SNAP-25 PURIFICACION

1. Agarosanecesariaz 1000 ml cultivo —p 0.5ml resina. Lavarlacon
HBS ( 20 mM Hepes, 100 mM NaCl ) + 0.05% O.G. + 5mM DTT.
2. Unir e sobrenadante de la sonicacion ala agarosa o/n a4°C, 95 rpm.
3. Centrifugar 22000 rpm durante 5 min. El sobrenadante esel RT, del cua
se coge una dicuota. El pellet se lava con 20 MM Hepes + 100mM NaCl + 0.05 %
O0.G.+5mM DTT,
hasta OD.g, = 0.01. Coger aicuotas de lavadosy correr gel antes de cortar.
4. Corte con trombina: por cada 500 ul de resing, afladir 475 pl de buffer de lavado
+ 25 utrombina. Dejar cortando 2 h. Tomar alicuotas.
Desactivar latrombina.con [ PMSF ] = 2 mM.
6. Centrifugar 5 min a 2000 rpm.
Lavar los pocillos con 500 pl de tampon por cada 700 pl que se afiadieran con la
trombina. Volver a centrifugar y unir los sobrenadantes.
8. Filtrar laproteinay coger dicuotas paragel y BCA.
9. Al péllet sele afiade glutation (igua cantidad que habia de resina). Agitar bieny
dejar 10 min. Centrifugar a 2000 rpm durante 5 min. Alicuota del sobrenadante.
10. Dializar en eppendorfs perforados y tapados con membrana de didlisis 48 horas,
cambiando € buffer: 20mM Hepes, 100mM NaCl, 0.05 OG, alas 24 horas.



