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METAFECTENE®

Das effiziente Transfektionsreagenz flr Saugerzellen

Bestellinformationen, SDB, Publikationen und Anwendungsbeispiele unter www.biontex.com

Produkt Bestell-Nr. PackungsgrofBe

METAFECTENE® T020-0.2 200 pl

METAFECTENE® T020-1.0 1.0 ml

METAFECTENE® T020-2.0 2x1.0ml

METAFECTENE® T020-5.0 5x 1.0 ml

Versand: Bei Raumtemperatur

Lagerung: 4°C

Stabilitat: Haltbar bis: siehe Label.
Liposomenformulierungen wie das METAFECTENE® verandern bei sehr langer
Lagerung bei 4°C ihre GrdBenverteilung. Dies verringert die
Transfektionseffizienz in geringem MaBe. Durch einen Einfrier-/Auftauprozess
kann dieser Effekt rickgangig gemacht werden. Wir empfehlen daher das
Reagenz vor der ersten Anwendung und anschlieBend alle 4 Wochen einem
Einfrier-/Auftauprozess zu unterziehen, um optimale Resultate zu erzielen.

Gebrauch: Nur fir Forschungszwecke in vitro, nicht zur diagnostischen, therapeutischen

oder anderer klinischen Anwendung an Mensch oder Tier.

Beschreibung

METAFECTENE® ist ein polykationisches Transfektionsreagenz, welches in Kombination mit
einem neutralen Kolipid in liposomaler Form vorliegt. Seine spezifische molekulare Struktur
ist so konstruiert, dass der Eintritt der DNA bzw. RNA hocheffizient stattfinden kann, indem
zunachst die zu transfizierende DNA bzw. RNA in sehr kompakte Strukturen komplexiert
wird. In der Zelle wird die Freisetzung der DNA bzw. RNA durch seine eingebaute
Mdoglichkeit zum sog. "Endosome Buffering” gewahrleistet.

METAFECTENE® wird als gebrauchsfertige Ldsung geliefert. METAFECTENE® zeigt keine
Seruminhibition, was es zum Reagenz der Wahl fir sehr sensitive Zellen macht.
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1. Allgemeine Hinweise

1.1 Spezifikation

Anwendung Transfektion von Saugerzellen mit Nukleinsauren

Formulierung Kationische Lipide mit Kolipiden in Wasser

Assays bis zu 1.500 (24-well) oder bis zu 400 (6-well) bei 1 ml Reagenz
Sterilitat getestet

Zellkultur getestet

Lagerung 4°C

1.2 Qualitiatskontrolle

Die Qualitdat wird durch einen Standardtransfektionstest geprift. Mittels Thioglycolatlésung
wird eine Kontamination durch Bakterien oder Pilze ausgeschlossen.

1.3 Erlauterungen

METAFECTENE® zeigt keine Seruminhibition und ist damit auch das Reagenz der Wahl fiir sehr
sensitive Zellen.

Lagerung

METAFECTENE® wird ungekiihlt geliefert und sollte nach Erhalt im Kiihischrank bei 4°C
gelagert werden. Eine Lagerung Uber mehrere Tage bei Raumtemperatur stellt kein Problem
dar, solange das Reagenz danach wieder bei 4°C aufbewahrt wird. Einfrier- und
Auftauprozesse schaden dem Reagenz nicht. Im Gegenteil, es kann dadurch eine mit der Zeit
sich leicht verandernde GréBenverteilung der Liposomen im METAFECTENE® wieder optimiert
werden.

Zustand der Zellen

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

Konfluenz der Zellen

Die reale Konfluenz der Zellen (adhéarent) kann nicht durch optische Einsichtnahme der
Wachstumsflache per Mikroskop bestimmt werden, sondern optimal erst durch Erstellen einer
Wachstumskurve und Vergleich dieser mit der real gezahlten Zellzahl. Oft korreliert eine zu
90-100% bedeckte Wachstumsflache mit 30-60% realer Konfluenz.

Entscheidend fir optimale Ergebnisse der DNA-Transfektion ist deren Durchflihrung
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase der Zellen, da die Zellteilung den Transport
der DNA in den Nukleus stark unterstitzt. Die optimale Konfluenz muss daher flr jede
Zellart angepasst werden!

Gewdhnlich wird man beste Ergebnisse bei einer Bedeckung der Wachstumsflache von 90-
100% erreichen (optische Konfluenz, siehe Kapitel 5).
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Qualitat der Nukleinsaure

Die DNA bzw. RNA sollte zum Erreichen bester Transfektionsergebnisse von hdchstmaoglicher
Reinheit sein. Zum Beispiel vermindern Endotoxine erheblich die Transfektionseffizienz. Die
DNA bzw. RNA sollte vor deren Gebrauch zur Komplexbildung mit METAFECTENE® nicht ldnger
als 5 min als Losung in serumfreiem Medium aufbewahrt werden. Die dabei stattfindende
Adsorption der DNA bzw. RNA am Behaltermaterial kann einen Abfall der Transfektionseffizienz
verursachen. Polypropylen zeigt im Vergleich zu z.B. Glas und Polyethylen die geringste
Neigung zur Adsorption von Transfektionsreagenz und genetischem Material.

Antibiotika

Diese missen in den Arbeitsschritten vermieden werden, in denen extra darauf hingewiesen
wird. Die Verwendung von Antibiotika im Transfektionsmedium kann in manchen Fallen zum
Zelltod flhren.

Optimierung

METAFECTENE® besitzt normalerweise einen breiten Effizienzbereich, trotzdem raten wir zur
jeweiligen Optimierung des Transfektionsprotokolls flir jede Kombination von Plasmid und
Zelllinie. Jede Zelllinie zeigt charakteristische, optimale DNA- bzw. RNA-Lipid-
Mengenverhaltnisse. Sogar das Format der Zellkulturplatten sowie der eingesetzten GefaBe zur
Lipoplexbildung zeigt Einflisse auf diese Verhaltnisse und auf die zu verwendenden
Absolutmengen der Reagenzien (vermutlich spielt hier die unterschiedlich starke Adsorption
am Behaltermaterial aufgrund unterschiedlicher Oberflachendimensionen eine Hauptrolle).

Zudem sollte man auf keinen Fall Protokolle, die mit anderen Transfektionsreagenzien
durchgefiihrt werden, direkt auf METAFECTENE® (ibertragen (oder auf irgendein anderes
Transfektionsreagenz). Jedes Transfektionsreagenz besitzt seine charakteristische molekulare
Struktur mit ganz spezifischen physikalischen Eigenschaften, die erheblichen Einfluss auf die
DNA- bzw. RNA-Lipid-Verhaltnisse haben. Eine entsprechende Optimierungsanleitung ist unter
Kapitel 3 gegeben. Wenn Sie die in Klammern in der Tabelle (Kapitel 4) angegebenen
Startwerte als solche daftir anwenden, wird der Optimierungsaufwand minimiert.

Stabile Transfektion

Bei stabilen Transfektionen folgen Sie der allgemeinen Arbeitsanleitung und saen die Zellen
jedoch in niedrigerer Zelldichte aus. Am Tage der Transfektion sollten die Zellen weniger als
50% konfluent sein. Nach dem Transfektionsprozedere wird das Transfektionsmedium durch
ein entsprechend daflir gewahltes Medium inklusive Antibiotika ausgewechselt.
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2. Arbeitsanleitungen

Fir die Erzielung optimaler Ergebnisse raten wir eine entsprechende Optimierung nach
Protokoll durchzufiihren.

2.1 Transfektion von adhdrenten Zellen
- Standardprotokoll fiir das 12-Well-Format -

1. Plattieren Sie 1.0 - 4.0 x 10° Zellen (Startpunkt 2.0 x 10°) in einer 12-Well-Kulturschale in
1 ml geeignetem vollstédndigem Wachstumsmedium aus. Auszusaende Zellmengen hangen
vom Zelltypus und ZellgréBe ab und eine Mengenoptimierung z.B. Uber die Erstellung einer
Wachstumskurve ist eventuell notwendig. Behalten Sie in jedem Fall dieselben
Bedingungen zwischen den Experimenten bei.

2. Inkubieren Sie die Zellen, je nach Zelltyp, fir 18-24 h bei 37°C in einem CO,-Inkubator
bis die Wachstumsflache zu 90-100% bedeckt ist.

3. Die Stocklésungen von DNA bzw. RNA wund das Transfektionsreagenz sollen
Raumtemperatur besitzen. Vortexen Sie vor dem Gebrauch sanft die Stockldsungen.

4. Stellen Sie folgende Lésungen in einer 96-Well-Platte (cell culture grade) oder in anderen
GefaBen aus Polypropylen, Glas oder Polystyrol (vorzugsweise Polypropylen) her. Legen
Sie immer das Medium vor, damit Reagenz- und DNA- bzw. RNA-LAsung nicht direkt
mit dem GefaBmaterial in Kontakt kommen.

Loésung A: 0.5 - 1.5 uyg DNA bzw. RNA auf 50 pl serum- und antibiotikafreiem Medium
oder in 1xPBS
Lésung B: 1.0 - 7.0 pul METAFECTENE® auf 50 pl serum- und antibiotikafreiem Medium
oder in 1xPBS
5. Mischen Sie die Losungen durch einmaliges vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

Das DNA- bzw. RNA-Lipid-Verhaltnis muss stets zwischen 1:2 und 1:7
[ug DNA bzw. RNA: ul METAFECTENE®] liegen.

Bitte beachten Sie im folgendem Schritt die Reihenfolge der Loésungszugabe:
Geben Sie die DNA- bzw. RNA-Lésung zur METAFECTENE® - Lésung und nicht umgekehrt!

6. Vereinigen Sie beide Ldsungen, mischen vorsichtig und inkubieren Sie bei
Raumtemperatur flir 15-20 min.

7. Geben Sie die DNA- bzw. RNA-Lipid-Komplexe so schnell wie mdglich nach der
Inkubationszeit zu den Zellen, mischen Sie duBerst vorsichtig durch Schwenken des
ZellkulturgefaBes und inkubieren Sie bei 37°C in einem CO, Inkubator (im Falle duBerst
sensibler Zellen sollte man die Transfektionslésung nach 3-6 h entfernen und durch
entsprechendes frisches komplettes Medium ersetzen).

8. Fuhren Sie einen Test auf Reportergenaktivitat 24-72 h, je nach Zelltyp und
Promotoraktivitat, nach dem Beginn der Transfektion durch.
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2.2 Transfektion von Suspensionszellen
- Standardprotokoll fiir das 12-Well-Format -

1. Sahen Sie per Well einer 12-Well-Kulturschale 0.4 - 1.6 x 10° Zellen in 1ml eines
geeigneten vollstdandigen Wachstumsmediums aus. Auszusaende Zellmengen hangen vom
Zelltypus und ZellgroBe ab und eine Mengenoptimierung z.B. Uber die Erstellung einer
Wachstumskurve ist eventuell notwendig. Behalten Sie dieselben Bedingungen zwischen
den Experimenten bei.

2. Die Stocklésungen von DNA bzw. RNA und Transfektionsreagenz sollen Raumtemperatur
besitzen. Vortexen Sie vor dem Gebrauch sanft die Stocklésungen.

3. Stellen Sie folgende Lésungen in einer 96-Well-Platte (cell culture grade) oder in anderen
GefaBen aus Polypropylen, Glas oder Polystyrol (vorzugsweise Polypropylen) her. Legen
Sie immer das Medium vor, damit Reagenz- und DNA- bzw. RNA -Lésung nicht direkt
mit dem GeféaBmaterial in Kontakt kommen:

Lésung A: 0.5 - 1.5 ug DNA bzw. RNA auf 50 pl serum- und antibiotikafreiem Medium
oder in 1xPBS

Lésung B: 1.0 - 7.0 pul METAFECTENE® auf 50 pl serum- und antibiotikafreiem Medium
oder in 1xPBS

4. Mischen Sie die Losungen durch einmaliges vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

Das DNA- bzw. RNA-Lipid-Verhaltnis muss stets zwischen 1:2 und 1:7
[ug DNA bzw. RNA: ul METAFECTENE®] liegen.

Bitte beachten Sie im folgendem Schritt die Reihenfolge der Losungszugabe:
Geben Sie die DNA- bzw. RNA-Lésung zur METAFECTENE® - Lésung und nicht umgekehrt!

5. Vereinigen Sie beide Lbésungen, mischen vorsichtig und inkubieren Sie bei
Raumtemperatur fir 15-20 min.

6. Geben Sie die DNA- bzw. RNA-Lipid-Komplexe so schnell wie mdglich nach der
Inkubationszeit tropfenweise zur Zellsuspension, mischen Sie d@uBerst vorsichtig durch
Schwenken des ZellkulturgeféaBes und inkubieren bei 37°C in einem CO, Inkubator (im
Falle auBerst sensibler Zellen sollte man nach 3-6 h die Transfektionslésung entfernen und
durch entsprechendes frisches komplettes Medium ersetzen).

7. Zentrifugieren Sie die Zellen und fiihren Sie einen Reportergen-Aktivitatstest 24-72 h nach
dem Beginn der Transfektion durch.
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3. Optimierung

3.1 Die wichtigsten Optimierungsparameter

Verhiltnis von DNA bzw. RNA zu METAFECTENE®

Die wichtigste OptimierungseinflussgroBe ist das Verhaltnis von DNA bzw. RNA zu
METAFECTENE®.

FUr eine erfolgreiche Transfektion ist eine positive Uberschussladung des DNA- bzw. RNA-
METAFECTENE®- Komplexes notwendig.

Das dafiir optimale DNA- bzw. RNA- METAFECTENE® - Verhéltnis hangt von der jeweiligen
Zelllinie ab.

Quantitat des Transfektionskomplexes

Um hoéchste Transfektionseffizienzen erzielen zu kénnen, muss auch die Menge des DNA- bzw.
RNA-Lipid-Komplexes optimiert werden. Eine zu groBe Menge kann zur Uberexpression
und/oder Lysis der Zellen fihren (Lipide sind auch Zell-Lysis-Reagenzien!) und damit zur
Effizienzverringerung.

Das optimale DNA- bzw. RNA- METAFECTENE®- Verhaltnis und die optimale Menge des DNA-
bzw. RNA-Lipid-Komplexes variiert mit der vorhandenen Anzahl der Zellen. Zur Gewahrleistung
reproduzierbarer Optimierung dieser Parameter muss die Zellzahl und Inkubationsperiode bis
zum Transfektionsprozess konstant gehalten werden.

Auszusdende Zellmengen

Bitte beachten Sie hierzu die Ausflihrungen unter Kapitel 5.

Serumeffekte

Bislang zeigten mit METAFECTENE® transfizierte Zellen, welche bei Anwesenheit von Serum
transfiziert wurden, fast immer die besten Ergebnisse. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass spezielle Zelllinien ein anderes Verhalten zeigen. DemgemadaB kann die
Transfektion mit METAFECTENE® genauso ohne Serum, unter serumreduzierten und unter
Totalmedium-Bedingungen (10% Serum) durchgefihrt werden.

Wahrend der Komplexbildung zwischen METAFECTENE® und DNA bzw. RNA ist die
Anwesenheit von Serum absolut verboten!

Das Serum ist in der Lage, die Komplexbildung zu inhibieren. Ist jener Komplex erst einmal
gebildet, spielt ein Kontakt mit Serum keine Rolle mehr.

Das optimale Verhaltnis von DNA bzw. RNA zu METAFECTENE® und die optimale Menge an
DNA- bzw. RNA-Lipid-Komplex kann bei verschiedenen Serumkonzentrationen variieren.

Die Optimierung dieser wichtigsten Parameter fihrt bei Anwendung der Optimierungsanleitung
zu absolut befriedigenden Ergebnissen.

3.2 Weitere Optimierungsparameter

Folgende Parameter kdnnen bei weiterer schrittweiser Optimierung zu noch besseren
Ergebnissen flihren:

Inkubationszeit des Transfektionskomplexes auf die Zellen

Die zu transfizierenden Zellen kdnnen Uber einen sehr breiten Zeitbereich (3-72 h) dem
Transfektionskomplex ausgesetzt werden. Die beste anzuwendende Transfektionszeit hdangt
von der Sensitivitat der Zellen ab.
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Zeitbereich bis zur Bestimmung des Transfektionsergebnisses

Der Genaktivitatsassay sollte in einem Bereich von 24-72 h nach Beginn der Transfektion
durchgefiihrt werden. Die optimale Zeit wird durch den Zelltypus, die Promotoraktivitat und
dem Expressionsprodukt (z.B. Toxizitat) bestimmt.

Nukleinsaure-Lipid-Komplexbildung mit PBS anstelle von serumfreien
Medium

In vielen Versuchsreihen zeigte sich, dass bei Verwendung von PBS zur DNA- bzw. RNA-Lipid-
Komplexbildung anstelle von serum- und antibiotikafreiemn Medium besser reproduzierbare und
teilweise auch héhere Transfektionsraten, vor allem bei niedrigen Lipid-Mengen, erzielbar sind.

PBS-Zusammensetzung:

10x PBS:

40 g NaCl
1lg KCl

1g KH,PO,

5,75¢ Na,HPO4 e 2 H,0

Die Salze werden abgewogen, vereinigt und auf 500 ml mit Wasser aufgefullt und geldst.
Danach wird autoklaviert.

1x PBS:
In einem Messkolben wird 10x PBS auf 1:10 mit Wasser verdinnt und autoklaviert.

Zugabe des Transfektionskomplexes auf frisch ausgesaten Zellen

Gibt man den Transfektionskomplex auf adharente Zellen kurz (innerhalb ca. 1 Stunde),
nachdem jene in das entsprechende KulturgefdB ausgesdat wurden, so kann in einigen Fallen
eine erhebliche Effizienzsteigerung erreicht werden. Die anschlieBende Ubliche Inkubationszeit
muss nicht eigens angepasst werden. AuBerdem kann auf diese Weise die Dauer des
Transfektionsversuches um 24 Stunden verkiirzt werden!

3.3 Optimierungsprotokoll

Verwenden Sie dafiir Reportergen-Plasmide wie z.B. pCMVBGal, pND2Lux, pEGFP etc.

1. Variieren Sie die Menge an METAFECTENE® innerhalb des in der Tabelle im Kapitel 4
vorgeschlagenen Intervalls (z.B. 2 pl, 4 pl, 6 pl, 8 pl, 10 pl, 12 pl etc. METAFECTENE®).
Halten Sie die Anzahl der Zellen bis zum Beginn der Transfektion und die DNA- bzw. RNA-
Menge konstant bei den vorgeschlagenen Mengen. Die Serumkonzentration wahrend der
Transfektionszeit (= Inkubation mit dem DNA- bzw. RNA-Lipid-Komplex) sollte mit der zur
Kultivierung der Zellen verwendeten Ubereinstimmen.

2. Variieren Sie die Mengen an DNA bzw. RNA (z.B. 1 ug, 1.5 ug, 2 pg, 2.5 pg, 3 ug etc.),
indem man aber die unter Schritt 1 vorgeschlagenen METAFECTENE®-Mengen-Intervalle
proportional beibehalt. Halten Sie die Anzahl der Zellen bis zum Beginn der Transfektion
konstant. Die Serumkonzentration wahrend der Transfektionszeit (= Inkubation mit dem
DNA- bzw. RNA-Lipid-Komplex) sollte mit der zur Kultivierung der Zellen verwendeten
Ubereinstimmen. Bestimmen Sie damit die optimalen DNA bzw. RNA- und Lipid-Mengen.

3. Wiederholen Sie die Schritte 1 und 2 unter serumreduzierten und serumfreien
Bedingungen.

4. Wiederholen Sie die Schritte 1 und 2 mit anderen Startwerten fir die Zellzahl am Anfang
des Transfektionsprozesses.
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Beispiel fiir das 12-Well-Format

1.

Plattieren Sie 1.0 - 4.0 x 10° Zellen pro Well in einer 12-Well Mikrotiterplatte in 1 ml
geeignetem vollstéandigem Wachstumsmedium aus (Auszusdende Zellmengen hangen vom
Zelltypus und ZellgréBe ab und dessen Optimierung ist eventuell notwendig. Behalten Sie
dieselben Bedingungen zwischen den Experimenten bei).

Inkubieren Sie die Zellen bei 37°C in einem CO, Inkubator bis die Wachstumsflache zu 90-
100% bedeckt ist. Je nach Zelltypen variiert die bendtige Zeit, sie betragt aber in der Regel
18-24 h.

Vortexen Sie vor dem Gebrauch sanft die Stocklésungen des Reportergens und von
METAFECTENE®. Die Lésungen sollten Raumtemperatur besitzen.

Pipettieren Sie 50 uyl serum- und antibiotikafreies Medium oder 1xPBS zu jedem unten
angegebenen Well in einer 96-Well-Platte (cell culture grade, PP), anschlieBend addieren
Sie:

0.5 pg DNA bzw. RNA in A1-A4

1.0 uyg DNA bzw. RNA in B1-B4

1.5 ug DNA bzw. RNA in C1-C4

und mischen Sie die Loésungen vorsichtig durch einmaliges Auf- und Abpipettieren.

Pipettieren Sie 50 pl serum- und antibiotikafreies Medium oder 1xPBS zu jedem unten
angegebenen Well in einer 96-Well-Platte (cell culture grade, PP), anschlieBend addieren
Sie:

1ul, 2 ul,4ul, 6 pl METAFECTENE® in D1-D4

2 ul, 4 ul, 8 ul, 12 i METAFECTENE® in E1-E4

4 ul, 8 ul, 12 pl, 16 pl METAFECTENE® in F1-F4

und mischen Sie die Loésungen vorsichtig durch einmaliges Auf- und Abpipettieren.

Beachten Sie im folgendem Schritt die Reihenfolge der Losungszugabe: Geben Sie
die DNA- bzw. RNA-L&sung zur METAFECTENE®-L6sung und nicht umgekehrt!

Vereinigen Sie beide Losungen (A1+D1, A2+D2 etc., B1+E1, B2+E2 etc., C1+F1, C2+F2
etc.), mischen vorsichtig (Scherkrdfte kénnen den sich bildenden Komplex zerstéren!) und
lassen Sie die Losungen bei Raumtemperatur 15-20 min inkubieren.

Geben Sie die DNA- bzw. RNA-Lipid-Komplexe so schnell wie mdglich nach der
Inkubationszeit zu den Zellen, mischen Sie duBerst vorsichtig durch Schwenken des
ZellkulturgefaBes und inkubieren Sie bei 37°C in einem CO, Inkubator (im Falle auBerst
sensibler Zellen sollte man die Transfektionslésung nach 3-6 h entfernen und durch
entsprechendes frisches komplettes Medium ersetzen).

Fihren Sie einen Test auf Reportergenaktivitdit 24-72 h, je nach Zelltyp und
Promotoraktivitat, nach dem Beginn der Transfektion durch.

Sind die Ergebnisse befriedigend, kann man nach Bedarf up- oder downscalen. Siehe
diesbezlglich die unter Kapitel 4 angegebenen Parameter fiir alle Gblichen Formate.
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4. Up- und Downscale

Angegeben sind die verschiedenen Reagenzmengen flr jeweilige KulturgefaBe (in
Rundklammern sind die vorgeschlagenen Startwerte der Optimierung angegeben).

Bitte beachten Sie:

1. Der optimale Verhéltnisbereich von DNA bzw. RNA [ug] zu METAFECTENE® [ul] liegt nach
bisherigen Resultaten in den meisten Fallen zwischen 1:2 und 1:7.

2. Aufgrund von Adsorptionsvorgangen verwendeter Agenzien an GefaBwande sollte bei
erheblich unterschiedlichen Formaten die Lipoplexmenge und das DNA- bzw. RNA-Lipid-
Verhaltnis eigens optimiert werden.

In Rundklammern stehen die vorgeschlagenen Startwerte.

96-Well 24-Well 12-Well 6-Well

LTS Platte Platte Platte Platte Sl LS
Waczhstumsflache 0.31 1.9 3.7 9 22 60
[cm?]

Proportionalfaktor 0.03 0.2 0.4 1.0 2.5 6.7

Ausgesate Zahl adha-
renter Zellen (1 Tag 0.10-0.60 0.4-2.0 1.0-4.0 2.5-10.0 6.0-24.0 15.0-60.0

vor der Transfektion) (0.30) (1.0) (2.0) (5.0) (12.0) (25.0)
[x10°]"

Ausgesite Zahl

Suspensionszellen 0.04-0.24 0.16-0.8 0.4-1.6 1.0-4.0 2.4-9.6 6.0-24.0
(am Tag der (0.12) (0.40) (0.8) (2.0) (4.8) (10.0)

Transfektion) [x10°]"

Zellsuspensions-

0.15 0.5 1.0 2.0 4.5 12.0
volumen [ml]
DNA-bzw.RNA-Menge 0.05-0.3 0.15-1.0 0.3-2.0 0.4-5.0 1.0-12.0 2.0-34.0
[nagl (0.1) (0.5) (1.0) (2.0) (6.0) (14.0)
METAFECTENE®Menge 0.2-4.0 0.5-7.0 1.0-15.0 2.0-35.0 4.0-90.0 10-250
[pl] (0.6) (2.0) (3.0) (6.0) (18.0) (42.0)
Verdiinnungsvolumen _
von DNA/RNA [pl] 15-30 30 50 100 300 700
Verdunnungsvolumen . 5, 10-50 50 100 300 700

METAFECTENE® [pl]

* Auszusaende Zellmengen hangen vom Zelltypus und ZellgréBe ab und dessen Optimierung ist eventuell notwendig.
Behalten Sie dieselben Bedingungen zwischen den Experimenten bei.
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5. Troubleshooting

1. Vermeiden Sie den Kontakt purer METAFECTENE®-Lésung und purer DNA- bzw. RNA-
Losung mit dem Behdltnismaterial.

Schlussfolgerung: Legen Sie immer serum- und antibiotikafreies Medium vor und geben
die jeweiligen puren Lésungen dazu!

2. Die im Medium befindlichen DNA- bzw. RNA- und METAFECTENE®-Lésungen sollten
innerhalb von 5 Minuten vereinigt werden.

3. Die Konfluenz der Zellen, die optisch per Mikroskop bestimmt werden kann ("optische"
Konfluenz = prozentuale Bedeckung der Wachstumsflache mit Zellen) ist nicht identisch
mit der Konfluenz, welche Uber die Wachstumskurve bestimmt werden kann (= reale
Konfluenz). Beste Resultate werden erzielt, wenn die Transfektion mit Zellen im hdchsten
Proliferierungszustand (= 30-60% reale Konfluenz) durchgefihrt wird. Dies korreliert
meistens mit der "optischen" Konfluenz von 90-100%.

Typical growing curve of COS7 cells
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4. Vermindertes Zellwachstum und/oder Toxizitdtserscheinungen gehen sehr oft einher mit
Uberexpression (bei z.B. hoher Transfektionseffizienz). Dies kann durch erhdhte Konfluenz
der Zellen und/oder erniedrigte Lipoplex-Menge vermieden werden.

5. Geben Sie wdhrend der Transfektion kein Antibiotika zum Medium, da dies Zelltod
verursachen und damit die Transfektionseffizienz mindern kann.

6. Im Falle sehr empfindlicher Zellen sollte die Transfektionslésung nach 3-6 h durch frisches
komplettes Medium ausgetauscht werden.

METAFECTENE® Manual DE 0916



%
:

6. Sonstiges

6.1 Wichtige Informationen

Dieses Produkt wurde ausschlieBlich fir die Forschung und fir in vitro Anwendungen entwickelt
und wird nur flr diese Zwecke verkauft. Es darf nicht fir therapeutische oder diagnostische
Zwecke an Mensch oder Tier angewendet werden.

METAFECTENE® ist eine eingetragene Handelsmarke der Biontex Laboratories GmbH.

6.2 Gewahrleistung

Biontex gewdhrleistet nur dann fir die beschriebenen Eigenschaften dieses Produktes bis zu
dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatum, wenn es gemaB der in diesem Manual
angegebenen Informationen gelagert und angewendet wurde. Sollten Sie trotzdem mit diesem
Produkt nicht zufrieden sein, kontaktieren Sie bitte Biontex Laboratories GmbH.

Biontex Laboratories GmbH
Landsberger StraBe 234
im MGH

80687 Miinchen/Laim
Germany

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



