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Zellkultur, Proteofektion von Antikörpern und Mikroskopie in einem Slide 

 

Das µ–Proteofection Kit VI AB kombiniert in einzigartiger Weise µ–Slides VI der Firma ibidi und PROTEOfectene® AB 
von Biontex zu einem leistungsfähigen Kit, welches das Einbringen von Antikörpern in lebende Zellen und anschließende 
hochauflösende Lebendzell–Mikroskopie ermöglicht. 

 

PROTEOfectene
®
 AB komplexiert Antikörper nicht–kovalent durch elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen 

zu einem Komplex, der endozytotisch von den Zellen aufgenommen wird. PROTEOfectene® AB schafft mit der 
unglaublichen Vielfalt an kommerziell verfügbaren Antikörpern neue Möglichkeiten zur Erforschung und Beeinflussung 
von Zellvorgängen jeder Art. 

 

Das µ–Slide VI ist für hochauflösende Mikroskopie konzipiert und eignet sich sowohl für Experimente mit lebenden 
Zellen als auch für die Fixierung und Färbung von Zellen. Durch die exzellente optische Qualität des Materials ist 
Fluoreszenzmikroskopie bei höchster Auflösung und beliebiger Wellenlänge möglich. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Inhalt µ–Proteofection Kit VI AB: 

PROTEOfectene® AB 250 µl                                                                                   Biontex Laboratories GmbH 

FITC-IgG (Positivkontrolle; 100 µg/ml in PBS)  100 µl                                                                                   Biontex Laboratories GmbH 

µ–Slide VI, ibiTreat 15 Stück                                                                               ibidi GmbH 

  

Versand: Bei Raumtemperatur 

Lagerung: 
PROTEOfectene® AB 
FITC-IgG 
µ–Slide VI 

4°C; nicht einfrieren 
≤ -15°C 
Raumtemperatur 

Stabilität: Haltbar bis: siehe Label 

Gebrauch: 
Nur für Forschungszwecke in vitro, nicht zur diagnostischen, 
therapeutischen oder anderen klinischen Anwendung an Mensch 
oder Tier. 
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1  Allgemeine Hinweise 

 

1.1  Verwendung von ibidi µ–Slides 

 

1.1.1  Material 

 

Die µ–Slides bestehen aus einem Kunststoff höchster 
optischer Qualität. Das Material zeichnet sich durch eine 
extrem niedrige Doppelbrechung und Autofluoreszenz 
aus, beide vergleichbar mit Glas. Der Boden kann nicht 
vom µ–Slide abgelöst werden. Die Slides können nicht 
autoklaviert werden, da sie nur bis zu einer Temperatur 
von 60°C stabil sind. Durch die Plastikfolie des Bodens 
findet teilweise ein Gasaustausch zwischen der 
Brutschrankatmosphäre und dem Zellkulturmedium statt. 
Deshalb darf der Boden nicht abgedeckt werden. Optimal 
ist die Platzierung der µ–Slides auf einem ibidi µ–Slide 
Rack. 

 

1.1.2  Geometrie des µ–Slide VI 

 

Das µ–Slide VI entspricht dem Standard–Slide–Format 
gemäß ISO 8037/1. Der Abstand der Luer–Adapter 
beträgt 9 mm (wie bei einer 96–well Platte). Dies 
ermöglicht die Verwendung von Multikanalpipetten. 

 

Maße 

Anzahl Kanäle 6 

Volumen eines Kanals 30 µl 

Länge eines Kanals 17 mm 

Breite eines Kanals 3.8 mm 

Höhe eines Kanals 0.4 mm 

Adapter Luer, weiblich 

Volumen je Reservoir 60 µl 

Wachstumsfläche 0.6 cm2 je Kanal 

Beschichtungsfläche (30 µl) 1.2 cm2 je Kanal 

Bodenstärke entspricht Deckglas No. 1.5 

 

1.1.3  Zellmikroskopie 

 

Die Zellen können lebend oder fixiert direkt im µ–Slide 
unter einem inversen Mikroskop betrachtet werden. Sie 
können ein Fixierungsmittel Ihrer Wahl verwenden. Das 
Material des µ–Slides ist unempfindlich gegenüber 
verschiedenen Chemikalien, wie z.B. Aceton oder 
Methanol. Dank der sehr dünnen Unterseite der µ–Slides 
von 180 µm ist hochauflösende Mikroskopie möglich. 

 

 

1.1.4  Befüllen des Slides 

 

Je Kanal des µ–Slide VI werden 30 µl mit der Pipette 
eingefüllt. Um die Slides blasenfrei zu befüllen, halten Sie 
die Spitze der Pipette an den Eingang des Kanals. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach Anwachsen der Zellen (ca. 4 – 6 Stunden) werden 
die Reservoire mit je 60 µl Medium aufgefüllt. 

 

1.1.5  Immersionsöl 

 

Werden Ölimmersionsobjektive verwendet, dürfen nur die 
in der Tabelle angegebenen speziellen Immersionsöle 
verwendet werden. Die Verwendung anderer Öle kann zu 
Schäden am Objektiv führen. 

 

Hersteller Produkt Katalognummer 

Cargille type DF, Code: 1261 (Cargille) 16242 

Cargille type DF37, Code: 0383 (Cargille) 16239 

Cargille Series AAA, n = 1.330 (Cargille) 

Cargille Series AAA, n = 1.335 (Cargille) 

ibidi immersion oil (ibidi) 50101 

Olympus 8 ml (Olympus) 035520 

Zeiss 518 F (Zeiss) 444960 

 

 

 

 

 

Tipp: 
 
Wir empfehlen das Medium und die µ–Slides einen 
Tag vor Verwendung in den Brutschrank zu stellen, 
um sie zu equilibrieren. Auf diese Weise kann die 
Bildung von Blasen nach dem Befüllen der Slides 
und der weiteren Kultivierung der Zellen vermieden 
werden. 
Sind doch Luftblasen entstanden, können diese 
durch Schräghalten des µ–Slides und vorsichtiges 
Klopfen entfernt werden. 
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1.2  Verwendung von PROTEOfectene
®

 AB 

 

1.2.1  Spezifikation 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
FITC–IgG (Positivkontrolle) ist ein Fluoreszenz-gelabelter 
Antikörper (Immunglobulin). Anregungsmaximum: 488 
nm. Emissionsmaximum: 520 nm (sichtbares Grün). 

 

1.2.2  Qualitätskontrolle 

 

Um die Qualität von PROTEOfectene® AB 
sicherzustellen, wird jedes Lot anhand strikter Standards 
getestet. Es werden folgende Assays durchgeführt: 
 

Reinheit: Silica Gel TLC 

Sterilität: Thioglycolate–Test 
Biologische  
Aktivität:  Mit Hilfe von Zytofluorometrie und 

Fluoreszenzmikroskopie       überwachter 
Transport von FITC–IgG in NIH3T3 
Zellen. 

 

1.2.3  Wichtiger Parameter: Reinheit des Antikörpers 

 

Jegliche Verunreinigungen, Kontaminationen und 
Additive, die sich in der Antikörperlösung befinden, 
können die Transporteffizienz beeinträchtigen. 
Verwenden Sie folglich einen möglichst reinen 
Antikörper. 

 
BSA in der Antikörperlösung verhindert den Eintrag in die 
Zellen! In vielen Antikörperlösungen sind 0.1 bis 2% BSA 
vorhanden, das entspricht 1 bis 20 mg/ml. BSA liegt in 
diesen Lösungen zum Teil in vielfachem Überschuss vor. 
BSA konkurriert bei der Bildung des Proteoplexes mit 
dem Antikörper und verhindert so einen erfolgreichen 
Eintrag in die Zellen. 
 
Auch andere Stabilisatoren, wie z.B. Detergenzien, 
können den Antikörpertransport hemmen, wenn Sie in 
großem Überschuss gegenüber dem Antikörper 
vorhanden sind. Stabilisatoren wie Glycerol oder ähnliche 
Additive stören den Transport hingegen nicht. 
 

 
 
 
 

Konservierungsmittel, wie z.B. Natriumazid, können zu 
Zytotoxizität führen, wenn sie in hohen Konzentrationen 
vorliegen. Falls nötig, können solche 
Konservierungsmittel per Dialyse entfernt werden. 

 

Anwendung 
Antikörper-Eintrag in Säugerzellen in  
µ–Slides VI 

Sterilität getestet 

Zellkultur getestet 

Haltbarkeit 1 Jahr 

Lagerung 4 °C 
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2  Standardprotokoll 
 

2.1  Allgemeines 

 

Die folgende Arbeitsanleitung stellt ein Standardprotokoll 
dar, das bei einer Vielzahl von Zelllinien erfolgreich 
eingesetzt wurde. Das Standardprotokoll sollte als 
allgemeine Richtlinie zur Planung Ihrer Versuche dienen. 
Die optimalen Bedingungen und Parameter unterscheiden 
sich von Zelllinie zu Zelllinie und müssen, wie in Kapitel  3 
beschrieben, für jedes Versuchssetup neu bestimmt 
werden. 
Der mitgelieferte Antikörper FITC–IgG dient dabei als 
Positivkontrolle. Er wird mit einem Antikörper:Reagenz– 
Verhältnis von 1:1 – 1:2 (pro 1 µg Antikörper 1 – 2 µl 
PROTEOfectene® AB) verwendet. FITC–IgG ist beim 
Erstellen neuer Versuche hilfreich und sollte bei jeder neuen 
Zelllinie zum Einsatz kommen (siehe Kapitel  4.1). 

 

Die folgende Anleitung beschreibt das Vorgehen für einen 
Kanal eines µ–Slides VI. 

 

2.2  Vorbereitung der Reagenzien 

 

Vor dem Antikörpertransport (Proteofektion) werden 
PROTEOfectene® AB und der einzubringende Antikörper 
auf Raumtemperatur gebracht und jeweils sanft gemischt. 

 

2.3  Vorbereitung der Zellen 

 

Die Zellen werden am Tag vor dem Transportversuch 
ausgesät. Die optimale Zelldichte hängt dabei von der 
Proliferationsrate und dem Zustand der Zellen ab. Die Zellen 
sollten zum Zeitpunkt der Proteofektion zu etwa 50 – 70% 
konfluent (Bedeckung der Wachstumsfläche) sein. 
 

1. Es wird eine Zellsuspension mit 3 –  4 ∙105 Zellen/ml in 
vollständigem Kulturmedium hergestellt.  

 

2. Der gewünschte Kanal des µ–Slide VI wird mit 30 µl 
dieser Zellsuspension gefüllt.  

 

3. Nach dem Anwachsen der Zellen (etwa 2 – 6 h nach 
dem Einfüllen der Zellsuspension) werden in beide 
Reservoire des Kanals je 60 µl vollständiges 
Kulturmedium einpipettiert. 

 

 

2.4 Bildung des Proteoplexes  

 
4. Antikörper mit 1x PBS auf 100 µg/ml verdünnen. 
 

 

5. 0.4 µg Antikörper (4 µl; 100 µg/ml) in ein 
Reaktionsgefäß pipettieren.  

 

6. 0.8 µl PROTEOfectene® AB in das Reaktionsgefäß 
zugeben, welches den Antikörper enthält. Das 
gesamte Volumen durch sanftes Auf– und 
Abpipettieren mischen. 

 

7. Für 10 –  15 min bei Raumtemperatur inkubieren.  
 

8. Während des Inkubierens wird das Kulturmedium aus 
beiden Reservoiren des mit Zellen bewachsenen 
Kanals abpipettiert. Der Kanal selbst bleibt gefüllt.  

 

9. Nach der Inkubation 30 µl vollständiges Kulturmedium 
in das Reaktionsgefäß, das den Proteoplex enthält, 
zugeben.  

 

2.5 Proteofektion  

 
10. Das Kulturmedium im Kanal wird nun gegen die 

Proteoplexlösung aus dem Reaktionsgefäß 
ausgetauscht: Dazu das Slide 45 Grad um die 
Längsachse kippen und 30 µl der Proteoplexlösung 
aus dem Reaktionsgefäß in das höher gelegene 
Reservoir des Kanals einpipettieren. Die 
Proteoplexlösung verdrängt das Kulturmedium aus 
dem Kanal. Die Strömungsverhältnisse im Kanal 
verhindern dabei ein Vermischen der Lösungen. Jetzt 
die 30 µl verdrängtes Kulturmedium aus dem unteren 
Reservoir abpipettieren.  

 

11. Das Slide bei den für die verwendeten Zellen üblichen 
Kulturbedingungen inkubieren.  

 

12. 6 h nach Zugabe des Proteoplexes werden beide 
Reservoirs des Kanals mit je 60 µl vollständigem 
Kulturmedium gefüllt.  

 

13. Bei einer Versuchsdauer von insgesamt mehr als zwei 
Tagen muss ein täglicher Wechsel des Kulturmediums 
erfolgen.  

 

Beachten Sie: Anwesendes BSA verhindert den 
Antikörpereintrag vollständig! 

Beachten Sie: Die Reinheit des zu transportierenden 
Antikörpers und die An– bzw. Abwesenheit von 
Additiven und/oder Verunreinigungen haben einen 
hohen Einfluss auf die Transporteffizienz. 
 

Hinweis: Verdünnen Sie PROTEOfectene® AB 
nicht. Wenn das Pipettieren von sehr kleinen 
Mengen nötig wäre, stellen Sie eine größere 
Menge Protein– PROTEOfectene® AB–Komplex 
(Proteoplex) her. 
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3  Optimierungsprotokoll 

 

3.1  Antikörper:Reagenz–Verhältnis 

 

Zunächst wird das Antikörper:Reagenz–Verhältnis für 
den verwendeten Zelltypus optimiert. Dazu wird die im 
Standardprotokoll angegebene Antikörpermenge bei    
0.4 µg konstant gehalten und das     
Antikörper:Reagenz–Verhältnis [µg:µl] von 1:0.5 bis 1:5 
verändert, also bei 0.4 µg Antikörper 0.2 µl bis 2 µl 
PROTEOfectene® AB. 
 

 

3.2  Antikörpermenge 

 

Anschließend wird die Antikörpermenge bei 
gleichbleibendem Antikörper:Reagenz–Verhältnis 
optimiert. Bewährt haben sich Antikörpermassen von   
0.1 - 0.8 µg pro Kanal. In Einzelfällen können diese 
Mengen aber über– oder unterschritten werden. 
 

 

3.3  Alternatives Protokoll 

 

Sollte der Antikörpereintrag trotz optimiertem 
Antikörper:Reagenz–Verhältnis und angepasster 
Antikörpermenge niedrig sein, kann die Zeitspanne vom 
Aussäen der Zellen bis zur Proteoplexzugabe verkürzt 
werden. Dies kann – abhängig von den verwendeten 
Zellen – den Antikörpereintrag verbessern:  
Aussäen der Zellen; 6 h Inkubation; Zugabe des 
Proteoplexes; Inkubation über Nacht; Auffüllen der 
Reservoire mit vollständigem Kulturmedium; Inkubation 
bis zur Auswertung. 
 

 

3.4  Weitere Parameter 

 

Nach der Optimierung von                
Antikörper:Reagenz–Verhältnis und Antikörpermenge 
können – wenn nötig – folgende Parameter optimiert 
werden: 

 

3.4.1  Zelldichte 

 

Beste Ergebnisse werden erreicht, wenn die Zellen zum 
Zeitpunkt des Antikörpertransports zu etwa 50 – 70% 
konfluent (Bedeckung der Wachstumsfläche) sind. 

 

3.4.2  Puffer zur Verdünnung des Antikörpers 

 

1x PBS wird empfohlen, von der Verwendung anderer 
Puffer wird abgeraten. 

 

 

3.4.3  Inkubationszeit 

 

Die optimale Zeitspanne zwischen Transport des 
Antikörpers und Ausführung des Assays variiert u.a. mit 
der verwendeten Zelllinie, dem Antikörper–Isotypen und 
der biologischen Funktion des Antikörpers.  
Es sollte ein Experiment, das den Zeitverlauf des 
Antikörpertransports beobachtet, durchgeführt werden, 
da die Bindung des Antikörpers vom Ort seines Ziels und 
dessen Erreichbarkeit abhängt.  
Die Transporteffizienz wird nach 6 – 96 h ermittelt. 
 

 

3.4.4  An– bzw. Abwesenheit von Serum 

 

PROTEOfectene® AB kann in serumfreiem Kulturmedium 
eingesetzt werden. Für diesen Fall wird das gesamte 
Kulturmedium durch serumfreies Medium ersetzt. Dieses 
Verfahren kann bei bestimmten Zellen zu einem 
effizienteren Transport führen. Nach 6 h wird das 
Transportmedium gegen serumhaltiges Medium 
getauscht, wenn über diesen Zeitraum hinaus inkubiert 
werden soll.
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4  Troubleshooting 

 

4.1  Auswertung der Positivkontrolle 

 

Ist bei der Auswertung des Versuchs kein 
Antikörpereintrag in die Zellen festzustellen, kann eine im 
Versuch verwendete Positivkontrolle Hinweise auf die 
Ursache der geringen Transporteffizienz geben. 

 

Ist bei der Positivkontrolle Antikörpereintrag zu erkennen, 
bei dem Versuchs–Antikörper jedoch nicht, ist dies ein 
Indiz, dass Zustand und Dichte der Zellen sowie die 
Versuchsdurchführung fehlerfrei waren. In der 
Fehlersuche sollten vor allem die Parameter der 
Proteoplexbildung (Antikörper:Reagenz–Verhältnis; 
Reinheit der Antikörperlösung) im Fokus stehen. 

 

Ist neben der Probe mit dem Versuchs–Antikörper auch 
die Positivprobe negativ ausgefallen, sollten zunächst 
weitere Versuche mit der Positivprobe durchgeführt 
werden, bevor der Versuchs–Antikörper erneut zum 
Einsatz kommt. 

 

FITC–IgG konnte bereits in viele verschiedene Zellarten 
erfolgreich eingebracht werden. Die Wahrscheinlichkeit 
eines erfolgreichen Eintrags ist folglich hoch. Die 
Fehlersuche sollte zunächst auf Zustand, Gesundheit 
und Art der Zellen konzentriert werden. 

 

Bei auftretender Zytotoxizität kann mit Hilfe der 
Positivkontrolle entschieden werden, ob der Versuchs– 
Antikörper einen Einfluss auf die Zellvitalität hat. 

 

4.2  Geringe Transporteffizienz 

 

4.2.1  Reinheit des Antikörpers 

 

Die Antikörperlösung darf kein BSA enthalten! Die 
Antikörperlösung sollte von höchster Reinheit sein und 
auch keine anderen Zusätze wie z.B. Detergenzien 
enthalten. 

 

4.2.2  Zelldichte 

 

Eine nicht–optimale Zelldichte zum Zeitpunkt des 
Antikörper–Transports kann zu unzureichender 
Aufnahme des Proteoplexes führen. Optimal sind          
50 – 70% Konfluenz (Bedeckung der Wachstumsfläche). 

 

4.2.3  Zustand der Zellen 

 

Zellen, die für längere Zeit in Kultur waren (> 8 Wochen), 
lassen sich unter Umständen nur noch sehr schlecht 
proteofizieren. 

 

 

Verwenden Sie frisch aufgetaute Zellen, die mindestens 
ein Mal passagiert wurden. Die Zellen sollten gesund 
sein und gut proliferieren. Kontaminationen, wie z.B. 
Mykoplasmen, verringern die Transporteffizienz deutlich. 

 

4.2.4  Puffer für die Herstellung der Proteoplexe 

 

Es ist entscheidend, dass PBS für die Herstellung der 
Proteoplexe verwendet wird. 

 

4.2.5  Alte Proteoplexe 

 

Die Proteoplexe müssen stets frisch hergestellt werden. 
Komplexe, die hergestellt und für mehr als 1 h gelagert 
werden, aggregieren – dies führt zu Transport–inaktiven 
Clustern. Die Proteoplexe sollten direkt nach der 
Proteoplexbildung zu den Zellen gegeben werden. 

 

4.2.6  Temperatur von PROTEOfectene
®
 AB 

 

Die Antikörperlösungen und das Reagenz sollten bei 
Raumtemperatur verwendet und vor Benutzung jeweils 
sanft gemischt werden. 

 

4.2.7  Lagerung von PROTEOfectene
®
 AB 

 

Die Transporteffizienz kann absinken, wenn 
PROTEOfectene® AB für mehr als eine Woche bei 
Raumtemperatur gelagert wird. 

 

4.3  Zelltoxizität 

 

4.3.1  Zu hohe Konzentration des Proteoplexes 

 

Um die Menge des Komplexes zu verringern, wird bei 
konstantem Antikörper:Reagenz–Verhältnis die 
Antikörpermenge bei der Komplexbildung reduziert. 

 

Aggregierte Komplexe können zytotoxisch wirken. 
Komplexe müssen daher mit optimiertem 
Antikörper:Reagenz–Verhältnis (Kapitel 3) stets frisch 
hergestellt werden.
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4.3.2  Zellvitalität 

• Überprüfen Sie die Zellen auf Kontamination 
(z.B. auf Mykoplasmen) 

• Verwenden Sie frisch aufgetaute Zellen, die 
mindestens ein Mal passagiert wurden. 

• Stellen Sie optimale Bedingungen für Ihre 
Zellkultur sicher (z.B. pH–Wert oder Art des 
Kulturmediums). 

• Die Zelldichte darf weder zu hoch noch zu niedrig 
sein. Die Zellen sollten zu 50 – 70% konfluent 
vorliegen. 

 

4.3.3  Der Antikörper ist zytotoxisch 

 

Verwenden Sie Kontrollproben, wie z.B. unbehandelte 
Zellen und eine Positivkontrolle mit FITC–IgG. 

 

4.3.4  Inkubationszeit 

 

Verringern Sie die Inkubationszeit der Zellen mit 
Komplexen. Wenn nötig, kann das Transportmedium 
nach 6 – 24 h durch frisches Kulturmedium ersetzt 
werden.

 

4.3.5  Antikörperqualität 

Verwenden Sie hochreine Antikörper, da 
Verunreinigungen zum Zelltod führen können. 

 

5  Sonstiges 

 

5.1  Wichtige Informationen 

 

Das µ–Proteofection Kit VI AB wurde ausschließlich für 
die Forschung und für in–vitro Anwendungen entwickelt 
und wird nur für diese Zwecke verkauft. Es darf nicht für 
therapeutische oder diagnostische Anwendungen am 
Menschen verwendet werden. 

 

5.2  Gewährleistung 

 

Biontex gewährleistet nur dann für die beschriebenen 
Eigenschaften von PROTEOfectene® AB bis zu dem auf 
dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatum, wenn es 
gemäß der in diesem Manual angegebenen 
Informationen angewendet wurde. Sollten Sie trotzdem 
mit PROTEOfectene® AB (Biontex) oder den µ–Slides VI 
(ibidi) nicht zufrieden sein, kontaktieren Sie uns bitte über 
die angegebenen Kontaktdaten oder eine der 
angegebenen autorisierten Vertriebsfirmen. 
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