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Zellkultur, Proteofektion von Antikorpern und Mikroskopie in einem Slide

Das p—Proteofection Kit VI AB kombiniert in einzigartiger Weise u—Slides VI der Firma ibidi und PROTEOfectene® AB
von Biontex zu einem leistungsféahigen Kit, welches das Einbringen von Antikdrpern in lebende Zellen und anschlieiende
hochaufldsende Lebendzell-Mikroskopie ermdglicht.

PROTEOfectene® AB komplexiert Antikérper 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 verfligbaren Antikdrpern neue Mdglichkeiten zur Erforschung und Beeinflussung
von Zellvorgangen jeder Art.

Das p-Slide VI ist fir hochauflésende Mikroskopie konzipiert und eignet sich sowohl fiir Experimente mit lebenden
Zellen als auch fir die Fixierung und Farbung von Zellen. Durch die exzellente optische Qualitat des Materials ist
Fluoreszenzmikroskopie bei héchster Auflésung und beliebiger Wellenlange maoglich.
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Inhalt p—Proteofection Kit VI AB:
PROTEOfectene® AB 250 pl Biontex Laboratories GmbH
FITC-IgG (Positivkontrolle; 100 pg/ml in PBS) 100 pl Biontex Laboratories GmbH
u—Slide VI, ibiTreat 15 Stlick ibidi GmbH
Versand: Bei Raumtemperatur
PROTEOfectene® AB 4°C; nicht einfrieren
Lagerung: FITC-IgG <-15°C
u—Slide VI Raumtemperatur
Stabilitat: Haltbar bis: siehe Label

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

1.1 Verwendung von ibidi p—Slides
1.1.1 Material

Die p—Slides bestehen aus einem Kunststoff hdchster
optischer Qualitat. Das Material zeichnet sich durch eine
extrem niedrige Doppelbrechung und Autofluoreszenz
aus, beide vergleichbar mit Glas. Der Boden kann nicht
vom p-Slide abgeldst werden. Die Slides kdnnen 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
Brutschrankatmosphare und dem Zellkulturmedium statt.
Deshalb darf der Boden nicht abgedeckt werden. Optimal
ist die Platzierung der p—Slides auf einem ibidi u—Slide
Rack.

1.1.2 Geometrie des p—Slide VI

Das u-Slide VI entspricht dem Standard—Slide—Format
gemall ISO 8037/1. Der Abstand der Luer—-Adapter
betragt 9 mm (wie bei einer 96-well Platte). Dies
ermdglicht die Verwendung von Multikanalpipetten.

MaRe

Anzahl Kanale 6
Volumen eines Kanals 30 ul
Lange eines Kanals 17 mm
Breite eines Kanals 3.8 mm
Hohe eines Kanals 0.4 mm

Adapter Luer, weiblich

Volumen je Reservoir 60 pl

Wachstumsflache 0.6 cm? je Kanal

Beschichtungsflache (30 pl) 1.2 cm? je Kanal

Bodenstarke entspricht Deckglas  No. 1.5

1.1.3 Zellmikroskopie

Die Zellen kénnen lebend oder fixiert direkt im p—Slide
unter einem inversen Mikroskop betrachtet werden. Sie
kdnnen ein Fixierungsmittel Ihrer Wahl verwenden. Das
Material des p-—Slides ist unempfindlich gegeniber
verschiedenen Chemikalien, wie z.B. Aceton oder
Methanol. Dank der sehr diinnen Unterseite der y—Slides
von 180 um ist hochauflésende Mikroskopie moglich.
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1.1.4 Befiillen des Slides

Je Kanal des p-Slide VI werden 30 pl mit der Pipette
eingeflllt. Um die Slides blasenfrei zu befiillen, halten Sie
die Spitze der Pipette an den Eingang des Kanals.
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Nach Anwachsen der Zellen (ca. 4 — 6 Stunden) werden
die Reservoire mit je 60 pyl Medium aufgefillt.

1.1.5 Immersionsol

Werden Olimmersionsobjektive verwendet, dirfen nur die
in der Tabelle angegebenen speziellen Immersionsdle
verwendet werden. Die Verwendung anderer Ole kann zu
Schaden am Objektiv fihren.

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 p—Slides einen
Tag vor Verwendung in den Brutschrank zu stellen,
um sie zu equilibrieren. Auf diese Weise kann die
Bildung von Blasen nach dem Befiillen der Slides
und der weiteren Kultivierung der Zellen vermieden
werden.

Sind doch Luftblasen entstanden, kdénnen diese
durch Schraghalten des p—Slides und vorsichtiges
Klopfen entfernt werden.
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1.2 Verwendung von PROTEOfectene® AB

1.2.1 Spezifikation

fgendurg, | AR BlikEe b Sauereeln

p—Slides VI
Sterilitat getestet
Zellkultur getestet

Haltbarkeit 1 Jahr
Lagerung 4°C

FITC-IgG (Positivkontrolle) ist ein Fluoreszenz-gelabelter
Antikérper (Immunglobulin). Anregungsmaximum: 488
nm. Emissionsmaximum: 520 nm (sichtbares Grun).

1.2.2 Qualitatskontrolle
Um die Qualitit von PROTEOfectene® AB

sicherzustellen, wird jedes Lot anhand strikter Standards
getestet. Es werden folgende Assays durchgefihrt:

Reinheit: Silica Gel TLC

Sterilitat: Thioglycolate—Test

Biologische

Aktivitat: Mit Hilfe von Zytofluorometrie und

Fluoreszenzmikroskopie Uberwachter
Transport von FITC-IgG in NIH3T3
Zellen.

1.2.3 Wichtiger Parameter: Reinheit des Antikorpers

Jegliche  Verunreinigungen, Kontaminationen und
Additive, die sich in der Antikérperlésung befinden,
kénnen die Transporteffizienz beeintrachtigen.
Verwenden Sie folglich einen moglichst reinen
Antikoérper.

BSA in der Antikérperldsung verhindert den Eintrag in die
Zellen! In vielen Antikérperlésungen sind 0.1 bis 2% BSA
vorhanden, das entspricht 1 bis 20 mg/ml. BSA liegt in
diesen Lésungen zum Teil in vielfachem Uberschuss vor.
BSA konkurriert bei der Bildung des Proteoplexes mit
dem Antikoérper und verhindert so einen erfolgreichen
Eintrag in die Zellen.

Auch andere Stabilisatoren, wie z.B. Detergenzien,
kénnen den Antikdrpertransport hemmen, wenn Sie in
groRem Uberschuss gegenilber dem  Antikérper
vorhanden sind. Stabilisatoren wie Glycerol oder ahnliche
Additive stéren den Transport hingegen nicht.

p-Proteofection AB Kit VI

Konservierungsmittel, wie z.B. Natriumazid, kénnen zu
Zytotoxizitat fihren, wenn sie in hohen Konzentrationen
vorliegen. Falls notig, kdnnen solche
Konservierungsmittel per Dialyse entfernt werden.
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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 lhrer Versuche dienen.
Die optimalen Bedingungen und Parameter unterscheiden
sich von Zelllinie zu Zelllinie und missen, wie in Kapitel 3
beschrieben, fir jedes Versuchssetup neu bestimmt
werden.

Der mitgelieferte Antikérper FITC—IgG dient dabei als
Positivkontrolle. Er wird mit einem Antikdrper:Reagenz—
Verhaltnis von 1:1 — 1:2 (pro 1 pg Antikérper 1 — 2 yl
PROTEOfectene® AB) verwendet. FITC—IgG ist beim
Erstellen neuer Versuche hilfreich und sollte bei jeder neuen
Zelllinie zum Einsatz kommen (siehe Kapitel 4.1).

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

Die folgende Anleitung beschreibt das Vorgehen flr einen
Kanal eines pu—Slides VI.

2.2 Vorbereitung der Reagenzien

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

2.3 Vorbereitung der Zellen

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

1. Es wird eine Zellsuspension mit 3 — 4 -10° Zellen/ml in
vollstandigem Kulturmedium hergestellt.

2. Der gewilinschte Kanal des p—Slide VI wird mit 30 pl
dieser Zellsuspension gefllt.

3. Nach dem Anwachsen der Zellen (etwa 2 — 6 h nach
dem Einfillen der Zellsuspension) werden in beide
Reservoire des Kanals je 60 pl vollstandiges
Kulturmedium einpipettiert.

p-Proteofection AB Kit VI
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2.4 Bildung des Proteoplexes

4. Antikérper mit 1x PBS auf 100 pyg/ml verdiinnen.

Beachten Sie: Anwesendes BSA verhindert den
Antikdrpereintrag vollstandig!

5. 0.4 ug Antikérper (4 pl; in ein

Reaktionsgefal} pipettieren.

6. 0.8 ul PROTEOfectene® AB in das Reaktionsgefal
zugeben, welches den Antikdrper enthalt. Das
gesamte Volumen durch sanftes Auf- und
Abpipettieren mischen.

100 pg/ml)

Hinweis: Verdiinnen Sie PROTEOfectene® AB
nicht. Wenn das Pipettieren von sehr kleinen
Mengen nétig ware, stellen Sie eine groRere
Menge Protein— PROTEOfectene® AB—Komplex
(Proteoplex) her.

7. Fir 10 — 15 min bei Raumtemperatur inkubieren.

8. Wahrend des Inkubierens wird das Kulturmedium aus
beiden Reservoiren des mit Zellen bewachsenen

Kanals abpipettiert. Der Kanal selbst bleibt gefilllt.

Nach der Inkubation 30 pl vollstandiges Kulturmedium
in das Reaktionsgefall, das den Proteoplex enthalt,
zugeben.

2.5 Proteofektion

10. Das Kulturmedium im Kanal wird nun gegen die
Proteoplexlésung aus dem Reaktionsgefaf
ausgetauscht: Dazu das Slide 45 Grad um die
Langsachse kippen und 30 pl der Proteoplexlésung
aus dem Reaktionsgefa® in das hoher gelegene
Reservoir des Kanals einpipettieren. Die
Proteoplexlésung verdrangt das Kulturmedium aus
dem Kanal. Die Stréomungsverhaltnisse im Kanal
verhindern dabei ein Vermischen der Lésungen. Jetzt
die 30 pl verdrangtes Kulturmedium aus dem unteren
Reservoir abpipettieren.

11. Das Slide bei den fir die verwendeten Zellen Ublichen

Kulturbedingungen inkubieren.

12. 6 h nach Zugabe des Proteoplexes werden beide
Reservoirs des Kanals mit je 60 pl vollstandigem

Kulturmedium gefillt.

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

erfolgen.

Version 13/10/2016 (DE)
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3 Optimierungsprotokoll

3.1 Antikorper:Reagenz-Verhaltnis

Zunachst wird das Antikorper:Reagenz—Verhaltnis fir
den verwendeten Zelltypus optimiert. Dazu wird die im
Standardprotokoll angegebene Antikérpermenge bei
04 Mg konstant gehalten und das
Antikérper:Reagenz—Verhaltnis [ug:ul] von 1:0.5 bis 1:5
verandert, also bei 0.4 pg Antikérper 0.2 pyl bis 2 pl
PROTEOfectene® AB.

3.2 Antikorpermenge

Anschliel’end wird die Antikérpermenge bei
gleichbleibendem Antikérper:Reagenz—-Verhaltnis
optimiert. Bewahrt haben sich Antikérpermassen von
0.1 - 0.8 yg pro Kanal. In Einzelféllen kénnen diese
Mengen aber Uber— oder unterschritten werden.

3.3 Alternatives Protokoll

Sollte  der  Antikdrpereintrag trotz  optimiertem
Antikérper:Reagenz—Verhaltnis und angepasster
Antikdrpermenge niedrig sein, kann die Zeitspanne vom
Aussaen der Zellen bis zur Proteoplexzugabe verklrzt
werden. Dies kann — abhangig von den verwendeten
Zellen — den Antikérpereintrag verbessern:

Aussden der Zellen; 6 h Inkubation; Zugabe des
Proteoplexes; Inkubation Uber Nacht; Auffillen der
Reservoire mit vollstdndigem Kulturmedium; Inkubation
bis zur Auswertung.

3.4 Weitere Parameter

Nach der Optimierung von
Antikoérper:Reagenz—Verhaltnis und Antikbrpermenge
kdnnen — wenn notig — folgende Parameter optimiert
werden:

3.4.1 Zelldichte
Beste Ergebnisse werden erreicht, wenn die Zellen zum
Zeitpunkt des Antikorpertransports zu etwa 50 — 70%

konfluent (Bedeckung der Wachstumsflache) sind.

3.4.2 Puffer zur Verdiinnung des Antikorpers

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

p-Proteofection AB Kit VI
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3.4.3 Inkubationszeit

Die optimale Zeitspanne zwischen Transport des
Antikorpers und Ausfihrung des Assays variiert u.a. mit
der verwendeten Zelllinie, dem Antikérper—Isotypen und
der biologischen Funktion des Antikdrpers.

Es sollte ein Experiment, das den Zeitverlauf des
Antikérpertransports beobachtet, durchgefihrt werden,
da die Bindung des Antikérpers vom Ort seines Ziels und
dessen Erreichbarkeit abhangt.

Die Transporteffizienz wird nach 6 — 96 h ermittelt.

3.4.4 An-bzw. Abwesenheit von Serum

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

Version 13/10/2016 (DE)
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4 Troubleshooting

4.1 Auswertung der Positivkontrolle

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

Ist bei der Positivkontrolle Antikdrpereintrag zu erkennen,
bei dem Versuchs—Antikdrper jedoch nicht, ist dies ein
Indiz, dass Zustand und Dichte der Zellen sowie die
Versuchsdurchfihrung  fehlerfrei  waren. In  der
Fehlersuche sollten vor allem die Parameter der
Proteoplexbildung (Antikdrper:Reagenz—Verhaltnis;
Reinheit der Antikdrperldésung) im Fokus stehen.

Ist neben der Probe mit dem Versuchs—Antikérper auch
die Positivprobe negativ ausgefallen, sollten zunachst
weitere Versuche mit der Positivprobe durchgefiihrt
werden, bevor der Versuchs—Antikdrper 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 zunachst auf Zustand, Gesundheit
und Art der Zellen konzentriert werden.

Bei auftretender Zytotoxizitat kann mit Hilfe der
Positivkontrolle entschieden werden, ob der Versuchs—
Antikérper einen Einfluss auf die Zellvitalitat hat.

4.2 Geringe Transporteffizienz
4.2.1 Reinheit des Antikorpers

Die Antikorperlosung darf kein BSA enthalten! Die
Antikérperlosung sollte von hochster Reinheit sein und
auch keine anderen Zusatze wie z.B. Detergenzien
enthalten.

4.2.2 Zelldichte

Eine nicht-optimale Zelldichte zum Zeitpunkt des
Antikérper—Transports kann zu unzureichender
Aufnahme des Proteoplexes fuhren. Optimal sind
50 — 70% Konfluenz (Bedeckung der Wachstumsflache).

4.2.3 Zustand der Zellen

Zellen, die fir langere Zeit in Kultur waren (> 8 Wochen),
lassen sich unter Umstanden nur noch sehr schlecht
proteofizieren.

p-Proteofection AB Kit VI
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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 fur die Herstellung der Proteoplexe

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

4.2.5 Alte Proteoplexe

Die Proteoplexe missen stets frisch hergestellt werden.
Komplexe, die hergestellt und fir mehr als 1 h gelagert
werden, aggregieren — dies fuhrt zu Transport—inaktiven
Clustern. Die Proteoplexe sollten direkt nach der
Proteoplexbildung zu den Zellen gegeben werden.

4.2.6 Temperatur von PROTEOfectene® AB

Die Antikdrperlésungen 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 fiir mehr als eine Woche bei
Raumtemperatur gelagert wird.

4.3 Zelltoxizitat
4.3.1 Zu hohe Konzentration des Proteoplexes

Um die Menge des Komplexes zu verringern, wird bei
konstantem Antikdrper:Reagenz—Verhaltnis die
Antikdrpermenge bei der Komplexbildung reduziert.

Aggregierte Komplexe konnen zytotoxisch wirken.
Komplexe mussen daher mit optimiertem
Antikdrper:Reagenz—Verhaltnis (Kapitel 3) stets frisch
hergestellt werden.

Version 13/10/2016 (DE)
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4.3.2 Zellvitalitat

e Uberprifen Sie die Zellen auf Kontamination
(z.B. auf Mykoplasmen)

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

e Stellen Sie optimale Bedingungen fir lhre
Zellkultur sicher (z.B. pH-Wert oder Art des
Kulturmediums).

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

4.3.3 Der Antikorper 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 nétig, kann das Transportmedium
nach 6 — 24 h durch frisches Kulturmedium ersetzt
werden.

Biontex Laboratories GmbH
Landsberger Str. 234

80867 Miinchen/Laim

Tel:  +49 (0)89 3247995-0
Fax: +49 (0)89 3247995-2
Fax2: +49 (0)89 32385994
E-Mail: contact@biontex.com
Internet: www.biontex.com

4.3.5 Antikorperqualitat

Verwenden Sie hochreine Antikérper, da
Verunreinigungen zum Zelltod fiihren kénnen.

5 Sonstiges

5.1 Wichtige Informationen

Das p—Proteofection Kit VI AB wurde ausschlieBlich fir
die Forschung und fir in—vitro Anwendungen entwickelt
und wird nur fur diese Zwecke verkauft. Es darf nicht fur
therapeutische oder diagnostische Anwendungen am
Menschen verwendet werden.

5.2 Gewabhrleistung

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

ibidi GmbH

Am Klopferspitz 19

82152 Planegg/Martinsried
Tel: +49 (0)89 5204617-0
Tel2: +49 (0)89 5204617-31
Fax: +49 (0)89 5204617-59
E-Mail: info@ibidi.de
Internet: www.ibidi.com



