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Zellkultur, Transfektion und Mikroskopie in einem Slide

Das p—Transfection Kit VI kombiniert die effiziente Transfektion von METAFECTENE® M FluoR (Biontex Laboratories
GmbH) mit den fur die Zellmikroskopie konzipierten u—Slides (ibidi GmbH). Im py—Transfection Kit VI enthalten sind das
Transfektionsreagenz METAFECTENE® M FluoR (Biontex Laboratories GmbH), 1x PBS—Puffer und 15 p—Slides VI (ibidi
GmbH).

METAFECTENE® M FluoR ist ein speziell fur die Transfektion von Saugerzellen im p-Slide VI entwickeltes,
fluoreszenzgelabeltes Transfektionsreagenz. Es verbindet geringe Toxizitat mit hervorragenden
Transfektionsergebnissen bei einem denkbar einfachen und schnellen Protokoll. In Verbindung mit dem p-Slide VI
erhalten Sie mit Hilfe der Lebendzellmikroskopie Einsicht in Prozesse, die sich an eine Transfektion anschlielen. Das
Rhodamin—-Label macht dabei eine Visualisierung des Transfektionsvorganges sowie Untersuchungen zur Lokalisierung
und Aufnahme des Lipoplexes mdglich.

Das py=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 Qualitdt des Materials ist
Fluoreszenzmikroskopie bei héchster Auflésung und beliebiger Wellenldnge mdoglich.
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Inhalt p—Transfection Kit VI FluoR:
METAFECTENE® p FluoR 100 pl Biontex Laboratories GmbH
1 x PBS 10 ml Biontex Laboratories GmbH
u—Slide VI, ibiTreat 15 Stiick ibidi GmbH
Versand: Bei Raumtemperatur
METAFECTENE® p FluoR <-15°C
Lagerung: 1 xPBS 4°C
p—Slide VI Raumtemperatur
Stabilitat: Haltbar bis: siehe Label
Nur fir 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 hochster
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
p—Slide Rack.

1.1.2 Geometrie des p—Slide VI

Das p-Slide VI entspricht dem Standard-Slide—-Format
gemall ISO 8037/1. Der Abstand der Luer—Adapter
betrdgt 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
kénnen ein Fixierungsmittel lhrer Wahl verwenden. Das
Material des p—Slides ist unempfindlich gegeniber
verschiedenen Chemikalien, wie z.B. Aceton oder
Methanol. Dank der sehr diinnen Unterseite der u—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 Obijektiv flhren.

Hersteller Produkt Katalognummer

Zeiss Immersol 518 F (Zeiss) 444960

Zeiss Immersol W 2010 (Zeiss) 444969

Leica Immersion liquid (Leica) 11513859
Tipp:

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

Sind doch Luftblasen entstanden, kénnen diese
durch Schraghalten des p—Slides und vorsichtiges
Klopfen entfernt werden.
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1.2 METAFECTENE® p FluoR

1.2.1 Spezifikation

Transfektion von Nukleinsauren in
Saugerzellen in u—Slides VI
Kationische Lipide mit Colipiden
in Wasser, kovalent gebundenes
Rhodamin—Label

Anwendung

Formulierung

Excmax 557 nm
Emimax 571 nm
Sterilitat getestet
Zellkultur getestet
Haltbarkeit 1 Jahr
Lagerung <-15°C

1.2.2 Qualitidtskontrolle

Die Qualitat wird durch einen Standardtransfektionstest
gepruft. Mittels Thioglycolatlésung wird eine
Kontamination durch Bakterien oder Pilze
ausgeschlossen.

1.2.3 Erlauterung

METAFECTENE® g FluoR wurde eigens fur die
Transfektion von Saugerzellen in p—Slides VI entwickelt.
Die speziellen Dimensionen der Wachstumskanale
dieser p-Slides VI, die fur deren herausragenden
optischen Eigenschaften verantwortlich sind, stellen
erhebliche Anforderungen an das Transfektionsreagenz.

Bei der Transfektion im p-Slide VI spielen
Diffusionseffekte sowie adsorptiver Materialverlust von
transfektionsaktiven Komplexen und Nahrstoffen an
Oberflachen eine wesentliche Rolle im Vergleich zu
herkédmmlichen Zellkulturgefalien.

Die Zusammensetzung des Transfektionsreagenzes
METAFECTENE® M FluoR sowie das Arbeitsprotokoll
sind speziell auf die Dimensionen und Beschaffenheit
des p-Slide VI abgestimmt. Nur so werden
hervorragende Transfektionsergebnisse im u—Slide VI bei
exzellenten optischen Bedingungen fir die Mikroskopie
erreicht, die mit handelslblichen
Transfektionsreagenzien nicht moglich sind.

Das Rhodamin-Label macht dabei eine Visualisierung
des Transfektionsvorganges, sowie Untersuchungen zur
Lokalisierung und Aufnahme des Lipoplexes maoglich.

p-Transfection Kit VI FluoR

Zusatzlich kann METAFECTENE® M FluoR in Verbindung
mit einer, in geeigneter Weise fluoreszenzgelabelten,
DNA/siRNA zur Aufklarung der Lokalisierung des
eingebrachten genetischen Materials, des Genproduktes
und des Lipoplexes dienen.

557 571

Extinction
Emission

500 550 600 650
Wavelength (nm)

1.2.4 Lagerung

METAFECTENE® M FluoR wird ungekihlt geliefert und
sollte nach Erhalt im Tiefkihlschrank bei < -15°C gelagert
werden. Durch den Einfrierprozess kann der natirliche
Alterungsprozess der Liposomen minimiert werden.

Eine Lagerung Uber mehrere Tage bei Raumtemperatur
stellt kein Problem dar, solange das Reagenz danach
wieder bei < -15°C aufbewahrt wird. Dabei ist es
unerheblich, wie oft es zur Verwendung aufgetaut und
wieder eingefroren wird.

Das 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) muss bei 4°C
gelagert.

1.2.5 Zustand der Zellen

Die zu transfizierenden Zellen sollten in gut
proliferierendem und gesundem Zustand sein. Zellen, die
vor dem Ausplattieren (zur Transfektion) total konfluent
waren, kdnnen bei weitem nicht so effizient transfiziert
werden wie schnell wachsende (30 — 60% konfluente)
Zellen. Daher wird geraten, nur regelmaRig passagierte
Zellen fir Transfektionsexperimente zu benutzen.
Mikrobielle Kontaminationen, wie z.B. durch
Mykoplasmen oder Pilze, kénnen
Transfektionsergebnisse auf dramatische Weise negativ
beeinflussen.

1.2.6 Qualitat des genetischen Materials

Die DNA/siRNA solite zum  Erreichen bester
Transfektionsergebnisse von gréRtmdoglicher Reinheit
sein. Endotoxine zum Beispiel vermindern die
Transfektionseffizienz erheblich.

Version 13/10/2016 (DE)
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2 Arbeitsanleitung zur Transfektion
von DNA

2.1 Vorbereitung der Reagenzien

Vor der Transfektion werden 1x PBS, METAFECTENE®
M FluoR und die DNA-L&sung auf Raumtemperatur
gebracht und jeweils sanft gemischt.

den
DNA

Beachten Sie: Scherkrafte koénnen sowonhl
DNA-Lipid-Komplex als auch die freien
zerstoren!

2.2 Vorbereitung der Zellen

Es werden 100 pl Zellsuspension mit einer Konzentration
von 3 — 4 - 10° Zellen/ml in komplettem Kulturmedium
hergestellt. Diese Menge reicht fir das Befiillen von drei
Kanalen.

2.3 Lipoplexherstellung

1. 1 ul METAFECTENE® p FluoR wird in 20 pl 1x PBS
pipettiert und die Lésung durch sanftes Auf- und
Abpipettieren gemischt. 1 ug DNA wird dazu
pipettiert und die gesamte Lésung sanft gemischt.
Verwenden Sie idealerweise Rohrchen aus

Polypropylen (PP).

. Danach wird 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.4 Transfektion

. Die Lipoplexlésung wird zu den 100 pl
Zellsuspension gegeben und vorsichtig gemischt.

. Direkt anschlief’end werden die Kanale mit je 30 pl
dieser transfizierten Zellsuspension gefilllt.

. Die Reservoirs werden nach dem Anwachsen der
Zellen (ca. 4 — 6 h) mit je 60 pl komplettem
Kulturmedium beflllt. Das p-Slide VI wird
anschlieBend bei den fir die verwendete Zelllinie
Ublichen Bedingungen (z.B. 37°C in CO,-haltiger
Atmosphare) inkubiert.

Beachten Sie: Bei einer Versuchsdauer von
> 24 h muss ein taglicher Mediumwechsel
erfolgen!

p-Transfection Kit VI FluoR
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2.5 Auswertung

Ublicherweise findet die Auswertung nach 24 — 48 h
statt. Sollen Experimente Uber einen langeren Zeitraum
durchgefiihrt werden (bis zu 96 h), so kann die
anfangliche Zelldichte verringert werden, um eine zu
stark konfluente Kultur zu vermeiden. Dazu die bereits
transfizierte  Zellsuspension 1:1  mit komplettem
Kulturmedium verdinnen und nach der Inkubationszeit
von 15 min wie unter Punkt 2.4 beschrieben in die
Kanale flllen.

Die Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop erfolgt mit
Hilfe eines flir Rhodamin geeigneten Filters.

3 Arbeitsanleitung zur Transfektion
von siRNA

Das folgende Protokoll fir die siRNA-Transfektion in
p—Slides VI wurde so konzipiert, dass schon mit dem
ersten Versuch ein optimaler Knock—Down erzielt werden
kann. Zwei verschiedene Zellkonzentrationen sorgen
daflir, dass grofte Bereiche sowohl der Versuchsdauer
(24 — 96 h) als auch der Wachstumsgeschwindigkeit der
verwendeten  Zelllinien abgedeckt werden. Drei
verschiedene Lipoplex—Konzentrationen stellen zudem
sicher, dass auch sehr empfindliche Zelllinien optimal
transfiziert werden kénnen.

Die Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die herzustellenden
sechs Lésungen (die Zahlen beziehen sich auf die unter
3.3 angegebene Nummerierung der Réhrchen).

Transfektions—Parameter
4 -10° Zellen/ml 2 - 10° Zellen/ml

Lipoplex 1/1 (A) (D)
Lipoplex 1/2 (B) (E)
Lipoplex 1/4 (C) (F)

3.1 Vorbereitung der Reagenzien
Vor der Transfektion werden 1x PBS, METAFECTENE®

M FluoR und die siRNA-L6sung auf Raumtemperatur
gebracht und jeweils sanft gemischt.

3.2 Vorbereitung der Zellen

Es werden mindestens 400 pl Zellsuspension vorbereitet,
die eine Konzentration von 3 — 4 - 10° Zellen/ml in
komplettem Kulturmedium aufweist.

Version 13/10/2016 (DE)
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3.3

1.

3.4

Lipoplexherstellung

Es werden sechs mit den Buchstaben (A) bis (F)
beschriftete Rohrchen bendtigt. Verwenden Sie
idealerweise Rohrchen aus Polypropylen (PP).

In Réhrchen (A) werden 40 ul 1x PBS vorgelegt
und 2 pl METAFECTENE® M FluoR zupipettiert.
Die Losungen durch sanftes Auf- und
Abpipettieren vermischen. 2 pug siRNA dazu
pipettieren und die gesamte Ldsung sanft mischen.

Die Pipette wird nun auf die Halfte des Volumens
eingestellt, das sich in Réhrchen (A) befindet. Mit
dieser Einstellung werden nun 1x PBS in Réhrchen
(B) und (C) einpipettiert.

. Weiterhin wird mit dieser Einstellung die Halfte des

Volumens von Rohrchen (A) in Roéhrchen (B)
Uberfuhrt und dort sanft gemischt.

. Wiederum die Halfte des Volumens von Rohrchen

(B) wird in Réhrchen (C) Uberflhrt und dort sanft
gemischt.

Danach wird 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Transfektion

. Zum Ende der Inkubation werden die Réhrchen (D), (E) und

(F) mit je 50 pl komplettem Medium befiillt. Direkt nach dem
Inkubieren werden in die Réhrchen (A) und (B) je 100 pl
Zellsuspension, in Rohrchen (C) 200 pl Zellsuspension
gegeben. Alle Losungen durch einmaliges Auf- und
Abpipettieren sanft mischen.

. Anschlielend 50 pl aus Rohrchen (A) in das bereits mit

Medium gefiilite Réhrchen (D) pipettieren. Analog 50 ul von
(B) nach (E) und von (C) nach (F) pipettieren. Alle Ldsungen
durch einmaliges Auf- und Abpipettieren vorsichtig mischen.

Von jedem der sechs Réhrchen werden 30 pl in
jeweils einen Kanal eines pu—Slides VI gefiillt.

Die Reservoirs werden nach dem Anwachsen der Zellen (ca.
4 — 6 h) mit je 60 pl komplettem Kulturmedium befiillt. Das
p—Slide VI wird anschlieend bei den fir die verwendete
Zelllinie ublichen Bedingungen (z.B. 37°C in CO,-haltiger
Atmosphare) inkubiert.

Beachten Sie: Bei einer Versuchsdauer von > 24 h
muss ein taglicher Mediumwechsel erfolgen!
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3.5 Auswertung

Nach 24 —96 h findet die Auswertung statt.

Beachten Sie: Bei Proteinen mit sehr langer
Halbwertszeit (wie z.B. GFP mit t12 26 h in
Saugerzellen) ist der erzielte Knock—Down erst nach
etwa 72 h zu beobachten!

Die Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop erfolgt mit
Hilfe eines flir Rhodamin geeigneten Filters.

3.6 Folgeversuche

Stehen nach einem Versuch mit dem angegebenen
Protokoll ~ die  optimalen Parameter  bezuglich
Zellkonzentration und Lipoplex—Konzentration fest,
kénnen weitere Versuche (bei gleicher Zelllinie und
gleichem Knock—-Down-Protein) ausschliefllich  mit
diesen Werten ausgefiihrt werden.

4 Sonstiges

4.1 Tipp

Bei sehr empfindlichen Zellen kann ein Mediumwechsel
ca. 6 — 8 h nach dem Ausséaen der Zellen vorteilhaft sein.

p-Transfection Kit VI FluoR
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Ist die Morphologie der Zellen schlecht (z.B. aufgrund zu
starken Eingriffs in den Stoffwechsel der Zelle durch das
exprimierte Protein), so kann die Lipoplexmenge gesenkt
werden. Dabei muss das Verhaltnis von genetischem
Material zu METAFECTENE® M (1 ug : 1 yl) beibehalten
werden!

4.2 Wichtige Informationen

METAFECTENE® g FluoR ist eine eingetragene
Handelsmarke der Biontex Laboratories GmbH. Biontex
METAFECTENE® M FluoR wurde ausschlieBlich fir die
Forschung und fir in vitro Anwendungen entwickelt und
wird nur als solches verkauft. Dieses Produkt darf nicht
fur therapeutische oder diagnostische Anwendungen am
Menschen angewendet werden. Angemessene Sordfalt
muss im Umgang mit vielen in diesem Manual
beschriebenen Reagenzien angewendet werden.

4.3 Gewabhrleistung

Biontex gewahrleistet nur dann fir die beschriebenen
Eigenschaften von METAFECTENE® M FluoR Uber einen
Zeitraum von 12 Monaten ab Verkaufsdatum, wenn
dieses Produkt gemaR der in diesem Manual
angegebenen Informationen angewendet wurde. Sollten
Sie trotzdem mit diesem Produkt nicht vollkommen
zufrieden  sein, kontaktieren Sie bitte Biontex
Laboratories GmbH Uber die angegebenen Kontaktdaten
oder einen der angegebenen autorisierten
Vertriebsfirmen.

Version 13/10/2016 (DE)
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Biontex Laboratories GmbH
Landsberger Str. 234

80867 Mlinchen/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

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



