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MILLEGEN est en mesure de mener tout type de projet de
séquengage a facon et d’adapter ses compétences et savoir-
faire a vos besoins.

SEQUENCAGE D’ECHANTILLONS

Nous proposons :

e Le séquencage d’échantillons (produits PCR ou
Plasmides) avec un protocole pour échantillons standards
ou pour échantillons délicats.

e Le séquencage en 1 ou 3 essais. Pour la référence
3 essais, nous proposons trois longueurs de lecture (350,
600 ou 950 bases), des séquences corrigées ou non
corrigées, des séquences simple brin ou double brin avec
alignement.

En complément :

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

e L’extraction d’ADN plasmidique par Mini prep, Midi prep,
Maxi prep, Mega prep et Giga prep.

SEQUENCAGE SANGER

NOS ENGAGEMENTS

SEQUENCAGE EN PLAQUES 96 PUITS

Nous proposons :

e Séquengage Haut Débit en plaque 96 puits.

e Produit de PCR, Plasmide, Cosmide, Extrémité de BAC.
En complément :

e La purification des produits de PCR en plaque
(1 bande).
e L’extraction d’ADN plasmidique par Mini prep en plaque.

PROJETS PARTICULIERS

Nous proposons :

* Le séquengage d’exons.

e La marche sur ADN (Primer Walking).

e Le séquengcage de portions d’ADN génomique,
d’extrémités de BAC et de cosmide.

CONTROLE DE VOS ECHANTILLONS

Deés la réception de vos ADN (en tubes ou en plaques), nous
les dosons afin de caractériser de maniére qualitative et
quantitative vos échantillons. Nous envoyons ensuite un malil
vous indiquant le début du traitement de votre commande.
Lorsqu’'une anomalie est détectée, notre responsable de
laboratoire prend contact avec vous le jour méme afin
d’apporter une solution pertinente et de poursuivre le
traitement de votre commande.

CONTROLE DES RESULTATS
Nous pouvons réaliser une lecture jusqu’a 1 100 pb, qualité
QV 20 jusqu’a 950 pb.

ECOUTE CLIENT

Vous étes en liaison directe et permanente avec notre
responsable de laboratoire pour toute question technique
au 05 61 28 70 16 (notre site de production, Toulouse). Nous
pouvons établir un cahier des charges techniques adapté a
vos exigences pour la réalisation de prestations spécifiques.

DELAI PERFORMANT

L’ensemble de nos prestations est réalisé sur notre site de
TOULOUSE. Notre organisation nous permet de traiter vos
échantillons dans des délais trés courts.

Délai de 24 H pour le séquengage d'échantillons d’ADN ou de
plaques 96 puits, hors re-séquencage, purification et
préparation d’ADN.

RESULTATS

Nous vous envoyons vos résultats par e-mail en fichier .txt et
.abi. Vous pouvez aussi télécharger vos résultats sur notre
serveur FTP aprés création de votre compte client.

CONFIDENTIALITE
Création d’'un compte personnel avec accés sécurisé sur
notre serveur FTP. Téléchargement sécurisé de vos données.

TRACABILITE

Identification unique de votre commande et de vos
échantillons.

Tracgabilité des appareils utilisés, des techniciens et numéros
de lots des réactifs.

CONSERVATION DE VOS ECHANTILLONS
3 mois, voir plus sur demande.
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SEQUENCAGE D’ECHANTILLON

Séquencage Simple Brin en 1 essai “ ESSENTIEL “ — Protocole standard

e Séquencgage traité en 1 essai, simple brin et non corrigé
e Délai de 24 heures

Description Mateériel a fournir Référence

Séquencage simple brin en 1 essai, non corrigé Produit PCR ou plasmide SSUN 0001
Préparation d’ADN plasmidique et Séquencage -

simple brin en 1 essai, non corrigé Clone bactérien SSUN 0002

Purification de produit de PCR et Séquencage Produit PCR SSUN 0003

simple brin en 1 essai, non corrigé

Voir en page 10 pour la concentration et le volume minimum a fournir. Qualité QV 20 jusqu’a 750 bases garanties. Les
résultats sont dépendants de la qualité de 'ADN. En cas d’échec, des frais de traitement par séquence seront facturés
SECH 0004 pour la référence SSUN 0001 et SECH 0006 pour les références SSUN 0002 et SSUN 0003.

Séquencage Simple Brin en 1 essai “ ESSENTIEL “ — Protocole riche en GC

e Protocole optimisé pour les échantillons délicats (%GC élevé, motifs répétés, structures...)
e Séquencgage traité en 1 essai, simple brin et non corrigé
e Délai de 24 heures

Description Mateériel a fournir Référence

Séquencage simple brin en 1 essai, non corrigé Produit PCR ou plasmide SSGC 0001

Préparation d’ADN plasmidique et Séquencage

simple brin en 1 essai, non corrigé Clone bactérien SSGC 0002

Purification de produit de PCR et Séquencage

simple brin en 1 essai, non corrigé Produit PCR SSGC 0003

Voir en page 10 pour la concentration et le volume minimum a fournir. Qualité QV 20 jusqu’a 750 bases garanties. Les
résultats sont dépendants de la qualité de 'ADN. En cas d’échec, des frais de traitement par séquence seront facturés
SECH 0004 pour la référence SSGC 0001 et SECH 0006 pour les références SSGC 0002 et SSGC 0003.

Séquencage Simple Brin en 3 essais “ INTEGRAL “

e Séquengage a fagon traité en 3 essais, simple brin, non corrigé ou corrigé
e Délai de 24 heures a 72 heures

Nombre Matériel
Description Référence

de Bases a fournir
350 Bases Séquengage simple brin non corrigé Produit PCR ou plasmide SSBN 0350
600 Bases Séquengage simple brin non corrigé Produit PCR ou plasmide SSBN 0600
950 Bases Séquencage simple brin non corrigé Produit PCR ou plasmide |  SSBN 0750
350 Bases Séquengage simple brin corrigé Produit PCR ou plasmide |  SSBC 0350
600 Bases Séquengage simple brin corrigé Produit PCR ou plasmide SSBC 0600
950 Bases Séquengage simple brin corrigé Produit PCR ou plasmide SSBC 0750

Voir en page 10 pour la concentration et le volume minimum a fournir. Qualité QV 20 jusqu’a 750 bases garanties. Les
résultats sont dépendants de la qualité de 'ADN. En cas d’échec, des frais de traitement par séquence seront facturés
SECH 0001.
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SEQUENCAGE D’ECHANTILLON

Séquencage Double Brin en 3 essais “ INTEGRAL “

e Séquengage a fagon traité en 3 essais, double brin, corrigé avec alignement des séquences

e Délai de 24 heures a 72 heures

e Couverture double brin totale (jusqu'a 750 pb) ou partielle (jusqu’a 1500 pb) de l'insert et édition d’un consensus.

Nombre Mateériel
Description Référence

de Bases a fournir
350 Bases Séquengage double brin Produit PCR ou plasmide SDBR 0350
600 Bases Séquengage double brin Produit PCR ou plasmide SDBR 0600
950 Bases Séquengage double brin Produit PCR ou plasmide SDBR 0750

Voir en page 10 pour la concentration et le volume minimum a fournir. Les résultats sont dépendants de la qualité de
’ADN. En cas d’échec des frais de traitement par séquence seront facturés SECH 0001.

Séquencage de portion d’ADN Génomique, d’extrémité de BAC ou de Cosmide

Description

Matériel a fournir

Référence

Mini Préparation d’ ADN de BAC pour séquengage des extrémités

Stock glycérol ou culture

(sur environ 300 - 500 bases)

ADN de BAC/cosmide :
20 pl a 300 ng/ul

(BAC end) : 2- 4 g sur LB SBAC 0001
Midi Préparation d’ ADN de BAC pour séquengage des extrémités Stock glycérol ou culture SBAC 0004
(BAC end) : 20 - 40 ug " sur LB
Maxi Préparation d’ADN de BAC ultra pure Stock glycérol ou culture SBAC 0002
(élimination ADNg bactérien) : 50 — 100 ug ¢ sur LB

ADN génomique :
Séquencage simple brin d'une portion d’ADN génomique ou d’une 20 ul 2 500 na/ul
extrémité de BAC en 1 essai - " Essentiel " H o SBAE 0003
(sur environ 300 - 500 bases) ADN de BAG/cosmide :

20 pl a 300 ng/ul

ADN génomique :
Séquencage simple brin d’une portion d’ ADN génomique ou d’une 20 ul 4 500 na/ul
extrémité de BAC en 2 essais - " Intégral” © H gH SBAE 0001

(1) La quantité obtenue dépend du nombre de copies, de la taille de l'insert et de la souche bactérienne.

(2) Pas de gestion d’échec
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SEQUENCAGE D’ECHANTILLON

Services Complémentaires

Amorces
Description Mateériel a fournir Référence
Synthése d’'une amorce inférieure a 30 bases « express » (en 24 h)* Séquence de 'amorce SSOL 0003
Synthése d’'une amorce inférieure a 30 bases (en 72 h)* Séquence de 'amorce SSOL 0010
Design et synthése d’'une amorce inférieure a 30 bases* Séquence de la cible SSOL 0002

*Amorces destinées au séquencage et aux projets de biologie moléculaire, stockées par MilleGen

Purification de produit de PCR

Description Matériel a fournir Référence
Purification de produit de PCR (une seule bande) Produit PCR * SPCR 0002
Purification sur gel d’agarose d’un produit de PCR . N
(issu d’'une PCR peu spécifique) Produit PCR SPCR 0005

*Volume de 30 pL a nous fournir, 40 ng/uL

Extraction d'ADN Plasmidique

Description Mateériel a fournir Référence

Stock glycérol ou
culture sur LB

Midiprep ’ADN plasmidique : 50-100 pg * Stock glyacral ou SMID 0001

* Les quantités sont données a titre indicatif. Les quantités obtenues dépendent du nombre de copies, de la taille de
l'insert et de la souche bactérienne.

Miniprep d’ADN plasmidique : 5-10 pg* SADN 0001

Bioinformatique

Description Caractéristiques Référence

Alignement des chromatogrammes,
correction des ambiguités et édition de 1 — 10 séquences SDIV 0005*
la séquence consensus (par séquence)

Logiciels utilisés : PHRAP, Aligner ou Séquencer

Alignement des chromatogrammes, 10 — 500 séquences BIOA 0030*
Clustering, assemblage de séquences 500 — 5 000 séquences BIOA 0031*
(séquengage de BAC, cosmide...) 1 000 — 10 000 séquences BIOA 0032*

et rapport standard 10 000 — 50 000 séquences BIOA 0033*

50 000 — 300 000 séquences BIOA 0034

Analyse Phred20, Crossmatch (contamination),
BLAST sur vos banques personnelles. Formatage et
analyse. Personnalisation des résultats. Résumé des

résultats par plaque, format texte et HTML.

AutoBLAST / Blast personnalisé BIOA 0009**

*

Tarification par séquence
Tarification par plaque

*k
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SEQUENCAGE EN PLAQUES “ ESSENTIEL *

Séquencage en plaques en 1 essai de Produit de PCR et de Plasmide

e Microplaque compléte de 96 puits de produits de PCR ou de plasmides avec un seul type d’amorce.
Afin d’obtenir des résultats de qualité optimale, les échantillons doivent étre homogénes (en qualité et en
quantité). Le séquencage de plasmides et de produits PCR requérant un protocole différent ces échantillons
ne doivent pas étre mélangés sur une méme plaque.

e Contréle Qualité de votre plaque a réception
Dés la réception de votre plaque, nous réalisons un gel de contréle afin de caractériser de maniere
qualitative et quantitative vos matrices. Lorsqu’une anomalie est détectée, notre responsable de laboratoire
prend contact avec vous le jour méme afin d’envisager ou non la poursuite de votre commande.

e Une analyse qualité des séquences est réalisée avec le logiciel Kb basecaller jusqu'a 950 pb. Nous
pouvons réaliser une lecture jusqu’a 1100 paires de bases.

e Délai : 24 H pour 1 microplaque 96 puits (sans préparation/purification).

e Ecoute client : vous étes en liaison directe et permanente avec notre responsable de laboratoire.

e Modalités de facturation : L'unité de facturation correspond a une microplaque entiére quels que soient les
résultats obtenus.

e Conservation de vos échantillons identifiés : nous pouvons stocker gratuitement vos ADN et amorces
spécifiques durant 3 mois (6 mois sur demande).

Description Mateériel a fournir Référence

Plaque 96 puits
Séquencage simple brin de produit PCR purifié en 1 essai de Produits de PCR | SHUN 0002
purifié

Plaque 96 puits

Purification du produit de PCR et séquencage simple brin en 1 essai de Produits de PCR

SHUN 0003

Plaque 96 puits ADN

plasmidique purifie | SHUN 0004

Séquencage d’ADN plasmidique simple brin en 1 essai

Plaque 96 puits en
Stock glycérol,
Stab agar ou
culture sur LB
Voir en page 10 pour la concentration et le volume minimum a fournir. Les résultats sont dépendants de la qualité

de '’ADN. Pas de gestion d’échec.

Préparation d’ADN plasmidique et séquencage simple brin en 1 essai SHUN 0005

POUR TOUT PROJET DE SEQUENCAGE EN PLAQUE PARTICULIER (SEQUENCAGE
D’EXTREMITES DE BAC...), NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE ADAPTEE A
VOTRE PROJET. NOS SPECIALISTES DETERMINERONT L’APPROCHE LA PLUS
EFFICACE.
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SEQUENCAGE EN PLAQUES “ INTEGRAL “

Séquencage en plaques en 2 essais de Produit de PCR et de Plasmide

e Les commandes supérieures a 48 puits consécutifs en colonne sont considérées comme du haut débit. Afin
d’obtenir des résultats de qualité optimale, les échantillons doivent étre homogénes (en qualité et en
quantité). Le séquencage de plasmides et de produits PCR requérant un protocole différent ces échantillons ne
doivent pas étre mélangés sur une méme plaque. Si vous avez plusieurs types d’amorces sur une méme
plaque, une plaque miroir d’amorces doit étre fournie.

e Contréle Qualité de votre plague a réception
Dés la réception de votre plaque, nous réalisons un gel de controle afin de caractériser de maniére
qualitative et quantitative vos matrices. Lorsqu’'une anomalie est détectée, notre responsable de
laboratoire prend contact avec vous le jour méme afin d’envisager ou non la poursuite de votre
commande.

e 2essais
Lorsque les séquences ne répondent pas aux criteres de qualité, nous réalisons un re-séquengage avec
optimisation a fagon de la réaction afin d’obtenir le résultat escompté.

¢ Une analyse qualité des séquences est réalisée avec le logiciel Kb basecaller jusqu'a 950 pb. Nous
pouvons réaliser une lecture jusqu’a 1100 paires de bases.

e Délai : de 24 heures a 72 heures pour 1 microplaque 96 puits (sans préparation/purification).
e Ecoute client : vous étes en liaison directe et permanente avec notre responsable de laboratoire.

¢ Modalités de facturation : nous facturons les séquences contrélées correctes en qualité QV 20. Les autres
séquences ne répondant pas au critére de qualité QV 20 sont facturées en échec (Réf SECH).

e Conservation de vos échantillons identifiés : nous pouvons stocker gratuitement vos ADN et amorces
spécifiques durant 3 mois (6 mois sur demande).

Description Mateériel a fournir Référence

Plaque 96 puits
Séquencage simple brin de produit PCR purifié, en 2 essais de Produits de PCR | SHTN 0650
purifiés

Plaque 96 puits
Purification de produit de PCR et séquencage simple brin, en 2 essais | de Produits de PCR | SHPP 0650
non purifiés

Plaque 96 puits
Séquencage simple brin d’ADN plasmidique, en 2 essais d’ADN plasmidique | SHTP 0650
purifié
Plaque 96 puits

. . , < i . - . en Stock glycérol,
Préparation d’ADN plasmidique et séquencage simple brin, en 2 essais Stab agar ou SPHT 0650
culture sur LB
Voir en page 10 pour la concentration et le volume minimum a fournir. Les résultats sont dépendants de la qualité de
'ADN. En cas déchec, des frais de traitement par séquence seront facturés SECH0002 pour les références
SHTNO0650 et SHTP0650 et SECH 0005 pour les références SHPP0650 et SPHT0650.
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SEQUENCAGE D’EXONS ET RECHERCHE DE MUTATIONS

L’analyse de séquences d’ADN permet d’identifier des mutations dans le géne (ou dans les exons), en comparaison a une
séquence de référence, puis d’'étudier la corrélation entre les mutations et leurs effets sur la protéine.

Phase | : Mise au point sur quelques individus

A partir d'un ADN génomique de référence, nous établissons les conditions d'amplification et de séquencage de chaque
amplicon. Dans le cas ou la zone a étudier est supérieure a 800 paires de bases, elle est découpée en amplicons de 550 paires
de bases pour assurer un recouvrement optimum.

Cette phase comprend :

. Design et synthése des amorces
. Mise au point des conditions de PCR adaptées pour le séquencage
. Mise au point des conditions de séquencage et séquengage en simple ou double brin

Phase Il : Amplification et séquencage des zones d’intérét pour tous les individus

Nous réalisons :

. L’amplification des amplicons par PCR
. La purification des produits de PCR
. Le séquengage de chaque amplicon en simple brin ou double brin

Nous pouvons soit réaliser I'analyse de vos séquences, soit vous les livrer pour une analyse par vos soins.

Phase lll : Analyse Bioinformatique avec Mutation Surveyor®

Nous réalisons une analyse bioinformatique des résultats comprenant :

. Détection, analyse et identification des mutations / SNP
. Caractérisation et annotation fonctionnelle
. Rédaction d’un rapport d’analyse et mise en forme des résultats

A
)

POUR TOUT PROJET DE COMPARAISON DE SEQUENCES / RECHERCHE DE
MUTATIONS, NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE ADAPTEE A VOTRE
PROJET. NOS SPECIALISTES DETERMINERONT L’APPROCHE LA PLUS EFFICACE.
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MARCHE SUR ADN (PRIMER WALKING)

Le service de séquencage par marche sur ADN développé par MILLEGEN permet d’obtenir rapidement (3 kb/semaine) la
séquence compléte d'un insert de taille importante (1-20kb) avec une remarquable précision (jusqu’a 100%). Ce service
comprend le design, la synthése des amorces, le séquencage d’ADN plasmidique ou produit PCR purifié et 'assemblage des
séquences. Vous recevrez la séquence consensus ainsi que les chromatogrammes qui ont permis d’obtenir la séquence
compléte de linsert.

Marche simple brin

. Couverture simple brin complete de l'insert
. Redondance d'une fois
. Précision 99%

Nombre

G fipere Référence

Description

Seéquencgage simple brin 1-20 kb SMSB 0010

Marche double brin pour publication

. Couverture double brin compléte de l'insert
. Redondance de 2-3 fois
. Précision 99.99%

Nombre

Référen
de bases CICICHC

Description

Séquencage double brin pour publication (précision : 99.99%) 1-20 kb SMDB 0020

Marche double brin qualité FDA**

MILLEGEN propose un séquencage de qualité FDA** avec une précision garantie de 100% obtenue par une double
couverture double brin de I'insert. La procédure suit des protocoles de controle qualité rigoureusement validés.

. Double couverture double brin compléete de l'insert
. Minimum de redondance de 4 fois

. Précision 100%

. Rédaction d’un rapport qualité

Les résultats pour la marche qualité FDA sont rendus sous forme d’un "Rapport de Qualité" comprenant :

. Séquence consensus

. Carte d’alignement montrant une redondance minimum de 4 fois

. Les scores de qualité (QV20) de toutes les séquences permettant I'alignement
. Les chromatogrammes originaux des séquences

. La liste et les séquences des amorces

. La stratégie de séquengage

Nombre de

[t Référence

Description

Séquencgage double brin en qualité FDA ** (précision : 100%) 1-20 kb SMDB 0030

** Food and Drug Administration
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COMMENT PREPARER VOS ECHANTILLONS?

> Une trés bonne qualité d’ADN est essentielle pour » Les amorces universelles sont fournies gratuitement :
obtenir des résultats de qualité optimale :

= Azeo / Azgo = 1,8 montre une bonne pureté de 'ADN Nom de I'amorce Séquence

;jlf‘éeﬁénﬁfg;di Ifg?;;eml’absence de contamination par BGHR TAGAAGGCACAGTCGAGG
CMVA GTAGGCGTGTACGGTGGGAGG
M13(-20) GTAAAACGACGGCCAGT
QUANTIFICATION PAR DO M13(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT
Nature Résolution qpt’im_alg pour M13(-40) GTTTTCCCAGTCACGAC
I’ADN linéarisé M13(-43) AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT
ADN double brin 1.0 unité Az = 50 pg/ml M13(-47) CGCCAGGGTTTTCCCTCAGTACTG
ADN simple brin 1.0 Unité Aseo = 33 pg/mi M13(-81) GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTT
M13(-96) ACTGAGTTTCGTCACCAGTA
ARN simple brin 1.0 unité Aso = 40 pg/ml M13long CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGC
M13-psport CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
> Produit PCR non purifié : Il est nécessaire d’éliminer les M13R(-29) CAGGAAACAGCTATGACC
M13R(-47) GCGGATAACAATTTCACACAG

amorces, les dNTP et la polymérase avant de réaliser le
M13R(-72) GCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGA

séquengage d'un produit PCR. Le produit de PCR doit étre M13Rlong GTGAGCGGATAACAATTTCACACAG

vérifié par migration sur gel d’agarose (pas de bande PGEX3 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
parasite). PGEX5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAC
» Produit PCR purifié et Plasmide purifié : reprendre SP6pro ATTTAGGTGACACTATAG
I'ADN dans de I'eau MilliQ (EVITER LE T.E.). Nous vous SPépro(pTriplex) GATTTAGGTGACACTATAG
recommandons de vérifier la concentration avec un SV40-late-PolyA  CAAACTCATCAATGTATCTTATCA
SV40PolyA GCAAGTAAAACCTCTACAAATGTG

spectrophotométre et  lintégritt de I'ADN  par

. R , T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
électrophorése sur gel d’agarose.
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
SAT7 (pClneo) TAATACGACTCACTATAGGCTAG
» ADN plasmidique : Nous vous recommandons d'utiliser T7 (pTriplex) TAATACGACTCACTATAGGGC
des kits commerciaux de Mini ou Midi prep pour préparer T7pro TAATACGACTCACTATAGG
I’ADN plasmidique. T7reverse CCACCGCTGAGCAATAACT
T7ter GTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGG
> Clones bactériens : Nous pouvons réaliser la préparation V5-epi GAGACCGAGGAGAGGGTTAG

dADN bl idi = | | | Liste non exhaustive : Nous mettons & votre disposition un
plasmidique. Four cela, envoyer les clones stock de plus de 3000 amorces. N'hésitez pas & nous
bactériens en culture fraiche dans du LB liquide ou LB contacter afin de nous soumettre une de vos séquences.

agar a 4°C ou en stock glycérol en carboglace.
Pour les amorces spécifiques vous pouvez au choix :

QUANTITE MINIMALE DE MATRICE - envoyer vos amorces : 15 pl @ 10 M sont nécessaires
A NOUS FOURNIR* pour 1 & 5 réactions
- indiquer les séquences de vos amorces sur le bon de
I — commande (référence SSOL 0003).
Produits de PCR < 500 pb > 15 ng/ul Vos amorces sont conservées jusqu’a épuisement du stock.
Produits de PCR 500 — 1000 pb > 30 ng/ul
Plasmides RESOLUTION D’ADN LINEARISE
et produits de PCR > 1000 pb > 100 ng/ul . . .
ADN Génomique > 500 ng/pl Gel d’agarose Egﬁﬂf’,i'gﬂ ﬁgg::?slg
Cosmides > 300 ng/ul 0.5% 30kba1kb
Phages lambda > 300 ng/pl 0.7% 12 kb a 0.8 kb
BAC > 300 ng/ul 1.0% 10 kb 2 0.5 kb
1.2% 7 kb a 0.4 kb
*Volume minimum : 15pul a réception : correspond a 1 1.5% 3kba0.2kb

contréle + 6 a 7 réactions de séquengage.

10
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Comment commander ?

» Préparer vos échantillons - Pour vos échantillons
en tubes de 1.5 ml ou 0.5 ml, identifier chaque tube
avec un code inférieur a 4 caracteres. Veiller a fermer
les tubes avec du parafim afin déviter toute
évaporation.

Pour vos échantillons en microplaques, utiliser de
préférence des microplaques rigides a jupe et les sceller
soit au thermoscelleur, soit avec des bouchons adaptés
a votre marque de plague (vous rapprocher de votre
fournisseur). Identifier soigneusement chaque plaque.

» Pour commander des prestations de séquencgage,
vous devez nous faire parvenir :

e Un bon de commande administratif interne a
votre établissement validé par votre service achat.
Merci de rappeler votre numéro d’offre de prix sur
ce bon. Nous I'envoyer par mail
(sequence@millegen.com), fax ou courrier.

¢ Un bon de commande technique (téléchargeable
sur www.millegen.com) reprenant votre numéro de
commande interne et 'ensemble des informations
relatives a vos échantillons ainsi que les
différentes prestations a effectuer. Nous I'envoyer
par mail (sequence@millegen.com), fax ou

courrier et joindre une copie a vos échantillons
(identification de votre commande).

e Un plan de plaque 96 puits (téléchargeable sur
www.millegen.com) reprenant le nom de vos
échantillons et amorces. Nous I'envoyer par mail
(sequence@millegen.com).

» Envoyer vos échantillons — Utiliser un contenant

rigide afin d’éviter tout écrasement de vos produits
durant le ftransport. Le choix d'un transporteur
professionnel est recommandé. Notre adresse :

MILLEGEN - Département Séquencage
Immeuble BIOSTEP - Batiment A

Rue Pierre et Marie Curie

BP 38183
31681 Labége Cedex (France)

Fax : +33(0)5 61 28 70 11

HOTLINE
+33(0)5 61 28 70 16

> Températures de conditionnement

TEMPERATURE POUR L’ENVOI
DE VOS ECHANTILLONS

Nature de vos
échantillons

Produit de PCR
purifié ou non purifié

Température de conditionnement

20°C - 25°C

Plasmide purifié

4°C : culture fraiche dans du LB
liquide ou LB agar
Clone bactérien

- 80°C : stock glycérol en carboglace

> Frais de transport

TRANSPORT EXPRESS < 2 kg

Conditionnement Référence
Température ambiante SDIV 0006 25.00
Carboglace SDIV 0007 125.00

Ces tarifs concernent la France Métropolitaine et sont
susceptibles de modifications.

» Logiciel de lecture des chromatogrammes :
Afin de visualiser vos chromatogrammes vous pouvez
télécharger gratuitement sur notre site internet
(www.millegen.com) a la rubrigue « Comment
commander ? » les logiciels suivants : FINCH TV,
CHROMAS, EDIT VIEW, 4Peaks (compatibles MAC
ou PC).

MILLEGEN EST ACCREDITE
ORGANISME DE RECHERCHE.

Les dépenses pour la réalisation
d’opérations de recherche et de
développement confiées a la société
MILLEGEN ouvrent droit au CREDIT D'IMPOT
en faveur de la recherche
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BIOLOGIE MOLECULAIRE

L’expérience et le savoir-faire en ingénierie génétique acquis
par nos équipes permettent de vous assister dans vos projets de
biologie moléculaire.

\ Les prestations proposées peuvent étre complémentaires d’un
i A "‘ projet de séquencage ou constituer un projet plus complet.
T
N\
: Projet de Clonage

Synthése de génes

Mutageneése dirigée

CODE GENETIQUE
Deuxiéme lettre [ik]
U ¢ A G

UUU Phe|UCU Ser|UAU Tyr |UGU Cys U

UUC Phe|UCC Ser|UAC Tyr [UGC Cys C

J UUA Leu|UCA Ser|UAA Stop| UGA Stop A

UUG Leu| UCG Ser|UAG Stop| UGG Trp G
= CUU Leu|CCU Pro| CAU His |CGU Arg U 3
w CUC Leu | CCC Pro|CAC His | CGC Arg C g
& C CUA Leu|CCA Pro|/CAA Gln |CGA Arg A @
A CUG Leu|CCG Pro|CAG GIn | CGG Arg G 3
= g
—+
RY AUU TIle| ACU Thr|AAU Asn | AGU Ser U g
v AUC TIle| ACC Thr|AAC Asn | AGC Ser C ~
@ A AUA Tle|ACA Thr|AAA Lys | AGA Arg A &
£ AUG Met| ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg G o.
= &

GUU val|GCU Ala|GAU Asp |GGU Gly U

GUC Vval|GCC Ala| GAC Asp | GGC Gly C

G GuA val|GcA Ala|GAA Glu |GGA Gly A

GUG Vval|GCG Ala| GAG Glu | GGG Gly G

codon d'initiation codon de terminaison
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CLONAGE

Clonage direct Mateériel a fournir Référence

Design d’une stratégie d’amplification Séquence de la zone d'intérét SSOL 0012

Séquences et carte des vecteurs

Design de la stratégie générale d’un projet de clonage donneur et receveur SSOL 0004
Réaction de PCR avec une polymérase fidele 1 pg d’ADN dans 10 pL H-O (mini) SPCR 0006
Purification du produit PCR Produit de PCR SPCR 0005
(plusieurs bandes apres dép6t sur gel) (20 pL a 40 ng/pL)
Clonage dans un vecteur universel :
- clonage de l'insert dans un vecteur ‘blunt’ ou un vecteur TA
(si ajout d’'un A en 3’ par la polymérase)
- transformation dans des bactéries compétentes Produit de PCR purifié SPCR 0003

- culture
- vérification par PCR sur colonie de 5 clones
- extraction plasmidique jusqu’a 5 clones

Sous-Clonage Matériel a fournir Référence

Sous-clonage dans le vecteur du client
- préparation de l'insert (digestion du vecteur donneur +
purification sur gel de l'insert)
- préparation du vecteur (digestion + déphosphorylation +

purification sur gel du vecteur receveur) Vecteur donneur SADN 0002
- ligation de I'insert purifié dans le vecteur ouvert et vecteur receveur

- transformation dans des bactéries compétentes

- culture

- vérification par PCR sur colonie de 5 - 10 clones
- extraction plasmidique de 5 - 10 clones

Contréle et envoi Mateériel a fournir Référence
Vérification par séquencage du clone sélectionné : ADN plasmidique SSUI(;IUOOO1
(séquencage simple brin pour un insert < 800 pb) SSBN 0750
Vérification par séquencage du clone sélectionné : ADN plasmidique SSUI(;IUOOO1
(séquencgage double brin pour 800 pb < insert < 1 500 pb) SSBN 0750
Envoi par transporteur
(30 uL d’ADN plasmidique a 200 ng/uL) - SDIV 0005
Insert
Prociuit Wectawr Wectaur
da POR FECEWELY daonneuy
Ligation Ligation
Vecteur Vectaur
recormbinant recombinant

13
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MUTAGENESE DIRIGEE ET SYNTHESE DE GENE

MUTAGENESE DIRIGEE

MILLEGEN a développé une technique trés efficace pour introduire des délétions simples ou multiples, des insertions et/ou des
substitutions dans votre géne d'intérét.

L’ensemble des échantillons soumis pour mutagenése est tout d’abord vérifié par séquengage.

Ensuite nous réalisons le design et la synthése des oligonucléotides, puis I'amplification par PCR, la transformation des bactéries
avec I’ADN plasmidique et enfin I'extraction de I’ADN plasmidique.

A lissue de la mutagenése, l'introduction des mutations est confirmée par séquencage afin de comparer les séquences avant et
aprés mutagenése (800 pb en double brin ou 1500 bases en simple brin).

Description Mateériel Référence
Mutagenése dirigée sur 2 ou 3 positions proches (<10 bases)/ Plasmide contenant la portion SMUT 0001
Mutation livrée dans le vecteur du client. d’ADN a modifier
Mutagenése dirigée sur 2 ou 3 positions proches (<10 bases)/ Plasmide contenant la portion SMUT 0003
Mutation livrée dans un vecteur standard d’ADN a modifier
N sl . . e Plasmide contenant la portion
Mutagenése dirigée supplémentaire, en position éloignée J'ADN 2 modifier SMUT 0005
SYNTHESE DE GENE
Ce service comprend : Nous adaptons nos protocoles de synthése a la complexité de

votre géne.

- L'optimisation de codons (si demandée). o

- Le clonage dans un vecteur standard.
- Le sous-clonage dans votre vecteur d'intérét (si demandg). Synthese de géne standard
- La vérification de votre séquence par séquengage :
Identité garantie a 100% !

Synthése de gene complexe

Synthése de géne < 300 bases

Sous-clonage dans votre vecteur

MILLEGEN - Département Génomique MILLEGEN EST ACCREDITE
Immeuble BIOSTEP - Batiment A ORGANISME DE RECHERCHE.
Rue Pierre et Marie Curie
BP 38183 Les dépenses pour la réalisation
31681 Labége Cedex (France) d’opérations de recherche et de
Fax : +33(0)5 61 28 70 11 développement confiées a la société
HOTLINE MILLEGEN ouvrent droit au CREDIT D’IMPOT
+33(0)5 6128 70 15 en faveur de la recherche
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PREPARATION D’ADN

PREPARATION DE TEMOINS ET STANDARDS

Description ‘ Mateériel a fournir Référence
Miniprep d’ADN plasmidique : 5 - 10 ug* Stgﬁﬁu?ggﬁ';oll_gu SADN 0001
Midiprep ' ADN plasmidique : 50 - 100 ug * Stack glycérol ou SMID 0001
Maxiprep d’ADN plasmidique : 250 - 500 pg * Stgﬁ:;ugrg/c;ﬁl;oll_é)u SMAX 0001
Megaprep d’ADN plasmidique : 1 - 2.5 mg * Stgltj:lliugleyc;ﬁl;oll_é)u SMEG 0001
Gigaprep d’ADN plasmidique : 5- 10 mg * SLOU(TL(U?;Y:S:OIJBO u SGIG 0001
Digestion par une enzyme de restriction : 3 - 4ug d’ADN ?2%prlgsor?2iﬂg/ﬂ% SADN 0008
Digestion par une enzyme de restriction : 8 - 10ug d’ADN ?Q%Nuflgsor?ziﬂg/i% SDIG 0001
saeeton Uapien 1 X0 - cation

* Les quantités sont données a titre indicatif. Les quantités obtenues dépendent du nombre de copies, de la taille de
l'insert et de la souche bactérienne.

PREPARATION DE VECTEURS DE TRANSFECTION

Description Mateériel a fournir Référence
Endotoxin-free Megaprep d’ADN plasmidique : 1 - 2.5 mg * Stgﬁ:;ugrg/(;il;oll_é)u SENM 0001
Endotoxin-free Gigaprep d’ADN plasmidique : 5- 10 mg * Stgﬁ::u%ggﬁrroll_éu SENG 0001

* Les quantités sont données a titre indicatif. Les quantités obtenues dépendent du nombre de copies, de la taille de
l'insert et de la souche bactérienne.

PREPARATION DE BANQUES (plaques 96)

Description Mateériel a fournir Référence
- , . . Stock glycérol ou
Mini prep d’ADN plasmidique en plaque 96 puits culture sur LB SADN 0006
L . , . Stock glycérol ou
Mini-préparation d’ADN de Bac en plaque 96 puits culture sur LB SBAC 0003

POUR TOUT PROJET PARTICULIER (quantité, digestion, aliquotage, ...),
NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE ADAPTEE A VOTRE PROJET.
NOS SPECIALISTES DETERMINERONT L’APPROCHE LA PLUS EFFICACE.
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SYNTHESE PEPTIDIQUE

MILLEGEN met a votre disposition ses compétences en
matiere de synthése peptidique en stratégie Fmoc sur support
solide pour tous vos projets a fagon.

J M- &-protecting | I
group J HH wee CHoee Coee OH +  [inK&E eee 3

Side-chain Attach to linker

protecting R1 0O

aroup [
o HN - CH o € O linker - 3

Folyrer
support

o

Deprotect amino
function

=
L

o
.

HaH -

=
=

e Coee O e limkEr 3 -
i

A ' :
| IICOLID|E tl-3=c|
Rz O R1 O i
[ [ o
o HN - CH o G HH o CH e € e 0 linker - 3 i
- [
? N g2
|' | =
\ o
R+l 0O Rx 0O R0 N/ i
Lo [TAN [ 5
o HN - CH - © J(HN CH -C-]NH--- CH - C - O - linkeR-— 3 S
=

Fitd O R O, R1 O
| Il | I | Il
HaH - CH - - HN - CH---C-)- MH «wr CH we - OH

Nous apportons une attention particuliere aux choix de nos
résines, de nos réactifs et de nos solvants en sélectionnant nos
fournisseurs selon des criteres rigoureux. Les peptides
synthétisés sont composés en routine de 5 a 45 acides
aminés. La pureté peut étre de 70%, 80%, 85%, 90%, 95% et
97% pour des masses comprises entre 2 et 200mg.

APPLICATIONS PRINCIPALES

70% : Anticorps Polyclonaux ou Monoclonaux
Tests ELISA

80% / 85% : Anticorps Polyclonaux ou Monoclonaux
Etude semi-quantitative enzyme substrat
Etude de phosphorylation
Essai biologique in vitro

95% / 97% : Etude quantitative des interactions
récepteur-ligand
Essai biologique in vitro
Etude in vivo
Etude quantitative d’'inhibiteur
Etude RMN

MILLEGEN EST ACCREDITE
ORGANISME DE RECHERCHE.

Les dépenses pour la réalisation
d’opérations de recherche et de
développement confiées a la société
MILLEGEN ouvrent droit au CREDIT D’IMPOT
en faveur de la recherche
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NOS ENGAGEMENTS

ECOUTE CLIENT

Notre service commercial vous conseille et vous
accompagne pour une meilleure utilisation de nos services.

Notre responsable de laboratoire, est a votre disposition
pour toute question technique concernant vos travaux au
0561287017.

DELAI PERFORMANT

L’ensemble de nos prestations est réalisé sur notre site de
TOULOUSE. Notre organisation nous permet de traiter vos
commandes dans des délais trés courts de 15 a 20 jours
ouvrables.

TRACABILITE

v Tragabilité du personnel ayant traité votre synthése, les
contréles de qualité et I'envoi de vos produits.

v Tragabilité de I'appareillage utilisé pour les synthéses et
les contrbles de qualité.

v Tragabilité des numéros de lots de réactifs et des
résines utilisées.

CONTROLE DE QUALITE

Tous nos peptides sont analysés par spectrométrie de
masse (ESI) afin de déterminer avec exactitude la masse
moléculaire du peptide synthétisé. La comparaison entre la
masse théorique et la masse expérimentale permet de
confirmer I'absence de peptide de délétion ou de double
couplage. La pureté des peptides synthétisés est déterminée
par HPLC. Les peptides controlés et validés sont ensuite
lyophilisés.

MILLEGEN - Département Synthése
Peptidique
Immeuble BIOSTEP - Batiment A
Rue Pierre et Marie Curie
BP 38183
31681 Labége Cedex (France)
Fax : +33(0)5 61 28 70 11
HOTLINE
+33(0)5 612870 17




SYNTHESE PEPTIDIQUE

SYNTHESE PEPTIDIQUE :
> de5a50AA
> de1a200 mg

Degrés de pureté

disponibles

> 70%
> 80%
> 85%
> 90%
> 95%
> 97%

SYNTHESE PEPTIDIQUE : MODIFICATIONS

ML eGeny

MODIFICATIONS SUR LE PEPTIDE

Acétylation N-ter
Amidation C-ter
Biotinylation N ou C-ter
Par pont disulfure (entre deux

Cyclisation Téte-que?:t(eel:t?:)le Netle
C-ter)
Myristoylation N-ter
Ajout d’'un spacer Ahx

Conjugaison a une
protéine carrier (pour la
préparation d’antigéne)

KLH, Thyroglobuline, BSA,
OVA (Voir p.20)

MODIFICATIONS DE PEPTIDES

Le savoir faire et Pexpérience de MILLEGEN en
matiere de stratégie de synthése permettent la réalisation
de nombreuses modifications ou marquages.

ACIDES AMINES MODIFIES

Acides aminés phosphorylés
(Ser, Tyr, Thr)
Acides aminés N-méthyl ,
o-méthyl
Citrulline, Norleucine,
Cyclohexylalanine,
Hydroxyproline...

Acides aminés modifiés

Acides aminés
particuliers

Acides aminés de

) . Tous les acides aminés
configuration D

Acides aminés marqués 3C, °N

MARQUAGES FLUORESCENTS

Carboxyfluorescéine N-ter
(FAM) Aabs = 494 nm, Agm =518 nm
Tétraméthylrhodamine N-ter
(TAMRA) Aabs = 555 nm, Agm = 580 nm
N -
Dansy| ou C-ter

Aabs = 335 Nm, Agm = 526 nm

7-méthoxycoumarine

N ou C-ter, sur chaine latérale
lysine

(Mea) Aabs = 328 nM, A = 393 nm
Couple fluorophore/quencher
EDANS/Dabcyl utilisé dans les applications de
FRET
ultraviolet . spectre visible infrarouge
-— - > —

[T
[ =R=14]

-
com
or;m
oo~

nm (nanométre)

POUR TOUT PROJET PARTICULIER, NOUS CONSULTER POUR ETABLIR UNE OFFRE ADAPTEE
A VOTRE PROJET. NOS SPECIALISTES DETERMINERONT L’APPROCHE LA PLUS EFFICACE.
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GUIDE SUR LES ACIDES AMINES

Acides aminés

Code de
trois lettres

ACIDES AMINES HYDROPHILES

Code simple
une lettre

Formule

Masse Molaire
(g-mol™)

Indice d'hydrophobicité
selon Kyte et Doolittle

Sérine

Ser

105.094

-0.8

Thréonine

Thr

i
HoM—CH-C—0H
(H-OH
CHy

119.121

-0.7

Cystéine

Cys

i
HM—CH-C—CH

SH

121.159

2.5

Tyrosine

Tyr

i
HaM—CH-C—OH

181.193

-1.3

Asparagine

Asn

1]
HalM—CH-C—OH

132.120

-35

Glutamine

Gin

146.147

-3.5

Acides aminés

Lysine

Code de
trois lettres

Lys

Code simple
une lettre

Masse Molaire

146.191

Indice d'hydrophobicité
selon Kyte et Doolittle

-3.9

Arginine

Arg

174.204

-45

Histidine

His

155.158

-3.2
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GUIDE SUR LES ACIDES AMINES

ML eGeny

ACIDES AMINES HYDROPHILES ET ELECTRIQUEMENT CHARGES NEGATIF
Acidesaminés  C2iCe  Ctnelets.  Formule Heamor ~ 'selon Kyto et Doolitlle
) HZN—CltH—C—OH
as;\::ﬁgue Asp D e 133.105 35
C=0
OH
HZN—(|3H-C—OH
Aci CHe
glut:rﬂzue Glu E I 147.132 35
é:o
oH
Code de Code simple Indice d'hydrophobicité
trois lettres une lettre selon Kyte et Doolittle
0
Glycine Gly G HZN—(|3H-(|3|—OH 75.068 -0.4
H
o]
Alanine Ala A HzN—?H-g—OH 89.095 1.8
Chg
0
) Hal—C:H-C—0H
Valine Val Vv I:I>H_CH3 117.149 4.2
dh
0
HZN—CltH-C—OH
Leucine Leu L C|3Hz 131.176 3.8
CH-CH;
i
0
HZN—CH-H—OH
Isoleucine lle | (:DH-CHZ 131.176 4.5
H
b
0
HN—CH-C—0H
b,
Méthionine Met M clez 149.213 1.9
5
d
0
Hal—C:H-C—0H
dr,
Phénylalanine Phe F 165.194 2.8
Hy M—CH-C—0H
o
Tryptophane Trp W 204.230 -0.9
G AN
= | -
I
0
c':I—OH
Proline Pro P 115.133 -1.6
H
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IMMUNISATION

PRODUCTION D’ANTICORPS POLYCLONAUX
ET MONOCLONAUX (Hybridomes)

MILLEGEN propose plusieurs programmes d’immunisation
permettant ainsi d’optimiser la réponse immunitaire selon vos
besoins et les propriétés de I'antigene.

Protocole standard

Nous avons établi des protocoles d’immunisation optimisés en
terme de temps et de quantité d’antigéne.

Protocole personnalisé

L’ensemble de nos protocoles est modifiable selon vos
besoins : nombre d’animaux, nombre dinjections, quantité
injectée, nombre de prélevements, durée du programme...

Prestations complémentaires

Nous proposons une analyse de vos prélévements par ELISA
afin d’en déterminer le titre.

Nous pouvons purifier les sérums par chromatographie
d’affinité sur protéine A ou G ou bien par I'antigéne.

Animaux

Afin de garantir une production d’anticorps de qualité, le choix
de l'espece et la sélection des animaux se font de maniére
rigoureuse.

L’ensemble des conditions d’élevage et I'environnement des
animaux sont sous surveillance particuliere (contrle des
paramétres de température, d’hygrométrie, de pression et
décontamination afin d’éradiquer tout risque bactériologique).

L’animalerie est agréée par la préfecture pour la réalisation
d’expérimentations sur les animaux vertébrés.

Les conditions dimmunisation (fréquence des injections,
prélévements) sont envisagées dans le respect de I’animal et la
composition de lalimentation des animaux est adaptée aux
exigences des protocoles d’immunisation.

Recherche d’immunogénicité

Afin de rechercher la ou les parties les plus antigéniques
de la protéine (épitopes continus), nous combinons plusieurs
méthodes d’analyses :

e recherche de domaines transmembranaires :
HMMTOP, TOPPRED...

e analyse de I'hydrophobicité, des propriétés physico -
chimiques : Parker, DRAWHCA, Chouc-
Fasman...etc.

Par recoupement de ces différentes méthodes, les
régions les plus antigéniques de la protéine sont
déterminées. Nous vous proposons plusieurs séquences de
peptides pour validation.

Synthése peptidique

Nous réalisons dans notre laboratoire la synthése du
peptide. Le degré de pureté recommandé pour un
programme d’'immunisation est de 70%.

Les peptides destinés a 'immunisation des animaux sont
composés d’environ 15 acides aminés afin d’augmenter
les chances de posséder un bon épitope. Il est possible de
réaliser des modifications telles que des phosphorylations
pour l'obtention d’'anticorps phospho-spécifiques. La
qualit¢ de la synthése est contrélée par HPLC et par
spectrométrie de masse.

Le délai standard de réalisation de ces peptides (15 aa)
est de 15 jours ouvrés environ.

Couplage a une protéine carrier

Nous réalisons le couplage sur des protéines carrier :
thyroglobuline, KLH, BSA...afin de rendre le peptide plus
immunogéne. Nous pouvons vous conseiller sur le choix
de votre protéine carrier.

Le couplage peut étre effectué en N-terminal ou
C-terminal du peptide. Deux méthodes peuvent étre
appliquées :

e si la séquence peptidique ne contient pas de
lysine, le couplage est effectué sur le NH, terminal
par I'intermédiaire du glutaraldéhyde.

e si la séquence peptidique contient une ou
plusieurs lysines, une cystéine doit étre rajoutée en
N-terminal ou en C-terminal du peptide (selon la
séquence). Le couplage se fait alors sur la fonction
thiol de la cystéine par l'intermédiaire du maléimide.

y

B/ POUR TOUS VOS PROGRAMMES D’IMMUNISATION, NOUS VOUS FOURNISSONS UN
& CALENDRIER PREVISIONNEL DECRIVANT CHACUNE DES ETAPES DE VOTRE PROTOCOLE !!
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IMMUNISATION

PRODUCTION D’ANTICORPS POLYCLONAUX

o . Quantités
Quantité Durée du o
. . Nombre Nombre d'Ag/ Nombre de Quantités e
Animal d'Ag programme ,_ . g A PraeY s R Référence
CEmERiED | SenaR d'animaux | d'injections |n|e<_:t|on / prélevements prélevées
animal
-1mL
Lapin 2,60 mg 63 jours 2 4 150-300 g 3 - 20-25 mL PROG 0072
-20-25 mL
. . - 50-100pL
Souris ‘ 1mg 35 jours 5 3 30-50 g 2 - 50-100uL PROG 0075
Rat ‘ 18mg | 35jours 3 3 100-200 pg 2 S05TmL pROG 0101
Cobaye ‘ 3mg 49 jours 3 4 100-300 pg 2 oMb PROG 0119
Poule . - CEufs
(IgY totales) ‘ 1,5mg 35 jours 2 3 200-400 ug 2 - CEufs PROG 0050
- CEufs
Poule (IgY ; . - CEufs
spécifiques) KLY 70 jours 2 4 200-400 pg 4 - CEufs PROG 0083
- CEufs
-5-10 mL
Chevre 2,6 mg 77 jours 1 5 0,2-1 mg 3 -80-100 mL | PROG 0094
- 80-150 mL

Especes

Prestations complémentaires Caractéristiques e iy

Test ELISA Suivi de la réponse immunitaire sur les sérums pré-immuns et finaux. Toutes

Prolongation programme Permet de re-stimuler la réponse immunitaire. Inclut une injection et un

E e Toutes
d’immunisation prélévement supplémentaires.

Permet de récupérer des volumes de sérum plus importants qu’'un
o R - R Toutes sauf la
Exsanguination prélevement standard. Inclut une injection et un prélévement poule

supplémentaires d’'un volume supérieur au volume standard.

Lapin, Cobaye,

Purification d’affinité Permet de purifier uniquement les anticorps dirigés contre 'antigéne. Chevre

Permet de purifier les IgG. Le choix de la purification se fait en fonction de i
Purification sur protéine A ou G P 9 P Lapin, Cobaye,

Iaffinité des IgG de I'espéce pour chacune des protéines. Chévre

PRODUCTION D’ANTICORPS MONOCLONAUX

DEVELOPPEMENT D’HYBRIDOMES CHEZ LA SOURIS*
Prestation Caractéristique Référence
63 jours
5 souris
Immunisation souris 4 injections
monoclonale 2 prélévements
Suivi de la réponse immunitaire par ELISA
C,r19ix de la meilleure souris. pour la fusion PROG 0077
Fusion de | ill . Prélevement de la rate et fusion aux cellules
usion de la meilleure souris myéloides
Criblage ELISA -
Clonage 1 hybridome Isotypage inclus
EN OPTION
Prestation Caractéristique Référence
. _— . Production de 20 a 100 mL de liquide d’ascite
Production de liquide d'ascite chez la souris Balb/C + purification d'affinite | T 0C 0088

*Nous contacter pour obtenir les détails du programme rat.
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CLONAGE ET SEQUENCAGE DE VOS ANTICORPS MONOCLONAUX

I:Fmﬁn;mﬂts Regions L] Les séquences d’ADN fournissent [lidentification
Fab T exacte de l'anticorps monoclonal et permettent d’en

renforcer la propriété intellectuelle (informations a
: inclure dans vos demandes de brevet)
Hypervariables Regions g
(CDR)
Hirge

. Le séquencage est un pré requis a 'humanisation de
monoclonal de souris ou de rat.

] Le clonage de lanticorps sous forme recombinante
permet de I'immortaliser. La conservation sous forme
de préparation plasmidique permet de relancer la
production par culture cellulaire, a tout moment.

= Par cette technique, il est aussi possible de régénérer
I'anticorps sous forme recombinante lors de la perte
d’'une lignée cellulaire d’un hybridome instable ou d’'une

CLONAGE ET SEQUENCAGE contamination.
D’ANTICORPS

] Les domaines VH et VL possédent également I'avantage

MilleGen a développé une technique de clonage trés essentiel de pouvoir étre modifiés génétiquement pour
efficace des génes variables des chaines lourdes (VH) et étre humanisés et également améliorer les propriétés
légeres (VL) des immunoglobulines de rongeurs (souris et (affinité, avidité, activité...) de l'anticorps monoclonal
rats). parental par la technique dévolution moléculaire

MutaGen™.

A partir d’'une lignée cellulaire d’un hybridome,
MilleGen propose de cloner les génes des chaines variables
lourdes (VH) et I1égeres (VL) et de les séquencer.

INGENIERIE GENETIQUE DES ANTICORPS

Le département Recherche de MilleGen est spécialisé dans I'ingénierie génétique des anticorps et la sélection in vitro d’anticorps
humain. Il s’articule autour de 4 domaines d’expertise :

SELECTION D’ANTICORPS HUMAINS PRODUCTION D’ANTICORPS
RECOMBINANTS

= Contre votre cible (antigéne) d’intérét méme cible toxique et/ou

trés homologue de 'antigéne de souris Aprés sélection des meilleurs clones,

= A partir de notre banque propriétaire de trés grande taille (3.4 . Production d’anticorps (IgG : humain, souris
milliards de clones différents), de qualité optimisée et validée chimérique)
sur différentes cibles .

Pour confirmation des propriétés biologiques

= Criblage haut débit in vitro (pas d’animal) et controlé (possibilité . Pour tests fonctionnels

d’éviter les réactions croisées avec des homologues)

= Sélection d’anticorps humains (pas besoin d’humanisation) PLATEFORME BIO INFORMATIQUE
= Caractérisation d’affinité (ELISA, FACS, Biacore, ...)

Base de données dédiée :

AMELIORATION D’AFFINITE = Analyse et annotation des séquences d’ADN
(numérotation Kabat et IMGT, délimitation des CDR)

Technologie propriétaire MutaGen® *  Analyse des données biologiques issues du criblage

Construction d’'une banque de variants *  Classement des anticorps

Criblage haut débit controlé = Sélection des meilleurs anticorps

Sélection des meilleurs variants de votre anticorps *  «Datamining »

MilleGen propose d’étre votre partenaire dans vos projets de découverte et de développement
d’anticorps a visée thérapeutique et/ou diagnostique :
Cloner, séquencer, produire, améliorer votre anticorps
Isoler et caractériser des anticorps enti€rement humains dirigés contre votre antigéne cible
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