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                GST Fusion Protein Purification Protocol
   Eigen R. Peralta
   [email protected]
   Edinger Lab
   Grow transformed BL21 E. Coli
     1. 
       Inoculate 4-5ml culture with transformed BL21 bugs and grow
       overnight at 37C.
     2. 
       The next day, inoculate 250ml flask with 2ml of the overnight
       culture and grow at 37C to OD600 of 0.6-0.8 (this takes anywhere
       from 2-4 hrs).
     3. 
       Induce Protein expression by adding IPTG to 0.5mM final
       concentration.
     4. 
       Grow the bugs at 30C for 2-4hrs.
     5. 
       Spin down bugs.
     6. 
       Resuspend the pellet in 50ml ice-cold PBS and transfer to 50ml
       conical tube.
     7. 
       Remove the PBS and freeze the pellet at -80C or proceed to protein
       purification.
   Purifying Protein from BL21 E. Coli
     1. 
       Resuspend Pellet (from 250ml culture) in 5ml of Buffer A.
     2. 
       Sonicate.
     3. 
       Spin 10,000g for 10min at 4C.
     4. 
       Transfer supernatant to a 15ml conical tube and add 5ml of Buffer
       A.
     5. 
       Add 250ul of glutathione-sepharose beads pre-equilibrated in
       Buffer A.
     6. 
       Incubate for 30-45 minutes RT on the rocker.
     7. 
       Spin at 500g (1500rpm) to pellet the beads.
     8. 
       Wash 2x with 10ml ice-cold Buffer A.
     9. 
       Resuspend beads to 50% slurry, and quantitate protein using BCA
       assay or by running a gel and staining with coomassie blue.
   Note:
   If you plan on purifying different proteins for a pull-down assay,
   equalize the bead to protein concentration between samples by adding
   glutathione-sepharose beads pre-equilibrated in Buffer A.
   Buffer A
   25mM Tris-HCl pH 7.4
   1M Nacl
   0.5mM EDTA
   1mM DTT
   0.1% TX-100
   + complete Protease Inhibitors


               


			  
			  
            

          

		  
		 
		  
		  
		  

		    
		  
			  	SOLLICITUD DE BAIXA DEL SERVEI MUNICIPAL D’ABASTAMENT D’AIGUA POTABLE
	K APPA OPTRONICS GMBH HEAD OF MARKETING KLEINES FELD
	OTTAWA DIRECTORY OF ASD SERVICES FOR CHILDREN AND ADULTS
	 4  TABELA ELEMENTÓW ROZLICZENIOWYCH  KOSZTORYS OFERTOWY
	THIS PAPER HAS BEEN PUBLISHED J PHYS CHEM B
	2 ANALISIS PENDAPATAN PEDAGANG KARKAS AYAM BROILER DI PASAR
	Acuerdo Para Constitución de Consorcio Consolidación de la Cadena
	TEMPLATE 5 KEY CATEGORY ANALYSIS  TEMPLATE 5 KEY
	MINISTERUL EDUCAŢIEI NAŢIONALE COMISIA NAŢIONALĂ PENTRU LIMBA ENGLEZĂ PROF
	 VOL 18 NÚMERO 5 | SEPOCT 2017 |
	T EXAS OPHTHALMIC PLASTIC RECONSTRUCTIVE & ORBITAL SURGERY ASSOCIATES
	MODEL FLORIDA CHARTER SCHOOL APPLICATION RULE 6A60786 FORM IEPCM1
	O UTSTANDING FACULTY AWARD NOMINATION SHEET 2015 PLEASE HAVE
	HERRAMIENTA PARA ASISTENCIA EN LA DEFINICIÓN DE UN PROCESO
	26 LIETUVOS RESPUBLIKOS SVEIKATOS APSAUGOS MINISTRAS LIETUVOS RESPUBLIKOS SOCIALINĖS
	6 4° CONFERENCIA FIDEN CON LA COLABORACIÓN DE 07
	Cg5882009 Acuerdo del Consejo General del Instituto Federal Electoral
	SERVICIO NACIONAL DE ADUANAS DIVISION NORMAS Y PROCEDIMIENTOS DPTO
	NOMBRE DEL CURSO TALLER DE DIBUJO Y PINTURA NIVEL
	P REAPPLICATION REQUEST PROSPECTIVE DEVELOPER DETAILS AGENT DETAILS NAME
	INFORMATION ABOUT KARSHI ENGINEERING  ECONOMICS INSTITUTE UZBEKISTAN KARSHI
	ASSOCIATE LIBRARIAN SELF EVALUATION (PREFORMAL EVALUATION) SPECIAL SERVICES ASSOCIATE
	Formato Versión 2 Acuerdo de Intercambio y Confidencialidad de
	ΘΕΩΡΊΑ ΔΙΚΑΊΟΥ ΚΑΙ ΘΕΣΜΏΝ Η ΘΕΩΡΊΑ ΤΗΣ ΔΙΚΑΙΟΣΎΝΗΣ ΤΟΥ
	BURGOS 1 DE JULIO DE 2010 REDES BANCA CÍVICA
	ZAŁĄCZNIK DO UCHWAŁY NR 33672021 ZARZĄDU WOJEWÓDZTWA WIELKOPOLSKIEGO Z
	DE LA REALIDAD DE LA PLURICULTURALIDAD A LA UTOPÍA
	120+ MINISTRIES HOW MANY HAVE YOU TRIED? MINISTRY FOR
	CIRCULAR N°14 DEL 07 DE MARZO DEL 2001 MATERIA
	PROSJEKTBESKRIVELSE VERDENSSPILLET I BERGEN INNHOLDSFORTEGNELSE HVA ER VERDENSFREDSPILLET? SPILL



			  

		  
			  	PLAN PARCIAL SECTOR US150201 CONDADO DE ALHAMA II (TM
	ESTUDIO FINAL SOBRE LOS TRABAJOS DE PERFORACIÓN Y BOMBEO
	STEELE TAKES HOME THE MORT DALY MEDAL 2004 COOPERS
	TÁJÉKOZTATÓ A „NEHÉZ HELYZETBEN LÉVŐ VÁLLALKOZÁS” FOGALMÁNAK MEGHATÁROZÁSÁRÓL 1
	LESSON 5 LIGHT AND COLORS OBJECTIVES DEFINE THE TERMS
	ANEXO I TÉRMINOS UTILIZADOS EN LAS BÚSQUEDAS BIBLIOGRÁFICAS 1
	ÖZGEÇMİŞ 1 ADI SOYADI  MÜVEDDET EMEL TÜFEKÇI ALPHAN
	 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES FINALES  EN LOS HOSPITALES
	407 8 AUGUST 2007 FINAL ASSESSMENT REPORT APPLICATION A562
	SANDRA MURILLO PHD EDUCACIÓN GRADO ACADÉMICO INSTITUCIÓN LUGAR POS
	ANEXO 2 RELACIÓN DEL EQUIPO INVESTIGADOR PERSONAL DE PLANTILLA
	RECUERDOS 1 VAS A OÍR UNA CANCIÓN DEL CANTAUTOR
	MURRAY STATE UNIVERSITY PROJECT MENTOR 2708094340 “MAKING A DIFFERENCE
	[SRJIRA3328] SCRIPT FIELD PARTIALLY DUPLICATED AFTER ADDING A NEW
	R163 RECOMENDACIÓN SOBRE LA NEGOCIACIÓN COLECTIVA 1981 RECOMENDACIÓN SOBRE
	EÖTVÖS LORÁND TUDOMÁNYEGYETEM APÁCZAI CSERE JÁNOS GYAKORLÓ GIMNÁZIUM ÉS
	SOUTH GRAND PRAIRIE WARRIOR FOOTBALL IMPORTANT AUGUST DATES FOR
	RUBRIC FOR SHOWMANSHIPSPIRIT THE APPLICANT HAS BEEN ASKED TO
	KOMENTÁŘ K NÁVRHU ROZPOČTU NA ROK 2010 KAPITOLA 05
	PLIEGO DE CONDICIONES PARTICULARES LICITACIÓN ABREVIADA CONTRATO Nº 1042016



			  
        

		 
      

	  
    

          

    
    
      
     
      
      
      
      
        
          
            
              
                Todos los derechos reservados @ 2021 - FusionPDF

              
              
                
                 
                
                
                
                
                
                
              

            

          

        

      

      

    
      

    
    
      
    

    
          
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    



  