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9 ANHANG

9.1 MATERIALIEN

9.1.1 Puffer

Puffer

ABTS 90 % Formamid

Stammlésung: 90 % (v/v) Formamid

35 mg ABTS 10 % 10x TBE

100 ml 0,05 M Phosphat-Citrat- 0,0025 % (w/v) Bromphenolblau
Puffer, pH 5,0

Arbeitslésung: Laufpuffer (Biacore)

100 ml Stammlésung

20 mM Tris/HCI, pH 7,6

25 pl 30 % H20, 140 mM NaCl
1 mM MgCl,
BP (1x) 1 mM CaCl,
20 mM Tris/HCI, pH 7,6 5 mM KCI
140 mM NaCl 0,005 % Tween 20
1 mM MgCl,
1 mM CaCl, LB-Medium
5 mM KCI 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
BP-T (1x) 10 g NaCl
20 mM Tris/HCI, pH 7,6 ad 1000 ml mit H,O
140 mM NaCl
1 mM MgCl, LB-Agar
1 mM CaCl, 15 g/l (w/v) LB-Medium
5 mM KCI — autoklavieren (20 min / 120°C)

0,05 % Tween 20

4-Chloro-1-Naphthol

Stammlésung:
30 mg 4-Chloro-1-Naphthol
1 ml Ethanol

— bei ca. 55°C 100 pg/ml Ampicillin
— in sterile Petrischalen gief3en

Loading Buffer (10x)
60 % (v/v) Glycerin
50 mM Tris/HCI, pH 7,6

0,05 M Phosphat-Citrat-Puffer
25,7 ml 0,2 M Na,HPO,

24,3 ml 0,1 M Citronensaure

ad 100 ml mit H,O

pH 5

PBS (1x)

50 mM K;HPO,
150 mM NaCl
pH7,5

PBS-T (1x)

50 mM K,HPO,
150 mM NaCl
0,05 % Tween 20
pH7,5

TE (1x)
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 7,6

TB (10x)

1 M Tris

1 M Borsaure
pH 8,0

TBE (10x)(Roth)
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Arbeits|ésung: 0,0025 % (w/v) Bromphenolblau 1M Tris
20 pl Stammlésung 0,0025 % (w/v) Xylencyanol 1 M Borséure
2 ml 50 mM Tris 20 mM EDTA
3yl 30 % H,0, pH 8,3
9.1.2 Oligonukleotide

Name Sequenz (5'-3") Ntd.
Primer B CCAAGCTTGCATGCCTGCAG 20
Primer BioB  (BIO)CCAAGCTTGCATGCCTGCAG 20
Primer D GGGAATTCGAGCTCGGTACC 20
Primer BioD  (BIO)GGGAATTCGAGCTCGGTACC 20
DNA40 GGGAATTCGAGCTCGGTACC- (N40 ) -CTGCAGGCATGCAAGCTTGG 80
10.10 GGGAATTCGAGCTCGGTACCATCTGTGTAAGGGGTAAGGGGTGGGGGTGGGTACGTCTAGCTGCAGGCATGCAAGCTTGG 80
10.10v ACCATCTGTGTAAGGGGTAAGGGGTGGGGGTGGGTACGTCT 41
10.10q AGGGGTAAGGGGTGGGGGTGGGT 23
C1 GGGAATTCGAGCTCGGTACCGGCTGCTTTGCTGCAGATTTGTGGGTGGGTGGGTGGT GATCTGCAGGCATGCAAGCTTGG 80

Cc2 GGGAATTCGAGCTCGGTACCGTACAGTACTGCATATCTCATACTTCCTAGATACCATCCCTGCATGCATGCAAGCTTGG 79
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9.1.3 Enzyme
Name Konzentration Bezugsquelle
GoTaq"® Flexi DNA Polymerase [5 U/ul] Promega
Neutravdin-HRP Bindungskapazitat: 5 ug (20,5 nmol) Biotin/mg Protein Pierce
Phusion® DNA Polymerase [2 U/ul] Finnzymes
Pvull [10 U/ul] New England Biolabs
S1-Nuklease [100 U/ul] Fermentas Life Sciences
T4-DNA-Ligase [3 U/ul] Promega

9.1.4 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Gerate

Chemikalien

ABTS tablets

Agarose

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat
Biotin

Borsaure

Bromphenolblau

CaCl,

4-Chloro-1-Naphthol
Daunorubicin
Dimethylformamid
Doxorubicin

Dithiothreithol

Ethidium Bromide Solution
EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin
Formamid

Glyerin

Glycogen [20 mg/ml]
Harnstoff

8-Hydroxychinolin

KClI

K:HPO,

MgCl,

NaCl

Quant-iTTM OliGreen® ssDNA Quantitation Reagent
Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA Quantitation Reagent

Sigma
Peglab
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Fluka
Sigma
GibcoBRL
Pierce
Fluka
Sigma
Roche
Roth
Merck
Roth

Roth

Roth

Roth
Molecular ProbesTM
Molecular ProbesTM

Roti®-Block Roth
Roti®-Phenol Roth
Rotiphorese® Gel 40 (Acrylamid/Bisacrylamid 29:1) Roth
TEMED (N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine) Roth
Tetracyclin Sigma

Tris Roth

Triton X-100 Argos Organics
Tween® 20 Roth
Xylencyanol Sigma
Verbrauchsmaterialien

Biacore Sensor Chip Biacore Sensor Chip SA Biacore AB

DC-Platten

Kryoréhrchen

Magnetic Beads
Mikrotiter-Platten
Streptavidin-Mikrotiter-Platten

Nitrocellulosestreifen
Reaktionsgefalie (1,5 ml, silikonisiert)
Reaktionsgefalie (1,5 ml; 2 ml)

Alugram Sil G/UV254

Dynabeads® M-280 Streptavidin (10 mg/ml)
Microlon, high binding

96-Well Format, blocked with SuperBlock
Blocking Buffer

Macherey-Nagel
Greiner

Dynal Biotech ASA
Greiner Bio-One
Reacti-Bind Streptavidin Coated Black Plates, Pierce

Securetec Detektions-Systeme AG
DNA LoBind Tube Eppendorf

Greiner
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Biacore Biacore X Biacore AB
BioSprint BioSprint 15 Qiagen

Dokumentationsanlage
Elektroelution
Fluoreszenzspektrometer
Gelkammer (7x8 cm, Agarose)

Gelkammer (9x11 cm, Agarose)

Gelkammer (8x8,5 cm, PAGE)
Gelkammer (14x16 cm, PAGE)

Geltrockner

Kuhlfalle

Magnet
Mikrotiterplatten-Fluorometer
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer
PCR

pH-Meter

Phosphoimager
Schwenkschdittler

Speedvac

Spektrometer

Stromquelle

Thermomixer
Vakuumpumpe

Vortex

Zentrifuge

Zentrifuge (Kuhlzentrifuge)

Chemlmager™ Ready
ELUTRAP® Electro-Separation System

Cary Eclipse Fluroescence Spectrophotometer

Model B1A EasyCast™ Mini Gel
Electrophoresis System

Model B1 EasyCast™ Mini Gel
Electrophoresis System

Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System
PODS Emperor Penguin™ Dual Gel Vertical
Electrophoresis System

Unigeldryer

Refrigerated Vapor Trap RVT100

Magnetic Particle Concentrator (MPC-S)
Fluoroskan®

Multiskan®

DNA Engine Gradient Cycler PTC-200
inoLab® Serie 720

Typhoon 8600

Unimax 1010

SpeedVac Plus SC110A

NanoDrop ND-1000

Cary 100 Bio UV-Visible Spectrophotometer
Electrophoresis Power Supply E865
Thermomixer Comfort
Chemie-Hybrid-Pumpe RC5

Vortex-Genie 2

Centrifuge 5415 D

Biofuge fresco

Alpha Innotech Corporation
Schleicher und Schuell
Varian

Owl Separation Systems

Owl Separation Systems

Biorad
Owl Separation Systems

UniEquip

Savant

Dynal

Thermo Electron Labsystems
Thermo Electron Labsystems
MJ Research

WTW

Molecular Dynamics
Heidolph Instruments

Savant

NanoDrop Technologies Inc.
Varian

Consort

Eppendorf

Vacuubrand

Scientific Industries
Eppendorf

Heraeus
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9.2 BIOSPRINT 15-PROTOKOLLE

Beads_Kopplung

Well Aktion Zeit Geschwindigkeit Sammeln der Beads
1 Bind 10:00 min very slow no
2 Mix 0:15 min bottom medium no
A 3 Bind 10:00 min slow no
4 Mix 0:15 min bottom medium no
5 Bind 10:00 min very slow no
6 Mix 0:30 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
C 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
D 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
E 1 Wash 0:10 min bottom slow no
2 Wash 3:00 min slow no
Beads_Wash
Well Aktion Zeit Geschwindigkeit Sammeln der Beads
B 1 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
C 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
D 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
E 1 Wash 0:10 min bottom slow no
2 Wash 3:00 min slow no
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SELEX_DRN (Standardprotokoll)

Well Aktion Zeit Geschwindigkeit Sammeln der Beads
1 Bind 7:00 min very slow no
2 Mix 0:15 min bottom medium no
3 Bind 7:00 min very slow no
4 Mix 0:15 min bottom medium no
5 Bind 7:00 min very slow no
6 Mix 0:15 min bottom medium no
A 7 Bind 7:00 min very slow no
8 Mix 0:15 min bottom medium no
9 Bind 7:00 min very slow no
10 Mix 0:15 min bottom medium no
11 Bind 7:00 min very slow no
12 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
B 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
C 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
D 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
E 1 Elution 1:00 min medium no
Variationen zu SELEX-Standardprotokoll (SELEX_DRN1 bis SELEX_DRN10):
DRN1 DRN2 DRN3 DRN4 DRN5 DRN6 DRN7 DRN8 DRN9 DRN10
- E1: 30 min | E1: 30 min | E1: 30 min [ D2: 30 min | D2: 30 min [ D2: 30 min | D2: 30 min | B2: 30 min | B2: 30 min
E1: 30 min | E1: 30 min | E1: 30 min | E1: 30 min | C2: 30 min | C2: 30 min
D2: 30 min | D2: 30 min
E1: 30 min | E1: 30 min
+VS +VS +VS +VSx2 +VSx4 +2x VSx2 | +2x VSx2

VS = Vorsaule (ein Vorsaulenvolumen entspricht dem Saulenvolumen der Hauptsaule)
VSx2 = doppeltes Saulenvolumen
VSx4 = vierfaches Saulenvolumen
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SELEX_Vorsaule

Well Aktion Zeit Geschwindigkeit Sammeln der Beads
1 Bind 7:00 min very slow no
2 Mix 0:15 min bottom medium no
3 Bind 7:00 min very slow no
4 Mix 0:15 min bottom medium no
A 5 Bind 7:00 min very slow no
6 Mix 0:15 min bottom slow 5x
7 Dry 0:30 min -- no

Wechsel der Fiinf-Kammern-Strips

8 Elution 1:00 min medium no

Separation_ds

Well Aktion Zeit Geschwindigkeit Sammeln der Beads
1 Bind 5:00 min very slow no
A 2 Mix 0:15 min bottom medium no
3 Bind 5:00 min very slow no
4 Mix 0:30 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
B 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
C 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Wash 0:10 min bottom slow no
D 2 Wash 3:00 min slow no
3 Mix 0:15 min bottom medium 5x
1 Mix 4:45 min medium 5x
2 Dry 2:00 min -- no
E

Wechsel der Fiinf-Kammern-Strips
Neutralisierung well E (Strip a): + 760 pl PBS + 40 yl 1 M NaH,PO,

3 Elution 1:00 medium no

Stripwechsel

Well Aktion Zeit Geschwindigkeit Sammeln der Beads
E 1 Bind 0:30 min bottom medium 5x
1 Dry 0:45 min -- no
A Wechsel der Fiinf-Kammern-Strips

2 Elution 1:00 min medium no
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