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Materials  
K2® Multiplier (Biontex Laboratories) 
K2® Transfection reagent (Biontex Laboratories) 
Opti‐MEM® Reduced Serum Medium (Life Technologies) 
 
 
Cell culture and transfection 
 
Primary human tubular epithelial cells were isolated and cultured as described previously 

[1]. The human proximal tubular cell line HKC‐8 was kindly provided by S. Racusen [2] and 

cultured as described [3]. Primary cells (100 000 cells) or HKC8 cells (80 000 cells) were 

seeded in a 24 well plate on collagen IV‐coated glass cover slips in serum containing medium 

to allow adherence. The next day, medium was changed to 0 % serum, corresponding to the 

normal growth medium of epithelial cells. Concomitantly, K2® Multiplier (5 µl / 0.5 ml) was 

added to the wells. After 2 h, the complex of DNA and K2® transfection reagent was added, 

which had been prepared 20 min before: in a 96 well plate, DNA (0.5 µg) was diluted in 15 µl 

Opti‐MEM® Reduced Serum Medium (Life Technologies); in another well, 15 µl of Opti‐

MEM® were mixed with 1.2 µl of K2® transfection reagent by pipetting once up and down. 

Subsequently, the diluted DNA was added and mixed by pipetting once up and down. After 

15 – 20 min incubation at room temperature the mix was added to the cells (30 µl / 500 µl). 

24 h later, cells were fixed by PFA and proteins of interest were detected by 

immunocytochemistry using standard techniques.  
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