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est en mesure de mener tout type de projet de
s@guenCage O falbn et di@dapter ses comp@ences et savoir-
faire Ovos besoins.

Le service de s@uenlCage met [ votre disposition une plate-
forme robotis@e [ haut d@bit qui comprend des s@huenceurs
capillaires de dernitre g@h@ration : ABI 3730XL (96 capillaires)
et ABI 3130XL (16 capillaires).

D[@Eutre part, des automates (Tecan Genesis RSP200, MWG
Robotseq 2500) permettent de traiter les projets de
s@uenCage haut dbit sur plaques.

est Cpalement Quipd de IEnsemble du
mat@iel de biologie molZtulaire standard.

SEQUENCAGE DIECHANTILLONS

Nous proposons :

e La purification des produits de PCR sur colonne (1
bande) et sur gel dldagarose (plusieurs bandes).

e L@xtraction dIADN plasmidique par Mini prep, Midi prep,
Maxi prep, Mega prep et Giga prep.

e Le s@guenChge d@chantillons (produits PCR ou
Plasmides) en 1 ou 3 essais. Pour la rdfdence 3 essais,
nous proposons trois longueurs de lecture (350, 600 ou
950 bases), des s@huences corrigdes ou non corriges,
des s@fuences simple brin ou double brin avec
alignement.

e Le s@uenlChage dADN g@homique, dExtrdmitds de
BAC et de cosmide.

e Le s@guenlCage d[ADN difficile

e Lamarche sur ADN (Primer Walking)

e La stratZgie Shotgun

NOS ENGAGEMENTS

SEQUENCAGE HAUT DEBIT

e S@uenCage Haut D@bit en plaque 96 puits ou 384 puits.
* Produit de PCR, Plasmide, Cosmide, ExtrZmitdde BAC.

CONTROLE DE VOS ECHANTILLONS

Dosage par D.O. ou par gel OrZkeption de vos @hantillons afin de les
caractdiser de manitre qualitative et quantitative. Protocole analytique
adapt@en fonction de leurs spEificitds.

Accus@de rteption de vos commandes par e-mail.

CONTROLE DES RESULTATS

Tous les chromatogrammes sont analys@s avec le logiciel Kb

basecaller ou Phred 20. Lorsque les s@juences ne

rgpondent pas aux crittres de qualitd:

2™ essai: re-sghuenlhge avec optimisation de la rZaction.

essai: nous vous contactons afin de d@erminer un
protocole pertinent pour obtenir le r@sultat
escomptd

3Lme

ECOUTE CLIENT

Vous (Ees en liaison directe et permanente avec notre
responsable de laboratoire grlte O une HOTLINE pour toute
question technique. Nous pouvons @ablir un cahier des
charges technique adaptd [0 vos exigences pour la
ralisation de prestations spifiques.

DELAI PERFORMANT

L@nsemble de nos prestations est r@alisd sur notre site de
TOULOUSE. Notre organisation nous permet de traiter vos
Zhantillons dans des ddais trks courts.

Ddai de 24 H pour le s@quenCage d'@hantillons dADN
purifid

Ddai de 24 H pour le s@uenChge en haut d@bit,
microplaques 96 puits dIADN purifid

CONFIDENTIALITE DES RESULTATS

« Cration dun compte personnel avec accts s@curis@sur
notre serveur FTP (consultation en temps rel de vos
rgsultats d@nalyses).

* Td&hargement s@curis@

* Possibilitd di@énvoi des r@sultats par e-mail avec

encryptage.

TRACABILITE
* lIdentification unique de votre commande et de vos
Zhantillons.

« Tralhbilitd de l@ppareillage utilisd du technicien et des
lots de ractifs pour vos prestations effectuges.
* Conservation de vos Zchantillons identifigs (3 mois).
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SEQUENCAGE DIECHANTILLON

S@yuenlage Simple Brin en 1 essai JESSENTIEL O

e S@huenlhge traitden 1 essai, simple brin et non corrigd
* Ddai de 24 heures

Nombre - Matriel
Description ) R&@rence
de Bases Ofournir
950 bases SZquenlage simple brin en 1 essai, hon corrigd Produit PCR ou plasmide SSUN 0001
PrZparation d[ADN plasmidique et SZjuenlCage .
950 bases simple brin en 1 essai, non corrigd Plasmide SSUN 0002
Purification de produit de PCR et SajuenlChge .
950 bases simple brin en 1 essai, non corrigd Produit PCR SSUN 0003

Voir en page 9 pour la concentration et le volume minimum O fournir. QualitdPhred 20 jusqull 750 bases garanties.
Les r@sultats sont dZpendants de la qualitd de IIADN. En cas d@hec, des frais de traitement par s@juence seront
factur@ds SECH 0004 pour la rdfidrence SSUN 0001 et SECH 0006 pour les rfgrences SSUN 0002 et SSUN 0003.

S@yuenlage Simple Brin en 3 essais LINTEGRAL [

e S@huenlChge Ofalbn traitden 3 essais, simple brin, non corrigdou corrigd
* Ddai de 24 heures 072 heures

Nombre Materiel

Description

R&@rence

de Bases Ofournir

350 Bases SefjuenCage simple brin non corrigd Produit PCR ou plasmide SSBN 0350
600 Bases SgtiuenCage simple brin non corrigd Produit PCR ou plasmide SSBN 0600
950 Bases SefiuenCage simple brin non corrigd Produit PCR ou plasmide SSBN 0750
350 Bases SefjuenCage simple brin corrigd Produit PCR ou plasmide SSBC 0350
600 Bases SefjuenCage simple brin corrigd Produit PCR ou plasmide SSBC 0600
950 Bases SefjuenCage simple brin corrigd Produit PCR ou plasmide SSBC 0750

Voir en page 9 pour la concentration et le volume minimum O fournir. QualitdPhred 20 jusqull 750 bases garanties.
Les r@sultats sont dZpendants de la qualitd de IIADN. En cas d@chec, des frais de traitement par s@juence seront
facturds SECH 0001.

S@guenlage Double Brin en 3 essais OINTEGRAL O

e S@uenlrge Ofalon traitden 3 essais, double brin, corrigdavec alignement des s@juences
* Ddai de 24 heures 072 heures

Nombre Matriel
Description RZZrence

de Bases Ofournir
350 Bases S@uenlCage double brin* Produit PCR ou plasmide SDBR 0350
600 Bases S@yuenlCage double brin* Produit PCR ou plasmide SDBR 0600
950 Bases S@yuenlCage double brin* Produit PCR ou plasmide SDBR 0750

Voir en page 9 pour la concentration et le volume minimum O fournir. Les r@sultats sont dZpendants de la qualitd de
IADN. En cas d@hec des frais de traitement par s@quence seront factur@ SECH 0001.

*  Couverture double brin de linhsert (jusqu'Cl 750 pb) ou couverture double brin partielle et @ition ddn consensus

jusqull 1500 b.
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SEQUENCAGE DIECHANTILLON

S@uenlage d[ADN Difficile

Si votre ADN posst.de une particularitd (% de GC important, rédp@ition, hairpin,J ) nous avons d@velopp@plusieurs conditions
de raction qui permettent en gén@ral de s@uencer une region difficile. Nous r@alisons en paralltle 5 conditions de s@quenlCage
par @hantillon. Ces rsultats permettent de d@erminer une condition de sZquenCage optimale.

Description

Mat@riel Ofournir

RZZrence

S@guenCage simple brin dIADN difficile
Lecture de 600 bases environ avec un minimum de 250 bases (1)

30 (1 de 0.2 [/l

diADN

SADN 0007

(1) En cas d@hec ou de lecture inf&rieure (1250 bases, nous facturons 25% du prix global des travaux de s@quenlCage

S@yuenlage de portion d[ADN GZhomique, diextrdmitdde BAC ou de Cosmide

Description

Mat@riel Ofournir

Mini Prparation diADN gZhomique ou dADN de BAC pour s@juenCage des

Stock glyc@rol ou culture

en 2 essais (sur environ 300 - 500 bases) (4)

sur LB

extrgmits (BAC end) * (1) sur LB SBAC 0001
Midi Pr¢paration dADN gZhomique ou d[ADN de BAC pour s@quenlCage des Stock glyc&rol ou culture SBAC 0004
extrémitds (BAC end) ** (1) (20 Og) sur LB

Prgparation dADN de BAC ultra pure 50 01100 (g (@limination ADNg bactgtien) | Stock alyerol ouculture | gpac 0902
SZuenlage simple brin d'une portion dADN gZhomique ou dline extr@mitd SO?E{E{\‘D (g]nos;nzioug gtour

de BAC en 1 essai - " Essentiel " (2) 300 n /I:Igdans 2% 1 pour SBAE 0003
(sur environ 300 - 500 bases) IE.\DI?I de BAC/cosm?de

SZuenlage simple brin ddne portion dADN gZhomique ou dune extrdmitd 50?;8{\? cgr;stiOUEel gtour

de BAC en 2 essais " Int@gral” (3) 3001 /Dg e oo ooy | SBAE 0001
(sur environ 300 - 500 bases) Ile?l de BAC/cosm?de

Préparation dIADN de BAC, s@quenCage simple brin des deux extr@mit@s Stock glycrol ou culture SBAE 0002

(1) La quantitdobtenue dZpend du nombre de copies, de la taille de Iihsert et de la souche bactZrienne.

(2) Pas de gestion d@chec
(3) En cas d@hec, nous facturons 25% du prix global des travaux de s@quenlage.

(4) En cas d@chec, nous facturons le prix de la pr@paration et 25 % du prix global des travaux de sZquenlage (SECH 0003).

* Une miniprep dIADN de BAC permet de réaliser deux réactions de s@uenlage.
** Une midiprep d[ADN de BAC permet de riliser dix rdactions de sZqquenlCage.
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SEQUENCAGE DIECHANTILLON

Services Compl@mentaires

Amorces

Description Mat@riel Ofournir R&Zrence

Synthtse dltine amorce inf&ieure 030 bases « express » (en 24 h)* S@nuence de I@morce SSOL 0003

Syntht.se dlune amorce inf&ieure 30 bases (en 72 h)* S@uence de l@morce SSOL 0010

Design et syntht.se dlline amorce inf&rieure 030 bases* S@nuence de la cible SSOL 0002

* amorces destinges au sguenlChge et aux projets de biologie molZtulaire

Purification de produit de PCR

Description Mat@riel Ofournir R&Zrence

Purification de produit de PCR (une seule bande) Produit PCR * SPCR 0002*

Purification sur gel dlagarose dltn produit de PCR

(issue dline PCR peu sp&ifique) Produit PCR * SPCR 0005

* volume de 30 [ Onous fournir

Extraction d'ADN Plasmidique

Description Mat@riel Ofournir R&Zrence

- .- e Stock glyc&rol ou
Mini prep dADN plasmidique : 5-10 [g* culture sur LB SADN 0001

.- S Stock glyc&rol ou
Midi prep dADN plasmidique: 50-100 [g * culture sur LB SMID 0001

Stock glyc@ol ou

Maxi prep diADN plasmidique: 250-500 g * culture sur LB SMAX 0001
Mgha prep dADN plasmidique: 1-2.5 mg * Stock glycédtal ou SMEG 0001
Giga prep dADN plasmidique: 5-10 mg * Stock glyoctal ou SGIG 0001
Endotoxin-free Mega prep d/ADN plasmidique 1-2.5 mg* Stock glycrol ou SENM 0001

culture sur LB

*La quantitdobtenue dZpend du nombre de copies, de la taille de Iihsert et de la souche bact@ienne.

Alignement de s@quences

Description R&Zrence

Alignement des chromatogrammes, correction des ambigu(iizs et

@ition de la sdguence consensus (par sZquence) SDIV 0005
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SEQUENCAGE HAUT DEBIT UESSENTIEL O

Syuenlage haut d@bit en 1 essai de Produit de PCR et de Plasmide

* Microplagque compltte de 96 puits de produits de PCR ou de plasmides avec un seul type dlamorce.

e Contrlle Qualit@de votre plague [IrZception

Dts la rception de votre plaque, nous réalisons un gel de contrCle afin de caractdriser de manitre
qualitative et quantitative vos matrices. Lorsqultine anomalie est d@ect@e, notre responsable de laboratoire
prend contact avec vous le jour mdne afin di@énvisager ou non la poursuite de votre commande.

« Une analyse qualitddes s@uences est rzalisce avec le logiciel Kb basecaller ou Phred20 jusqu'C] 750 pb
garanties. Nous pouvons rialiser une lecture jusqulll 1000 paires de bases.

« Ddai: 24 H pour 1 microplaque 96 puits (sans prparation/purification).

e HOTLINE technigue : vous (Ees en liaison directe et permanente avec notre responsable de laboratoire.

* Modalit@s de facturation : Lnitdde facturation correspond June microplaque entiktre quels que soient les
r@sultats obtenus.

e Conservation de vos @hantillons identifids : nous pouvons stocker gratuitement vos ADN et amorces

spifiques durant 3 mois (6 mois sur demande).

Description Matriel Ofournir R&@ence
Plaque 96 puits
S@uenlage simple brin de produit PCR purifiden 1 essai (950 bases) | de Produits de PCR | SHUN 0002
purifid
Purification du produit de PCR et s@juenChge simple brin en 1 essai Plaque 96 puits SHUN 0003
(950 bases) de Produits de PCR
- . . . Plaque 96 puits ADN
S@guenlage d[ADN plasmidique simple brin en 1 essai (950 bases) plasmidique purifi@ SHUN 0004
Plaque 96 puits en
Pr@paration d[ADN plasmidique et sZquenlage simple brin en 1 essai Stock glyc@rol, SHUN 0005
(950 bases) Stab agar ou
culture sur LB

Syuenlage haut d@bit en 1 essai des extr@mit@s de Bac (Bac end)

Description Mat@riel Ofournir R&@rence
S@uenCage simple brin dline extrZmit@dADN de BAC en 1 essai Plague 96 puits ADN SHBE 0001
(environ 300 - 500 bases) de BAC purifid
Prébaration d[ADN de Bac Plaque 96 puits en
et sgguenlage simple brin dine extrdmitden 1 essai Stock glycrol ou SHBE 0002
(environ 300 - 500 bases) culture sur LB
Prparation d/ADN de Bac Plaque 96 puits en
et sgguenlage simple brin des deux extr@mit@s en 1 essai Stock glycrol ou SHBE 0003
(environ 300 - 500 bases) Culture sur LB
Miniprep dIADN de BAC en plaque 96 Stock glyc@ol ou SBAC 0003
(permet de ridaliser deux ractions de s@uenlage) culture sur LB

Voir en page 9 pour la concentration et le volume minimum Ofournir. Les r@sultats sont dZpendants de la qualitdde
IADN. Pour des s@huences < 200 bases des frais de traitement seront factur@ (SECH 0002).
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SEQUENCAGE HAUT DEBIT UOINTEGRAL U

S@yuenlage haut d@bit en 2 essais de Produit de PCR et de Plasmide

e Les commandes sup@ieures [148 puits cons@tutifs en colonne sont considZrdes comme du haut d@bit.
Si vous avez plusieurs types dl@morces sur une mdne plaque, une plaque miroir d@morces doit (e
fournie.

« Contrlle Qualitdde votre plaque Orception
Dts la reption de votre plaque, nous ralisons un gel de contrle afin de caract@iser de manitre
qualitative et quantitative vos matrices. Lorsquline anomalie est d@ectZe, notre responsable de
laboratoire prend contact avec vous le jour m@e afin dlénvisager ou non la poursuite de votre
commande.

e 2essais
Lorsque les s@uences ne rgpondent pas aux crittres de qualitd nous réalisons un re-s@quenlage avec
optimisation Ofalbn de la raction afin d@btenir le rdsultat escomptd

e Une analyse qualitd des s@guences est ralise avec le logiciel Kb basecaller ou Phred20 jusqu'C 750
pb garanties. Nous pouvons realiser une lecture jusqul 1000 paires de bases.

* Ddai: de 24 heures (072 heures pour 1 microplaque 96 puits (sans pr&paration/purification).

e HOTLINE technique : vous (&es en liaison directe et permanente avec notre responsable de laboratoire.

* Modalitgs de facturation : nous facturons les s@quences contrliZes correctes en qualitd Phred 20. Les
autres s@guences ne rpondant pas au crittre de qualitdPhred 20 sont factur@ en @chec (R SECH).

« Conservation de vos Zchantillons identifids : nous pouvons stocker gratuitement vos ADN et amorces
spifiques durant 3 mois (6 mois sur demande).

Description Mat@riel Ofournir RZZrence

Plague 96/384 puits
S@nuenlage simple brin de produit PCR purifid en 2 essais (950 bases) | de Produits de PCR | SHTN 0650

purifics
Purification de produit de PCR et s@juenlage simple brin, en 2 essais | Plaque 96/384 puits SHPP 0650
(950 bases) de Produits de PCR
Plague 96/384 puits
S@guenlage simple brin d[ADN plasmidique, en 2 essais (950 bases) ADN plasmidique SHTP 0650
purifid
Plague 96/384 puits
Preparation d[ADN plasmidique et s@quenCage simple brin, en 2 essais | en Stock glycZrol, SPHT 0650

(950 bases) Stab agar ou
culture sur LB

Les rdsultats sont dZpendants de la qualitdde I[ADN. En cas d@hec, des frais de traitement par sZuence seront
factur@ SECH 0002 pour les rgrences SHTN 0650 et SHTP 0650 et SECH 0005 pour les riddrences SHPP 0650 et
SPHT 0650.
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COMMENT COMMANDER VOS SEQUENCES?

Préparer vos @hantillons - Pour vos @hantillons
en tubes de 1.5 ml ou 0.5 ml, identifier chaque tube avec
un code inf&ieur 04 caractkres. Veiller Ofermer les tubes
avec du parafilm afin d@viter toute @vaporation.

Pour vos @hantillons en microplaque, identifier
soigneusement chaque plague. Renseigner notre plan de
plaque, directement accessible en ligne sur notre site
Internet (fichier Excel) et nous l@nvoyer par mail O
sequence@millegen.com.

Pour commander des prestations de s@juenlCage,
vous devez nous faire parvenir :

0o Un bon de commande interne [ votre
@Aablissement validd par votre service achat.
Merci de rappeler votre numro doffre de prix.

o Un bon de commande technique - ou [@rder
formO- reprenant votre num@o de commande
interne qui devra @&e joint O vos envois
d@chantillons.

L®Brder form[est disponible en 2 formats :

o Commande en ligne, O partir de notre site
internet www.millegen.com, aprks avoir crdd
votre compte client. Vos bons techniques seront
ainsi  prd remplis avec vos donngZes
personnelles.

o Commande par fax, mail ou courrier: remplir
notre [©Order formOformat pdf, disponible sur
notre site internet (sans criation de compte
internet pralable)

Afin de traiter vos travaux dans les meilleurs ddais,
veillez O renseigner prcis@ment les informations requises
et joignez une impression de votre [©Order formdO vos
Zchantillons.

Envoyer vos @hantillons [ Utiliser un contenant
rigide afin d@viter tout @trasement de vos produits
durant le transport. Le choix dUn transporteur
professionnel est recommand@i Notre adresse :

- D@partement SZquenlage
Immeuble BIOSTEP - B(iiment A
Rue Pierre et Marie Curie
BP 38183
31681 Labtge Cedex (France)
Fax : +33(0)5 61 28 70 11

HOTLINE
+33(0)5 61 28 70 16

TEMPERATURE POUR LENVOI
DE VOS ECHANTILLONS

Nature de vos
Zchantillons

Produit de PCR
purifidou non purifid 20C - 25C
Plasmide purifid 20CC O25[C
Clone bact@ien culture fralche T
dans du LB liquide ou LB agar 4
Clone bact&ien - 80[C
Stock glyc@rol en carboglace

Accus@de rZception

Dts la reption de vos ADN, nous les dosons afin de

les caract@iser de manitre qualitative et quantitative.
Nous vous envoyons ensuite un mail indiquant le d@but du
traitement de votre commande.
Lorsqulline anomalie est d@tectZe, notre responsable de
laboratoire prend contact avec vous le jour md e afin
d@pporter une solution pertinente et de poursuivre le
traitement de votre commande.

R@sultats

TdZchargement des s@huences textes (.txt) et des
chromatogrammes (.abl) O partir du compte client
sgcurisdou envoi par email des s@uences textes (.txt) et
des chromatogrammes (.abl).

Logiciel de lecture des traces fourni :
FINCH TV, CHROMAS, EDIT VIEW,.FOUR PEAKS

Disponibles sur notre site www.millegen.com, onglet Supportl]
section [Ltiliies]

Frais de transport

Transport Express < 2 kg 0 temp@ature ambiante,
rdd@ence SDIV 0006 J21.00 O H.T.

Transport Express < 2 kg, en carboglace,
rdd@rence SDIV 0007 J100.00 O H.T.

Ces tarifs concernent la France M@ropolitaine et sont
susceptibles de modifications.



Les amorces universelles sont fournies gratuitement.

Liste non exhaustive des amorces universelles
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* Foire aux questions

Une trks bonne qualitd d[ADN est essentielle pour
obtenir des r@sultats de qualitdoptimale :

- A260 / A280 = 1,8 montre une bonne puret@de IADN

- A260 / A230 = 2 montre I[@bsence de contamination par
du ph@hol ou de I@hanol

Nom de
|'amorce SBIIENEE Produit PCR non purifi@: Il est ngessaire di@iminer les
amorces, les dNTPs et la polym@ase avant de rialiser
BGHR TAGAAGGCACAGTCGAGG le sZgquenCage dun produit PCR. Le produit de PCR doit
CMV1 GTAGGCGTGTACGGTGGGAGG (e vdifid par migration sur gel d@garose (pas de
M13(-20) GTAAAACGACGGCCAGT bande parasite).
M13(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT Produit PCR purifig et plasmide purifid : reprendre
M13(-40) GTTTTCCCAGTCACGAC 'ADN dans de I[@au (@iter le TE). Nous vous
recommandons de vdifier la concentration avec un
M13(-43) AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT spectrophotomttre et Iihteyritd de IADN par
M13(-47) CGCCAGGGTTTTCCCTCAGTACTG @ectrophortse sur gel diagarose.
M13(-81) GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTT Clones bact@iens : Nous vous recommandons d'utiliser
M13(-96) ACTGAGTTTCGTCACCAGTA des kits commerciaux de mini ou midi prep.
M13long CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGC
M13-psport CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG RESOLUTION DIADN LINEARISE
M13R(-29 CAGGAAACAGCTATGACC i i
(29) Gel dlagarose R@OIIUDE\II(D):\]I ?pgg@%
M13R(-47) GCGGATAACAATTTCACACAG Dol IZEATS
M13R(-72) GCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGA 0.5% 30 kb 1 kb
M13Rlong  GTGAGCGGATAACAATTTCACACAG 0.7% 12 kb 0.8 kb
0,
PGEX3 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 1.0% 10 kb 005 kb
1.2% 7 kb 00.4 kb
PGEX5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
1.5% 3 kb 00.2 kb
SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAC
SP6pro ATTTAGGTGACACTATAG
SP6pro(pTriplex) GATTTAGGTGACACTATAG QUANTIFICATION PAR DO
SV40-late-PolyA CAAACTCATCAATGTATCTTATCA . .
Nature R@solution o_ptlmfale pour
SV40PolyA GCAAGTAAAACCTCTACAAATGTG ICADN lin@aris@
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG ADN double brin 1.0 unit@A 260 = 50 Og/ml
T7 TAATACGACTCACTATAGGG ADN simple brin 1.0 unit@A 260 = 33 Cg/ml
SAT7 (pClneo) TAATACGACTCACTATAGGCTAG ARN simple brin 1.0 unit@A 260 = 40 Cg/ml
T7 (pTriplex) TAATACGACTCACTATAGGGC
T7pro TAATACGACTCACTATAGG QUANTITE MINIMALE DE MATRICE
T7reverse CCACCGCTGAGCAATAACT A NOUS FOURNIR*
V5-epi GAGACCGAGGAGAGGGTTAG
Produits de PCR < 500 pb > 15 ng/Od
Nous mettons O votre disposition un stock de plus de Produits de PCR 500 (11000 pb > 30 ng/O
3000 amorces. NH@sitez pas [ nous contacter afin de nous Plasmides > 100 ng/l
soumettre une de vos s@quences. et produits de PCR > 1000 pb
ADN G¢Zhomique > 500 ng/O0
Pour les amorces sp&ifiques, nous pouvons réaliser la Cosmides > 300 ng/Cl
synthtse di@prts votre sgquence (rdfdence SSOL 0003). Phages lambda > 300 ng/(1
Quantit® d@morce ngtessaire pour vos Zchantillons : BAC > 300 ng/tl

150 010 M par &hantillon (jusqu'l 5 riactions), et pour

. - . .
une plaque miroir 96 : 5 [1 110 [M dans chaque puits. Yolume minimum : 150 [ iteption : correspond [ 1

contrCle + 3 r@actions de s@uenlage.

Rajouter 50 par rgaction suppl@mentaire.
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PRIMER WALKING / MARCHE SUR ADN

Le service de sgquenlage par marche sur ADN d@velopp@par permet d@btenir rapidement (1.5 kb/semaine) la
sZguence compltte didn insert de taille importante (1-20kb) avec une remarquable preision (jusqull 100%). Ce service
comprend le design, la synthktse des amorces, le s@quenCage dADN plasmidique ou produit PCR purifid et I@ssemblage des
s@hjuences. Vous recevrez la s@hjuence consensus ainsi que les chromatogrammes qui ont permis dldbtenir la s@Zguence
compltte de lihsert.

Marche simple brin

* Couverture simple brin compltte de lihsert
* Redondance dlne fois
* Priision 99%

Nombre

A s RZZrence

Description

S@ZhuenlCage simple brin 1-20 kb SMSB 0010

Marche double brin pour publication

e Couverture double brin compltte de lihsert
* Redondance de 2-3 fois
* Priision 99.99%

Nombre

ey RZZrence

Description

S@uenlage double brin pour publication (prcision : 99.99%) 1-20 kb SMDB 0020

Marche double brin qualit@FDA**

propose un s@quenChge de qualitd FDA** avec une pritision garantie de 100% obtenue par une double
couverture double brin de Iihsert. La proc@ure suit des protocoles de contr[le qualitdrigoureusement validZs.

* Double couverture double brin compltte de Iihsert
e Minimum de redondance de 4 fois

* Priision 100%

* R@daction dlun rapport qualitd

Les rsultats pour la marche qualitd FDA sont rendus sous forme dldn "Rapport de Qualitd' comprenant :

* S@huence consensus

* Carte didlignement montrant une redondance minimum de 4 fois

* Les scores de qualitd(Phred20) de toutes les sZgquences permettant IElignement
* Les chromatogrammes originaux des sZquences

* Lalliste et les sZguences des amorces

* La stratdgie de s@uenlage

Description Nombre de bases R Zrence

S@uenlage double brin en qualitdFDA ** (precision : 100%) 1-20 kb SMDB 0030

** Food and Drug Administration
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La technique "Shotgun" est utilis@ pour le s@gquenCage d'insert long de 20 kb 030 Mb (BAC, Cosmide, ADN gZhomique...).
L'ADN est dZcoup@en un grand nombre de fragments de petite taille (1-3kb). Les extr@mitds d'une partie de ces fragments sont
ensuite s@uenc@es. Les s@juences sont nettoyZes et [EBnsemble des résultats est assembldsur la base de leurs chevauchements
pour @iter la sZquence compltte de lihsert (Cf. sch@ma ci-dessous).

Selon le degr@ de connaissance de la s@quence O d@erminer, et la qualitd de s@juence finale souhait@e, nous
proposons trois niveaux de recouvrement :
X5 : 70 % de la sZquence
X 8:75 080 % de la sZquence
X 12: 85 - 90 % de la sZquence

Insert long (BAC, ADN génomique)

1. Fragmentation
2. Sous clonage des fragments
3. Sequengage des fragments

SHOTGUN < —== — ===

4, Clustering
(nettoyage des séquences)
5. Assemblage des séquences

- —

A llissue du SHOTGUN, nous serons en mesure de vous proposer une strat@gie de
« finishing » afin de r@&oudre les gaps.

a 6. Design d'amorces
7. Séquencage

FINISHING < - —_— - -

8. Résolution des ambiguités
et validation de la séquence

La technologie 454

MilleGen met Ovotre disposition le s@quenCage de gZhome entier par la technologie 454.
Nous pouvons compl@er les donnZes obtenues (rdsolution des gaps) par une approche compl@mentaire en strat@gie Shot Gun.

e S@uenlage de gZhome entier

S@nuenCage de novo, re-s@quenlage de microorganismes, BACs, virus.
e Transcriptome et rdgulation gghique

S@nuenlage de banques de fragments, analyse d@xpression, EST,

POUR TOUS TRAVAUX DE SEQUENCAGE PAR APPROCHE "SHOTGUN",
NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE ADAPTEE A VOTRE PROJET
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SEQUENCAGE DIEXONS ET RECHERCHE DE MUTATIONS

L@nalyse de s@Zguences dIADN permet dlidentifier des mutations dans le gkne (ou dans les exons), en comparaison [ une
sZuence de rdddrence, puis d@udier la corrdation entre les mutations et leurs effets sur la prot@ne.

Phase |

A partir ddn ADN de rdf@rence, nous @ablissons les conditions d'amplification et de sZjuenCage de chaque amplicon.
Dans le cas og la zone O @udier est sup@ieure 800 paires de bases, elle est dZcoupZe en amplicons de 550 paires de bases
pour assurer un recouvrement optimum.

Cette phase comprend :

* Design et synthtse des amorces
* Mise au point des conditions de PCR adapt@es pour le sgquenlCage
* Mise au point des conditions de s@Zguenlage et sZquenlCage en simple ou double brin

Phase |l

Nous realisons :

« L@mplification des amplicons par PCR

e La purification des produits de PCR

* Le s@guenlage de chaque amplicon avec deux options possibles :

Option 1 : S@uenCage double brin corrigden 3 essais
Option 2 : SZquenCage non corrigd du premier brin en 3 essais. A Iissue de cette @ape, les amplicons O
confirmer par un s@juenCage de deuxitme brin (GO/NO GO) sont identifigs.

Nous pouvons soit raliser |@nalyse de vos s@fjuences, soit vous les livrer pour une analyse par vos soins.

Phase |l Dgaection, analyse et identification des mutations. R@Haction diin rapport d@nalyse et mise en forme des
rdsultats. Voir pages 20-21 : d@ection de mutations / SNP, identification, caract@isation et annotation fonctionnelle.

A
it

POUR TOUT PROJET DE COMPARAISON DE SEQUENCES / RECHERCHE DE
MUTATIONS, NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE ADAPTEE A VOTRE
PROJET. NOS SPECIALISTES DETERMINERONT LIAPPROCHE LA PLUS EFFICACE.
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PROTEINES RECOMBINANTES

met Ovotre disposition une large gamme de prot@dnes recombinantes pour vos recherches.

Dans notre catalogue [prot@ines recombinantes[lvous trouverez plus de 1 400 protdnes recombinantes, peptides et anticorps
pour la recherche.

Vous pouvez consulter la liste complkte sur notre site : www.millegen.com, onglet Servicesl]section @ntibodies and
recombinant proteins catalogl]

Vous pouvez aussi nous demander |[@nvoi total ou partiel du catalogue prot@nes par mail, ou I€nvoi dine fiche technique
correspondant au produit qui vous intZresse.

Parmi nos protdnes, vous trouverez :

[CYTOKINES AND GROWTH FACTORSO

Incluant : ThterferonsC]IhterleukinsilBone Morphogenic Proteins[JMTumor Necrosis FactorsC]eptins[1[Stem Cell
Factors[J[Prolactins[]10

[CHEMOKINESO

[HORMONESO

[ENZYMESO

[PROTEIN KINASESO

[RECOMBINANT AND NATURAL PROTEINSO
Incluant : [Reat shock proteinst]@llergy proteins1]

VIRAL ANTIGENSO
Incluant : [SARS proteins[]Malaria proteins[JBorrelia proteinf][Chagas proteinl]Herpes simplex virusl]l[CThlamydia
trachomatisC]Hepatitis C, A, B, D, E virusi][Hepatitis B surface antigens[l[Cytomegalovirus virus]Vrizella zoster virust]
[Toxoplasma gondii proteinst]Mreponema pallidum proteinsf]Human Immunodeficiency Virusf]Human T-
lymphotrophic virusGlEpstein-Barr virusil[Encephalitis virusilMeasles virusilRubella virus[JThfluenza virusilWest-Nile
virusMengue virus(]

MONOCLONAL ANTIBODIES

Incluant : [@nti-human cytokinesfl@nti-human chemokinesl]@nti-human lymphocytes[l@nti-mouse cytokinell@nti-
mouse lymphocytes(]@nti-viralll

POLYCLONAL ANTIBODIES
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BIOLOGIE MOLECULAIRE

Llexp&ience et le savoir-faire en inghierie ggh@ique acquis
par nos Zquipes permettent de vous assister dans vos projets de
biologie molZulaire.

Les prestations propos@es peuvent GEre complZmentaires dn
projet de s@quenllage ou constituer un projet plus complet.

Projet de Clonage

Synthtse de gtnes

Mutag@htse dirige

Mutag@htse al@atoire
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TRAVAUX DE CLONAGE

Clonage direct Mat@riel Ofournir R&Zrence

Design dline stratZgie dlamplification SSOL 0012

Design de la strat@yie gZh@rale dllin projet de clonage SSOL 0004
R@action de PCR avec une polym@ase fidtle 1 Og dADN dans 10 0 H,O (mini) SPCR 0006
(plus'ijeuurri;i%?rilggsd:p?g ?:ilé;atlgcs:fr gel) (Z%r%(li_ug L(ljg r?g(;EIR_) SPCR 0005

Clonage dans un vecteur universel :
- clonage de llihsert dans un vecteur BluntC{polymrase fidtle)
ou un vecteur TA (polymrase non fidtle) . "
- transformation dans des bact@ries comp@entes Produit de PCR purifi@ SPCR 0003
- culture et extraction plasmidique de 5 clones
- vi&ification par digestion enzymatique des 5 clones
- s@ection dlUn clone

Sous-Clonage Mat@riel Ofournir RZZrence

Sous-clonage dans le vecteur du client
- prparation de llihsert (digestion du vecteur donneur +
purification sur gel de Iihsert)
- prdparation du vecteur (digestion + dZphosphorylation +
pEri%i?:ation sur gel du vet(:te%r receveugp i Vecteur donneur SADN 0002
- ligation de llihsert purifiddans le vecteur ouvert et vecteur receveur
- transformation dans des bact@ries comp@entes
- culture et extraction plasmidique de 5 - 10 clones
- v&ification par digestion enzymatique des 5 - 10 clones
- s@ection d(tin clone

Contre Mat@riel Ofournir
Vification par sZquenlage du clone sdectionnd: ADN plasmidique SSU(’;‘UOOOl
(s&ZguenlCage simple brin pour un insert < 800 pb) SSBNO750
V&ification par s@gquenlage du clone s@dectionn@: ADN plasmidique SSU(l;lu0001
(sZgquenCage double brin pour 800 pb < insert < 1 500 pb) SSBNO750
Envoi par transporteur )
(30 [ dIADN plasmidique 0200 ng/[1L)
Insert
Prociuit Wectawr Wectaur
da POR FECEWELY daonneuy

Ligation Ligation

Vectour Wectawr
recombinant recambinant



PROJET DE CLONAGE

POUR TOUT PROJET DE CLONAGE, NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE
ADAPTEE A VOTRE PROJET. NOS SPECIALISTES DETERMINERONT L’APPROCHE
LA PLUS EFFICACE.




