BIONEER

Innovation + Value -« Discovery

Bioneer posiada szeroka game odczynnikdw do amplifikacji i innych procedur inzynierii genetycznej w postaci
liofilizatoéw. Zastosowano unikalny stabilizator, ktéry pozwala zachowac petng aktywnos¢ enzymow.

Wystarczy dodac¢ matryce, primery, zawiesi¢ wszystko w wodzie i wstawi¢ mieszanine reakcyjng do odpowiedniej temperatury. Zestawy zachowuja
petng aktywnos$¢ przez 30 dni w temperaturze 20-25°C; przez jeden rok w 4°C za$ dwa lata w zamrazarce (< -20°C). Poniewaz premiksy sg
konfekcjonowane w pojedynczych probéwkach mozna zaoszczedzi¢ czas, odczynniki, plastiki przy pewnosci powtarzalnosci wynikéw oraz
zmniejszonym ryzyku kontaminacji. Do gamy AccuPower zaliczajg sie enzymy, ktére znajduja zastosowanie przy wiekszosci procedur biologii
molekularnej, takich jak odwrotna transkrypcja, amplifikacja DNA: konwencjonalna, Real Time, o podwyzszonej doktadnosci, z zabezpieczeniem przed
kontaminacjg (UDG) i wiele innych, m.in. zestaw do reakcji multiplex do 20 fragmentéw.
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Specjalnym produktem dla biologéw molekularnych sg premiksy do syntezy cDNA. Pierwszym z nich jest
cykliczna odwrotna transkryptaza M-MLV Cyclescript, ktéra pozwala zaprogramowac synteze cDNA tak, jak
w przypadku PCR - przez cykliczne zmiany temperatury. Druga grupe produktéw stanowig zestawy
Rocketscript o podniesionej stabilnosci termiczne;j.

Konwencjonalna reakcja odwrotnej
transkrypcji w 42 °C ma dwie wady: (i)
zmiana temperatury reakcji RT jest
konieczna do przeprowadzenia syntezy
cDNA, poniewaz temperatura topnienia
nici RNA i primera zawiera sie miedzy 15
a 40 °C (ii) ztozone wtérne struktury RNA
blokuje synteze cDNA w temperaturze
ponizej 50 °C.

Rozwigzaniem pierwszego problemu
jest cykliczna zmniana temperatur
miedzy 15 a 40 °C

RocketPlex, ktory jest idealny do przeprowadzenia multiplex PCR z mRNA.

(z odwrotng transkryptaza o podwyzszonej
termostabilnosci), czyli Rocketscript Cycle, RocketPlex oraz podwojny hotstart Dual-HotStart™ RT
z blokada termiczng dla odwrotnej transkryptazy i polimerazy. Rozwiazuja problem struktur
drugorzedowych RNA przez petng aktywnos¢ w temperaturze 50-70°C. Powyzej 50°C ni¢
wyizolowanego RNA nie tworzy struktur drugorzedowych, co utatwia synteze cDNA, jednak nie
kazda odwrotna transkryptaza moze dziata¢ w tej temperaturze. Zastosowanie w grupie
Rocketscript pirofosfatazy umozliwia kontrolowana aktywacje enzymu w temperaturze powyzej
50°C i osiagniecie petng aktywnosci biochemicznej w zakresie do 70°C, zapewniajac najwyzsza
wydajnos¢ i wiernos¢ syntezy cDNA. Takie samo rozwigzanie zastosowano w zestawie

M-MLV at 42°C

Competitor| at 50°C
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RocketScript™ Reverse Transcriptase <

Accurate results! Excellent

Hotstart RT reaction
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RocketScript at 70°C
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reproducibllin? World-class technology!
- HotStart RT + HotStart qPCR = Dual HotStart RT-qPCR

Hotstart gPCR reaction
dy mediated Hotstart Method
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Dual Hotstart Method
=AccuPower RocketScript RT-qPCR

Convensional Hotstart Method
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Produkt Ludzkie | Wydajnos¢ | Specyficznos¢ | Doktadno$é | Porecznos¢ surie. Termostabilnosc¢
Fag A bogate w G/C
DNA/RNA
PCR PreMlX S 10 kb S 3 kb *kkkk *k*k *k% *kkkk *k% *k%k
Taq PCR PreM'X S 10 kb S 3 kb *kkkk *k%k *k% *kkkk *k% *k%k
Hotstart PCR PreMIX S 12 kb S 3 kb *kkk *kkk *k%k *kkkk *kkk *kkk
PyroHotstart Tag PCR premix | <12 kb <3kb e e i Rk Rk Hkk
Pfu PCR PreMIX S 20kb S 10 kb *k%k *k*k *kkk *kkkk *k% *k%k
PI"OFI Taq PCR PreMIX S 30kb S 21 kb *kk *kkk *khkkk *hkkkk * k% *kkk
Multiplex PCR PreMix - 1~20 frag ok ol o ok ok khkk
Gold Multiplex PCR PreMix - 1~20 frag il ek wrE R bk bk
RT PreMIX w < 9 kb *kk - - *kkkk *kk *k%k
CycleScript ™ RT PreMix = <9kb e - - i i i
RocketScript ™ RT PreMix - < 10kb i - - e R o
RocketScript ™ Cycle RT ) < 10kb — } ; T— - —
Premix
RT/PCR PreMIX - < 6 kb *kkk - - *kkkk *k% *k%k
ROCketSCHpt ™ RT/PCR - < 6 kb *kkk - - *kkkk *k% *kkk
Premix
RocketPlex ™ RT/PCR PreMix - <6 kb i i - Rk ok Rk
Dual-HotStart™ RT_qPCR *kkk *kkkk *kkk ook
PreMix ) ) ) -
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Protein expression and purification

System ExiPROGEN zapewnia zaréowno synteze biatek na podstawie uniwersalnych wektorow
ekspresyjnych i ekstraktu z E.coli, jak i oczyszczenie zaréwno biatek jak i kwaséw nukleinowych
(zalezy od wybranego programu) z wykorzystaniem kulek paramagnetycznych. Jest to
automat, ktory pozwala na synteze rekombinowanych bialek w oparciu o powszechnie
uzywane w inzynierii genetycznej wektory ekspresyjne bazujacych na architekturze pET.

W klasycznej inzynierii genetycznej otrzymywanie rekombinowanych biatek jest
skomplikowana procedura, wymagajacq naktadu czasu, odczynnikow i wydzielonych stref do
poszczegolnych etapow eksperymentu i ciaggtej kontroli. Pierwszym etapem jest otrzymanie
konstruktu ztozonego z wektora oraz insertu oraz analizmolekularnych (PCR, ew.
sekwencjonowanie). Po jego otrzymaniu, nalezy namnozy¢ konstrukt przez transformacje
komorek kompetentnych i ich namnozenie w obecnosci czynnika selekcyjnego, jak antybiotyk.
Wraz ze wzrostem liczby bakterii wzrasta ilos¢ kopii konstruktu. Kolejnym etapem jest
otrzymanie zadanego biatka w odpowiedniej ilosci i jakosci, nastepnie przeanalizowa¢ pod
katem masy, struktury i aktywnosci biologicznej.

l‘ 1 )

O Léﬁ?

“ﬁ:.,," }'.& } : ™)

o~ W d W[
I

it.-.,,! Ly

-
= N

Prepare tamplate DNA ExiProgen™ Protein ExiProgen™ Set-Up Pure His-tagged
(plasmid DMA or Synthesis Kit Proteins
PCR product)

Podsumowujac, nalezy oddzieli¢ strefy: pracownie biologii molekularnej (izolacja DNA,
transformacja bakterii, modyfikacje DNA - ligacje, restrykcje i inne, badania biatek -
oczyszczanie, SDS PAGE, Western Blott, testy enzymatyczne), pracownie PCR, pracownie
mikrobiologiczng (lub komore laminarna), strefe inkubacji i zuzy¢ duza ilos¢ odczynnikow
(czes¢ molekularna, mikrobiologiczna i analiz) oraz poswieci¢ czas. Nalezy takze kontrolowa¢
jakos¢ odczynnikow i bezpieczenstwa procedur, by unikna¢ kontaminacji. Zastosowanie
ExiProgen pozwala ograniczy¢ czas i koszty ekspresji rekombinowanych biatek i nie wymaga
opracowywania dodatkowych procedur w pracowni. Dzieki temu mozna w czasie 6 godzin
otrzymac¢ do 100ug w petni aktywnego biatka o czystosci 90% z jednej reakcji. W skiad
sekwencji rekombinowanego biatka, ktore chcemy otrzymac za pomoca Exiprogen, musza
wejs¢: RBS - Ribosome Binding Site; promotor i terminator polimerazy T7 oraz sekwencje
metki histydynowej na konncu N’ lub C. W przypadku samego produktu PCR (amplikon), Bioneer
oferuje zestaw do szybkiego dostosowania amplikonu do wymogoéw systemu. Jednakze
mozna otrzymac biatko wielkosci maksymalnie 60kDa.
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In vivo protein synthesis

Weeks —F6hrs
In vitro protein synthesis '
(Template — Plasmid DNA)
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F 1day 4 1 - przygotowanie konstruktu
In vitro protein synthesis E - 2 - transformacja bakterii
(Template - PCR product) 3 - hodowla bakterii

4 - selekcja bakterii
5 — otrzymywanie biatka
(indukcja, ekspresja, izolacja biatka, analiza biatka)
6 — przygotowanie produktu PCR
(wymagany zestaw ProXpress PCR Template Kit)
7 — ekspresja w zautomatyzowanym systemie
bezkomdérkowym Exiprogen

Bezkomorkowy system ekspresji genow:

» matryca do syntezy biatek: produkt PCR lub konstrukt z metka; konstrukt moze by¢ wiasnej
produkcji lub bazowac¢ na plazmidzie producenta (pBVIT)

» szeroka gama obstugiwanych plazmidow ekspresyjnych: pET15b, pET22b, pET23a i pET28a

» protokoly izolacji kwasow nukleinowych i syntezy biatek z metka histydynowa

« enzymy i organelle w postaci unieruchomionego ekstraktu z E.coli

» rozwigzania techniczne zabezpieczajace przed kontaminacja i rozkladem biatka

» podstawowa zaleta: w poréwnaniu z klasyczng metoda otrzymywania biatka w bakteriach,
syntezer Exiprogen pozwala zaoszczedzi¢ czas (od momentu otrzymania konstruktu do
oczyszczonego biatka moze uptynac 2 miesigce do roku) i w zwigzku z tym pieniadze.

» mozliwos<¢ analiz genomicznych w laboratorium centralnym producenta celem optymalizacji
procesu — dodatkowa ustuga

« izolacja kwasow nukleinowych (DNA, RNA) za pomoca zt6z magnetycznych
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PCR product
Prepare template DNA Protein Expression in Protein Purification Purified protein
the Buffer cartridge with magnetic bead
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AccuPrep Nano-plus - Dzieki specjalnej zawiesinie nanodrobin w buforze resuspencyjnym
biatka, pozostatosci po strukturach komorkowych i DNA genomowe tworza
nierozpuszczalne agregaty o zwiekszonej precypitacji. Taki sposob separowania
zanieczyszczen sprawia, ze otrzymane DNA plazmidowe ma wysoki wspoétczynnik
A280/A260 pomimo krotkiego czasu izolacji. W gamie AccuPrep Nano-Plasmid sa zestawy
mini (do 20 ug DNA), midi (do 100 ug DNA) oraz maxi (do 500 ug DNA)

Oprocz wymienionych zestawow do izolacji plazmidowego DNA, Bioneer ma w ofercie

zestawy: kolumienkowe do réznych matryc, prozniowe oraz odczynniki do klasycznej izolacji
kwasow nukleinowych.

Bionicum Sp. z 0.0. tel./fax: 0 22 840 66 99
3 ul. Chelmska 21 tel. kom.: 605 581 300
00-724 Warszawa bionicum@bionicum.com.pl

B 10-111011 m www.bionicum.com.pl



Predefiniowane biblioteki siRNA - ponad 130 tysiecy zestawow!
- startery Real Time PCR do walidacji wyciszenia

biblioteki ludzkiego siRNA

zestawy bibliotek i podzbiorow ludzkiego siRNA

siRNA kontrolne

projektowanie i syntezy siRNA

Wszystkie siRNA od firmy Bioneer zostaty zaprojektowane przy uzyciu opracowanego
przez Bioneer oprogramowania Turbo si-Designer. Parametry krytyczne, w tym
niestabilnos¢ termodynamiczna i preferencja zasad sg uwzglednione w algorytmie. siRNA
obejmujgce SNP sg usuwane, a niespecyficzne - eliminowane przez analize homologii w
BLAST i Smith-Waterman. Dzieki temu otrzymane siRNA cechuje sie niezwyktg
wydajnoscig wyciszenia i minimalnymi efektami ubocznymi.

83,8% zaaplikowanych siRNA wykazato sie ponad 70% skutecznoscig, zas ponad 38% -
ponad 90%. Swiadczy to o wysokiej jakoséci siRNA syntetyzowanych przez Bioneer -
wysokiej jakosci za rozsadng cene.
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