Das Kon- 
trollgel zeigt für das Plasmid pEGFPLuc 
drei Banden. Die obere befindet sich be-
reits bei Beginn des Markers und lässt 
deshalb davon ausgehen, dass diese Frag-
mente eine Größe von etwa 6000 bp ha-
ben. Die zweite Bande befindet sich im 
Bereich von 4000 bp. Die dritte Bande 
hingegen bei ca. 2500 bp. Die Tatsache, 
dass trotz enzymatischen Verdau, noch 
eine Bande bei 6000 bp zu sehen ist, 
lässt auf einen unvollständigen Verdau 
schließen. Insgesamt sind die Banden 
relativ unscharf zu erkennen, was jedoch 
für den weiteren Verlauf des Versuches 
nicht ausschlaggebend war. Anhand des 
Kontrollgels konnte gesagt werden, dass 
genügend  gewünschte DNA-Fragmen-
te zur Verfügung standen, um die fort-

führende Ligation durchzuführen.

5.2 Minipräparation-Kontrollverdau 
der Klone
Wie bereits im Klonierungsversuch ge-
schildert, wird das Verfahren der Mi-
nipräparation dazu verwendet, um das 
Plasmid aus den Bakterienzellen zu iso-
lieren. In diesem Verfahren werden die 
Bakterienzellen abzentrifugiert. An-
schließend wird mit verschiedenen Puf-
ferlösungen gearbeitet. Puffer P1 wird 
zur Resuspendierung der Bakterien-
pellets verwendet. Puffer P2 bricht die 
Bakterienzellen durch die Natronlauge, 
die der Puffer beinhaltet, auf. Puffer P3 
neutralisiert Puffer P2. Danach wird 
zentrifugiert und im Überstand ist 
das Plasmid enthalten. Durch Zugabe 
von Isopropanol wird das Plasmid ge-
fällt. Später wird das Plasmidpellet mit  
70 % Ethanol gewaschen. Zum Schluss 
wird das DNA-Pellet luftgetrocknet 
und in ddH2O aufgenommen [4]. Ein 
Aliqout aus dieser Lösung wurde mit 
einem Enzym geschnitten. Mit diesem 
Kontrollverdau wurde überprüft, ob 
das Plasmid, das die Bakterien in den 
wachsenden Bakterienkolonien tragen, 
ein richtig eingebautes Reportergen be-
sitzt. 

Die gewünschten Fragmente waren hier-
bei DNA-Abschnitte der Größe von 
3421bp, 1624bp und 305bp. Die Größe 
der Plasmide wurde mit Hilfe einer wei-
teren Gelelektrophorese ermittelt, die in 
der UV-Lichtbox das Bandenmuster aus 
Abb. 5 ergab.

Wie das Bandenmuster zeigt, ergab das 
Ergebnis des Kontrollverdaus jedoch 
lediglich Plasmide der Größe 2712bp, 
1624bp und 1014bp. Die hohe Anzahl 
von Basenpaaren, die die isolierten und 
rückverdauten DNA-Fragmente aufwei-
sen, bedeutet, dass die Plasmide zwar 
das Reportergen besitzen, dieses jedoch 
falschherum eingebaut wurde. Die Plas-
mide konnten daher nicht für die Trans-
fektion verwendet werden. Aus diesem 
Grund wurde für den weiteren Verlauf 
des Versuches die aus dem Plasmid pVA-
XA120MetLuc transkribierte mRNA 
verwendet.

5.3 Luciferase-Werte und deren  
Standardabweichung
Die Ausgangskonzentration der mRNA 
in den Wells A1, A4, A7 und A10 be-
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trug 2µg/3,2µl. Diese Konzentration  
c. [µg/µl] nahm jedoch auf Grund der 
Verdünnungsreihe, die bereits vor den 
Messungen angelegt wurde, stetig um 
den Faktor 0,5 ab. In den Tabellen 1,2,3 
und 4 (S. 43) wurden die Messdaten 
festgehalten. Sie geben Auskunft über 
die Konzentration der mRNA, die An-
zahl an ausgesandten Lichtquanten, die 
proportional zur Anzahl an produzierten 
Enzymmolekülen ist und letztendlich 
die Standardabweichung (S) der ange-
gebenen Messdaten. Die Standardab-
weichung ist der Mittelwert, der sich 
aus den Messschwankungen, die in den 
jeweiligen Triplikaten auftreten, berech-
nen lässt, d. h. bei Abweichungen in der 
Lichtquantenzahl, die die einzelnen Tri-
plikate aussenden, gibt die Standardab-
weichung Auskunft über die Stärke der 
Schwankung. Die Standardabweichung 
sollte hierbei nicht größer als 10 % zum 
erhaltenen Messergebnis sein. Sehr hohe 
Standardabweichungen lassen sich auf 
unvermeidliche Pipettierungenauigkei-
ten zurückführen. 

Ziel der Messungen war es festzustellen, 
unter welchen Bedingungen die Transfek-
tionseffizienz am höchsten ist. Außerdem 
konnte im Rahmen einer Dosis-Abhän-
gigkeitsstudie überprüft werden, welche 
mRNA-Konzentration der Transfekti-
onseffizienz zu Gute kommt. Zu Beginn 

wurde nur mRNA ohne jegliche Hilfsmit-
tel mit den Zellen in Kontakt gebracht. 
Dies ist lediglich eine Kontrolle, um zu 
zeigen, dass ohne Transfektionsmittel kein 
oder nur wenig genetisches Material von 
den Zellen aufgenommen wird. Im Well 
A4 kamen nun die magnetischen Nano-
partikel zum Einsatz. Besonders diese Er-
gebnisse spielten eine bedeutsame Rolle, 
um die These, die zu Beginn der Arbeit 
aufgestellt wurde, zu beweisen. Zusätzlich 
wurde im Well A7 die Transfektionseffi-
zienz unter Verwendung eines mRNA/
SM4-31-Komplexes überprüft. Diese 
Messdaten, die die letzten drei Wells lie-

ferten, sollten zeigen wie sich die Transfek-
tionseffizienz beim Zusammenspiel aller 
Parameter verhält. Hier wurde die mRNA 
mittels Magnetpartikel und dem Lipid 
SM4-31 transportiert.

Die Anzahl ausgesandter Lichtquanten 
als Maß für die transferierte mRNA und 
des deshalb gebildeten Reporterproteins 
belaufen sich nach einer sechsstündigen 
Inkubationszeit auf eine Menge von 898 
bis 958 (siehe Tab. 1). Die Standardab-
weichungen liegen zwischen 4 und 6 %. 
Die maximale Anzahl an Lichtquanten, 
die unter diesen Bedingungen erzielt 

pVAXA120 MarkerpVAXA120 Marker pEGFPLucpEGFPLuc

Abb. 4: Marker als Referenz zur Größenbestimmung der Gelelektrophoresebanden (links),  Kon-
trollgel – Gelelektrophorese-Banden nach der Restriktion (rechts).

Abb. 5: Gelelektrophorese-Banden nach der Minipräparation.
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werden kann, ist 958+62. Das Minimum 
liegt bei 898-34. Die höchste Transfekti-
onseffizienz unter der Verwendung nack-
ter mRNA ohne Transfektionshilfen wird 
demnach bei einer mRNA-Konzentrati-
on von 0,02 µg/3,2 µl erzielt. 

Die Verwendung magnetischer Nanopar-
tikel (MNP) ergibt eine Menge von 848 
bis 930 Lichtquanten, wobei die Stan-
dardabweichung zwischen 1 und 8 % 
liegt (siehe Tab. 1). Das Maximum der 
Messwerte liegt demnach bei 961. Er-
forderlich dafür ist jedoch eine mRNA-
Konzentration von 2 µg/3,2 µl. Bei einer 
mRNA-Konzentration von 0,5 µg/3,2 µl 
liegt ein Minimum von 821 vor. 

Nach Erhalt dieser Messwerte kann bereits 
ein Vergleich der beiden Versuche und 
deren Bedingungen sehr nützlich und auf-
schlussreich sein. Die Messdaten zeigen, 
dass bei einer mRNA-Konzentration von 
2 µg/3,2 µl die höchste Transfektionseffi-
zienz beim Einsatz von MNPs gegeben ist. 
Der Gentransfer ohne Hilfsmittel, wie es z. 
B. die Magnetpartikel sind, erzielt bei solch 
einer hohen Konzentration von 2 µg/3,2 
µl immer noch einen größeren Erfolg, als 
es der Versuch mit den Magnetpartikeln 
zeigt. Bezüglich dessen wäre ein Gentrans-
fer mittels magnetischen Nanopartikeln 
alles andere als rentabel. Die nächsten Ver-
suche beweisen jedoch das Gegenteil. 

Lediglich das Verwenden des Transfekti-
onsmittel SM4-31 zeigt einen größeren 
Erfolg beim mRNA-Transport. Die Wer-
te liegen zwischen 1042 und 3847 aus-
gesandten Lichtquanten (siehe Tab. 1).  
Aufgrund von Pipettierungenauigkeiten 
beläuft sich die hohe Standardabwei-
chung von 14 % auf ein Maximum von 
4387 und eine Abweichung von 2 % 
auf ein Minimum von 1025. Hier liegt 
die höchste Transfektionseffizienz eben-
falls bei einer mRNA-Konzentration von  
2 µg/3,2 µl.

Wird der Gentransfer nun von MNPs und 
dem kationischen Lipid SM4-31 unter-
stützt, was im nächsten Versuch untersucht 
wurde, wird eine Anzahl von 2606 bis 
10156 erhalten (siehe Tab. 1). Die Stan-
dardabweichung von 1% führt zu einem 
Maximum von 10293, aufgrund einer 
achtprozentigen Schwankung zu einem 
Minimum von 2406. Bei einer mRNA-
Konzentration von 1 µg/3,2 µl werden am 
meisten Lichtquanten ausgesendet. 

Dies ist ein Beweis dafür, dass nur im Zu-
sammenspiel von MNPs und SM4-31, die 
höchsten Erfolge beim Gentransfer erzielt 
werden können. 

Nach 24 Stunden wurden ebenfalls Mess-
ergebnisse erfasst, die in der Tabelle 2 auf-
gezeigt werden.

Auch diese Werte zeigen eine klare Stei-
gerung der Transfektionseffizienz beim 
Einsatz des Lipides SM4-31 und MNPs 
in Kombination. Die Konzentrationsbe-
reiche, die ein Maximum von produzier-
ten Enzymen aufzeigen, sind im Vergleich 
zu den 6 Stunden-Werten nicht mehr im 
oberen Bereich, wie 2µg/3,2µl, sondern 
haben sich eher nach unten verlagert. Das 
Maximum der Enzymproduktion liegt 
bei den 24-Stunden-Werten im Bereich 
0,25-0,02µg/3,2µl. Eine mRNA-Kon-
zentration von 1µg/3,2µl erzielt hingegen 
eine wesentlich schlechtere Transfektions-
effizienz. Mit einer Standardabweichung 
von 3% ist der Wert 105925 des Kombi-
nationsversuches mit MNPs und SM4-
31, der höchste, der sich aus der gesamten 
24-Stunden Messung ergeben hat. Der 
Vergleich zur 6-Stunden Messung, deren 
höchster Wert ebenfalls aus dem Kombina-
tionsversuch resultierend bei 10156 liegt, 
zeigt, dass die Aktivität der Expression nach 
24-Stunden nicht abgenommen hat, son-
dern zunimmt.

Nach zwei Tagen (siehe Tab. 3) kann im-
mer noch eine Aktivität der Expression 
festgestellt werden. Der höchste Wert der 
48 Stunden-Messung ist nun jedoch nicht 
mehr Ergebnis des Kombinationsversu-
ches, sondern wurde vom Gentransfer mit-
tels SM4-31 erzielt. Dies kann als Zeichen 
dafür gesehen werden, dass sich die Expres-
sionsaktivität im Kombinationsversuch mit 
SM4-31 und MNPs langsam auf ein Ni-
veau einpendelt hat, wie aus der 48 Stun-
den-Messung entnommen werden kann, 
bei etwa 168262, oder langsam zum Erlie-
gen kommt. Eine mRNA-Konzentration 
von 0,5µg/3,2ml scheint daher nach zwei 
Tagen die beste Bedingung sowohl für den 
Gentransfer mit SM4-31 als auch für den 
Kombinationsversuch zu sein.

Die Messungen nach drei Tagen (siehe  
Tab. 4) zeigen ein ähnliches Ergeb-
nis, wie gerade aufgeführt. Die höchs-
te Expressionsrate liegt im Versuch mit 
SM4-31 bei 353656 mit der Standard-
abweichung von 25 %. Im Kombina-

tionsversuch liegt das Maximum mit 
einer Standardabweichung von 21 % 
und einer mRNA-Konzentration von  
1 µg/3,2 µl bei 191074. Dieser Wert un-
terscheidet sich nicht wesentlich zum 
höchsten Wert nach zwei Tagen und be-
legt die vorher aufgestellte Hypothese, 
dass sich die Expressionsrate unter der 
kombinierten Verwendung von SM4-31 
und MNPs nach etwa 72 Stunden auf 
einem konstanten Niveau einpendelt. 
Die optimale mRNA-Konzentration 
für eine möglichst hohe Expressionsra-
te liegt hier zwischen 0,13-1 µg/3,2 µl. 
Was aus den Tabellen nicht ersichtlich 
wird, jedoch durch eine abschließende 
mikroskopische Observation bewiesen 
werden konnte, ist, dass bei einer mRNA-
Konzentration von 2 µg/3,2 µl tote Zellen 
vorhanden sind. Demnach resultiert eine 
mRNA-Konzentration von 2 µg/3,2 µl in 
einem toxischen Effekt für die Zelle. Dies 
ist eine wichtige Erkenntnis für die zu-
künftige, therapeutische Anwendung des 
Verfahrens. 

In den Abb. 6 und 7 werden die erhaltenen 
Messergebnisse graphisch nochmals darge-
stellt. Die Steigerung und Verbesserung der 
Transfektionseffizienz ist an den Spitzen er-
kenntlich, die im Versuch mit SM4-31 und 
MNPs in Kombination einen eindeutig 
höheren Ausschlag aufweisen als die Versu-
che mit den einzelnen Komponenten.

6 Fazit
Das Ergebnis des Versuches mittels mRNA 
in Kombination mit einem „enhancer“ die 
Effizienz des Gentransfers zu erhöhen, hat 
eindeutige Erfolge gezeigt. Die Hypothese, 
die einleitend aufgestellt wurde, ist somit 
bewiesen. Durch das experimentelle Ar-
beiten konnten zusätzliche Erkenntnisse 
gewonnen werden. Der alleinige Gebrauch 
von magnetischen Nanopartikeln, um 
mRNA in eine eukaryotische Zelle einzu-
schleusen, zeigt überraschend wenig Erfolg. 
In Verbindung mit einem Transfektions-
mittel, wie es in diesem Fall mit dem kat-
ionischen Lipid SM4-31 überprüft wurde, 
steigern magnetische Nanopartikel jedoch 
enorm die frühe Transfektionsleistung. 
Um diesen Unterschied der variierenden 
Transfektionseffizienz zu erörtern, müssen 
weitere Charakterisierungsstudien in Bezug 
auf Komplexgröße und -ladung durchge-
führt werden. Eine höchst detaillierte und 
breitgefächerte Forschung am Versuchs-
optimum ist daher sehr wichtig. Nicht 
nur die mRNA-Konzentration, wie sie in 



43c [µg/µl] mRNA S mit MNP S SM4-31 S Lipid/MNP S

2 946 25 930 31 3847 540 9635 103
1 929 31 900 68 3029 79 10156 137

0,5 899 14 848 27 3030 99 8362 182
0,25 912 10 873 11 2455 164 6805 315
0,13 914 10 898 22 2006 75 7364 508
0,06 898 34 873 26 1437 54 5502 468
0,03 933 21 903 36 1163 56 4377 111
0,02 958 62 926 18 1042 17 2606 200

Tab. 1: 6-Stunden-Messung bei einer Anfangskonzentration von 2µg/3,2µl [16], aufgetragen ist jeweils die Anzahl der empfangenden Lichtquanten von 
mRNA, MNP, SM4-31 und dem Komplex SM4-31/MNP. c: Konzentration in [µg/µl], S: Standardabweichung.

Tab. 2: 24-Stunden-Messung bei einer Anfangskonzentration von 2µg/3,2µl [16], aufgetragen ist jeweils die Anzahl der empfangenden Lichtquanten von 
mRNA, MNP, SM4-31 und dem Komplex SM4-31/MNP.

Tab. 3: 48-Stunden-Messung bei einer Anfangskonzentration von 2µg/3,2µl  [16], aufgetragen ist jeweils die Anzahl der empfangenden Lichtquanten von 
mRNA, MNP, SM4-31 und dem Komplex SM4-31/MNP .

Tab. 4: 72-Stunden-Messung bei einer Anfangskonzentration von 2µg/3,2µl [16], aufgetragen ist jeweils die Anzahl der empfangenden Lichtquanten von 
mRNA, MNP, SM4-31 und dem Komplex SM4-31/MNP.

c [µg/µl] mRNA S mit MNP S SM4-31 S Lipid/MNP S

2 727 117 855 53 38248 4133 63508 2094
1 689 26 801 20 42129 2670 78966 6686

0,5 734 46 831 61 56586 4073 82861 745
0,25 788 29 848 37 70659 1849 92866 11437
0,13 767 49 842 66 64863 3009 105925 9791
0,06 765 23 837 80 41473 2381 82219 12365
0,03 794 38 859 72 22200 1277 67755 4112
0,02 1124 64 1279 123 11370 868 47128 1835

c [µg/µl] mRNA S mit MNP S SM4-31 S Lipid/MNP S

2 859 9 991 151 140244 11593 102212 12321
1 916 56 1201 407 158458 17879 122466 21628

0,5 835 29 1121 310 205112 7444 168262 3242
0,25 851 36 1033 328 135233 13132 142329 10633
0,13 829 28 999 145 94848 2841 110546 3746
0,06 824 30 996 239 64144 1797 83375 9829
0,03 879 17 1040 207 31472 1932 56332 8515
0,02 1996 131 2001 77 13849 2527 41497 2279

c [µg/µl] mRNA S mit MNP S SM4-31 S Lipid/MNP S

2 797 20 1120 506 353656 83217 183367 1705
1 782 27 1646 1367 301483 75219 191074 40669

0,5 780 8 1368 916 205567 60470 174141 23596
0,25 788 3 1324 893 155843 48945 183780 5381
0,13 787 23 1019 348 102063 23342 126213 2681
0,06 831 21 1127 460 74421 17092 74014 7150
0,03 863 24 1206 523 32254 2841 49649 8438
0,02 2051 181 2529 188 14258 7802 48935 924
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dieser Arbeit durch die Dosis-
Abhängigkeitsstudie erforscht 
wurde, spielt eine entscheidende 
Rolle, sondern auch Faktoren 
wie die Stärke des Magnetfeldes, 
die eine Steuerung der MNPs 
ermöglichen, die Zusammenset-
zung des Kerns des Magnetpar-
tikels oder dessen Beschichtung. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zei-
gen nicht nur, dass und wie die 
Transfektionseffizienz der Ma-
gnetofektion gesteigert werden 
kann, sondern auch, dass sich 
der Einsatz von mRNA, welcher 
in der aktuellen Wissenschaft 
noch nicht etabliert ist, durch-
aus bewährt. Die Ergebnisse 
dieses Projektes stellen somit 
eine Bereicherung des aktuellen 
Forschungsstandes dar. 

7 Ausblick
Die Magnetofektion ist ein 
vielversprechendes Verfah-
ren für die Gentherapie. Es 
erschließen sich neue Pers-
pektiven für die Bekämpfung 
einiger zentral medizinischer 
Problemstellungen. Nach ei-
ner US-Studie sterben am Tag 
weltweit 20.000 Menschen an 
Krebs. Angesichts dessen wird 
ein Verfahren wie die Mag-
netofektion, die solch großes 
Potenzial zur Krebsheilung 
vorweist, unbedingt notwen-
dig. Beachtliche therapeuti-
sche Erfolge konnten bereits 
mit einem anderen Verfahren 
erzielt werden, in dem magne-
tische Nanopartikel zum Ein-
satz kommen: Magnetische Nanopartikel 
werden direkt in Tumore injiziert. Der 
Tumor wird dann selektiv durch Ein-
strahlung eines alternierenden Magnet-
feldes erhitzt, wodurch die Tumorzellen 
absterben. 66 Tumorpatienten befanden 
sich an der Berliner Charité bereits in 
Behandlung. Dabei wurde die Nano-
Therapie gleichzeitig zu anderen Therapi-
en eingesetzt, wodurch sich die Lebens-
dauer der Patienten auf durchschnittlich 
eineinhalb Jahre verdoppelte [15]. Hier 
wurden die magnetischen Eigenschaften 
der Partikel genutzt, ohne dass eine Gen-
therapie zum Einsatz kam. Genau eine 
solche Kombination ist jedoch denkbar 
und sogar in Erforschung. Das Einsatz-
gebiet der Magnetofektion ist demnach 

breit gefächert. Auch im Bereich der Ge-
rontologie werden der Magnetofektion 
große Chancen angerechnet. Dennoch 
ist das Potenzial des Verfahrens noch 
nicht vollends ausgeschöpft. Vor allem 
Deutschland stellt bezüglich rechtlicher 
und finanziell unterstützender Basis ein 
schwieriges Terrain dar, um die Funkti-
onsweise gänzlich zu erforschen. Viele 
Risiken der Nano-Medizin sind noch 
ungeklärt. Dosis-Abhängigkeits-Studien, 
wie sie in dieser Arbeit durchgeführt 
wurden, helfen festzustellen, ab wann 
nanotechnologische Strukturen für den 
Körper schädlich wirken. Ohne thera-
peutische Zielsetzung als Begründung 
für das gentechnische Manipulieren von 
Organismen, sind gentechnische Ver-

fahren aus ethischen Gesichtspunkten 
immer noch stark kritisiert. Trotzdem 
ist die Magnetofektion sowohl aufgrund 
der Heilungsprozesse, die durch diese 
Art von Gentherapie erheblich verbessert 
werden konnten [15], als auch aufgrund 
der wirtschaftlichen Chancen nach einer 
sorgfältigen Abwägung der Chancen und 
Risiken unbedingt zu unterstützen, um 
sie zu einem ethisch vertretbaren Stan-
dard entwickeln zu können. 
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Abb. 6: Anzahl empfangener Lichtquanten nach 6h in Abhängigkeit der Konzentration. Mit steigender Konzentra-
tion nimmt die Transfektion zu.

Abb. 7: Anzahl empfangener Lichtquanten nach 24h in Abhängigkeit der Konzentration.  Der MNP Komplex ist über 
den großen Zeitraum im Vergleich zu anderen Transfektionsmethoden besonders stabil.
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