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Einleitung

Beschreibung

Synonyme

Produktinformation
Herkunft
EC-Nummer

Protokoll

Lager- und Versandinformation

Lagerung

Endoproteinase Glu-C hydrolysiert Peptid- und Esterbindungen spezifisch am
Carboxylende von Glutaminsaure (-Glu/-X; in Ammoniumcarbonat pH 7,8 oder
Ammoniumacetat pH 4,0, Puffer A) oder von Glutaminsaure und Asparaginsaure (-Glu/-X
und -Asp/-X; in Phosphatpuffer pH 7,8, Puffer B). G3m: 25 ug (22 Einheiten)
Endoproteinase Glu-C pro CR-Saule, immobilisiert auf Dextran. Diese CR-Saule schneidet
mindestens 12 ug Tubulin oder 5 ug BSA pro Anwendung in Phosphatpuffer. Nr. 7
Lagerpuffer: 50 mM Tris/HCI bei pH 7,5, 5 mM EDTA. Nr. 31 Reaktionspuffer: 25 mM
NH4-Acetat, pH 4,0 (siehe oben) Nr. 32 Waschpuffer: 25 mM NH4-Acetat, pH 4,0, 1 M
NaCl Nr. 62 Reaktionspuffer: 50 mM Phosphatpuffer, pH 7,8 (siehe oben) Nr. 63
Waschpuffer: 50 mM Phosphatpuffer, pH 7,8, 1 M NaCl

EC 3. 4. 21. 19; Staph aureus V8-Protease; Protease, Staph aureus (Endoproteinase Glu-
C); Glutamyl-Endopeptidase; V8-Proteinase, Endoproteinase Glu-C; staphylokokkale
Serin-Protease

Staphylococcus aureus
EC3.4.21.19

1. Verdiinnen Sie die gelieferten Puffer (mindestens 2 ml jeweils) mit sterilem doppelt
destilliertem Wasser. Fir 1 Anwendung benétigen Sie 1 ml 10x Reaktionspuffer und 9 mi
doppelt destilliertes Wasser 2 ml 5x Waschpuffer und 8 ml doppelt destilliertes Wasser 1
ml 10x Lagerpuffer und 9 ml doppelt destilliertes Wasser Das Substrat sollte sich im
Reaktionspuffer befinden. 2. Aquilibrieren Sie die CR-Saule mit 10 ml Reaktionspuffer.
Fullen Sie 10 ml Reaktionspuffer in eine Spritze und lassen Sie den Reaktionspuffer
durch die Saule durch Schwerkraft bis zum oberen Filter laufen. Falls der Puffer sehr
langsam lauft, Gben Sie Druck mit einer Spritze aus. 3. Laden Sie die Substratlésung im
Reaktionspuffer. Kleine Volumina (< 70 ul): Drehen Sie die CR-Saule 5 Sekunden in einer
Tischzentrifuge (2000 U/min sind ausreichend). Lassen Sie die Substratlésung in das
Matrixmaterial eintreten. GrofRere Volumina: Lassen Sie die Substratlésung durch die
Saule laufen. Durchflussrate: bis zu 70 pl/minute Halten Sie das Substrat etwa 1 Minute
bei Raumtemperatur in der Saule. Eine h6here Umwandlung wird erreicht, wenn das
Substrat erneut auf die Saule aufgetragen oder langer inkubiert wird. 4. Eluieren Sie die
Produktlésung. Kleine Volumina (<70 pl): Zentrifugieren Sie das Produkt aus der Saule.
GrolRere Volumina: Lassen Sie das Substrat durch die Saule laufen und zentrifugieren Sie
die verbleibende Lésung aus der Matrix. Hinweis: Moleklle < 700 Dalton mussen mit 7
ml Reaktionspuffer eluieren. Es schadet den Saulen nicht, wenn sie trocken laufen. 5.
Waschen Sie die Saule mit 10 ml Waschpuffer. 6. Aquilibrieren Sie die Saule mit 10 ml
Lagerpuffer. Lagern Sie die Saule bei 4°C. Frieren Sie eine CR-Saule niemals ein!

4°C
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