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SOLICITUD DE SERVICIO DE SECUENCIACION DE ADN

Para enviar muestras a Secugen para su secuenciacién, por favor lea detenidamente las instrucciones que se indican en el
siguiente epigrafe (Normas de Funcionamiento), dénde se le indica detalladamente el procedimiento a seguir.

*Nota Importante: Secugen entiende que, cuando un cliente solicita un servicio, ha leido previamente las normas de
funcionamiento, y esta de acuerdo con los términos y condiciones del servicio que se detallan en la web. Si tiene alguna duda a
este respecto, no dude en contactar con nosotros, estaremos encantados de atenderle.

NORMAS DE FUNCIONAMIENTO

Con objeto de simplificar y agilizar el funcionamiento del servicio de secuenciacidon que ofrece Secugen, el cliente dispone de
una aplicacién informdtica que garantiza la trazabilidad de las muestras y permite el acceso on-line de los usuarios a los
resultados.

A continuacidn se describen los pasos a seguir para el correcto funcionamiento de la solicitud de servicio on-line y de su
aplicacién informatica. Es importante leer todas las indicaciones que va mostrando la aplicacién informatica, pues ellas le
guiaran en el correcto empleo del sistema.

Registro de cliente
Registro de centros

Solicitud de material
Solicitud de servicio

Envio de muestras

Entrega de resultados
Visualizacién de la secuencia
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1. REGISTRO DE CLIENTE
El primer paso para entrar en el sistema es registrarse como cliente. Para ello, haga click en el siguiente enlace.
A continuacion, debera cumplimentar todos los campos que aparezcan en la pantalla siguiendo las instrucciones.

Una vez cumplimentados todos los datos, se puede acceder al sistema a través del Area de Clientes introduciendo su Email y
Contraseia.

*Nota Importante: Anote su email y contrasefia ya que la necesitara cada vez que quiera entrar a nuestro sistema para solicitar
un servicio o consultar informacion sobre sus solicitudes.
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2. REGISTRO DE CENTROS
El siguiente paso sera registrar su listado de centros.

Para poder operar con nosotros tiene que dar de alta un Centro de Trabajo, un Centro de Envio de Material y al menos un
Centro de Facturacion.

Los Centros de Facturacion se consideran Cuentas y puede crear tantos Centros de Facturacién como desee.
Estas Cuentas pueden representar proyectos, personal, laboratorios, etc...

Por cada Cuenta que usted genere tendra asociada una Carpeta de Resultados, a estas carpetas se enviaran los resultados de las
secuencias solicitadas por dicha Cuenta.

3. SOLICITUD DE MATERIAL

Las muestras se enviaran a Secugen utilizando unos tubos especiales y unas etiquetas adhesivas con cddigos de barras
personalizados que le proporcionaremos; previamente al cliente por correo postal.

Estos codigos de barras personalizados identifican las muestras del cliente y permiten su seguimiento a lo largo de todo el
proceso de secuenciacion.

Si accede a la opcién Pedidos de Material podra indicar el material que necesita y sera enviado inmediatamente a su direccién
postal.

No se admitird material que no haya suministrado Secugen, porque el color de los tubos y las etiquetas con cddigos de barras
son necesarios para identificar al cliente y sus muestras.

Material disponible:
1 - Tubos tipo Eppendorf®
2 - Placas de 96 pocillos (Para envios de mas de 48 muestras):
2.1 TUBOS
o Tubos Tipo Eppendorf® - Color Blanco: se usan para las reacciones que utilizan los cebadores (primers) que
proporciona la lista de cebadores de Secugen.
o Tubos Tipo Eppendorf® - Color Morado: se usan para las reacciones que utilizan los cebadores (primers)
especificos disefiados y proporcionados por el cliente.
Cada lote de material (tubos) incluye 50 tubos tipo Eppendorf® y 50 juegos de etiquetas.

2.2 PLACAS

Si el nUmero de muestras que se van a enviar a Secugen es alto, se puede usar el formato placa de 96 pocillos, que
también se identificara con etiquetas de cddigos de barras (ver figura).
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*Nota Importante: Las placas deberan contener 48 o 96 muestras, si tuvieran mas de 48 y menos de 96, el resto de las
muestras, las que superen las 48 deberan ser enviadas en tubo. Si se envian menos de 48 muestras para media placa se
cobraran 48 muestras. (Ver apartado 5.1.1. Empleo de tubos y placas).

Cada lote de material (placas) incluye 10 placas de 96 pocillos, 10 hojas selladoras y 10 juegos de etiquetas para placa.

4. SOLICITUD DE SERVICIO

Una vez que ha recibido el material proporcionado por Secugen, para enviar las muestras debera preparar las hojas de solicitud
de servicio. Pinchando en la opcion Hojas de Solicitud podra seleccionar una hoja de solicitud de servicio que se ajuste a su
solicitud de servicio.

Es imprescindible descargar, imprimir y cumplimentar las hojas de solicitud de servicio para poder enviar las muestras a Secugen
ya que éstas incluyen los cédigos de barras que identifican al cliente, los datos de facturacidn y las caracteristicas de la muestra
enviada.

Si usted estd solicitando un andlisis que necesite ser realizado en condiciones especiales, es muy importante, que lo indique de
forma clara y visible en la Hoja de Solicitud que nos envia, ya que es la Unica forma de que nosotros podamos tramitarlo de
forma especifica.

El analisis de las muestras que se procesen en condiciones estandar indebidamente, debido a que no se han especificado en la
hoja de solicitud las observaciones especificas, sera facturado al cliente. Por lo que le rogamos se asegure de que las hojas de
solicitud que nos envia contengan toda la informacidn necesaria.

5. ENVIO DE MUESTRAS
5.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
5.1.1. Empleo de tubos y placas

Como se ha explicado en el apartado 3. Solicitud de material, puede enviar sus muestras utilizando como soporte tubos tipos
Eppendorf® o placas de 96 pocillos previamente proporcionados por Secugen.

Las placas deben usarse para envios de 48 o 96 muestras (media placa o placa completa). En el caso de enviar sélo media placa
(48 muestras), estas deben ser dispensadas Unicamente en las columnas pares o impares, como se muestra en la siguiente
figura.
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Si se envian menos de 48 muestras para media placa se cobraran 48 muestras. Lo mismo aplica para las placas de 96, si se envia
una placa de 96 para ser procesada de modo completo y la placa tuviera menos de 96 muestras se cobrara la placa completa.
Recomendamos que si el nimero de muestras es mayor de 48 y menor de 96 las que superen las 48 sean enviadas en tubo.

5.1.2. Concentraciones y volimenes minimos necesarios

Para su secuenciacidn se requiere que la muestra enviada tenga un volumen y concentracion adecuada de ADN en agua
bidestilada.

Si es la primera vez que envia muestras en placa o muestras que requieran ser procesadas en condiciones “especiales” por favor,
pongase en contacto con el personal de nuestro laboratorio de secuenciacion para que le den toda la informacién que necesite.

Tipo de ADN Concentracion

Plasmidos (3-20 kb) 100 ng/ ul
Plasmidos (>20 kb) y cosmidos 200 ng/ ul
Productos de PCR hasta 500 pb 10 ng/ ul
Productos de PCR de 500-1000 pb 20 ng/ ul
Productos de PCR de 1000-1500 pb 30 ng/ ul
Productos de PCR de 1500-2500 pb 40 ng/ pl
Productos de PCR de 2500-4000 pb 50 ng/ ul
Productos de PCR > 4000 pb 100 ng/ ul

*Para otros tipos de ADN consultar
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. Volumen final
Tipo de Muestra

Tubo Placa
Plasmidosy fragmentos de PCR 15 pl 10 uL/pocillo
Fagos 20 pl
Cdsmidos 15 pl
BACs 20 pl
Plasmidos directamente de colonia 15 ul 15 pL/pocillo
Cargas 20 pl 20 plL/pocillo
Fragmentos 15 pl 15 pL/pocillo

*Nota Importante: Si es la primera vez que va a enviarnos muestras de caracteristicas especiales (BACs, fragmentos,
fagos...) o muestras en placa, le recomendamos que se ponga en contacto con nosotros para que le expliguemos
detalladamente la forma correcta de hacerlo.

5.1.3. Tipo de primer

- Preparacién de muestras para secuenciar con primers de Secugen.

La muestra de ADN a la concentracion iddonea se dispensara en tubo blanco o placa indicandose el codigo del primer con el que
se quiere secuenciar de la lista que se presenta a continuacion:

Codigo Primers disponibles en Secugen

F17 M13 forward (-20): 5 ‘d(GTAAAACGACGGCCAGT)3 * 17mer

R19 M13 reverse (-24): 5 'd(GGAAACAGCTATGACCATG)3 * 19mer

F24 M13 forward (-47): 5 ‘d(CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC)3 * 24mer
R24 M13 reverse (-48): 5 'd(AGCGGATAACAATTTCACACAGGA)3 * 24mer
T3 T3 promoter (-20): 5 ‘d(ATTAACCCTCACTAAAGGGA)3 * 20mer

T7p T7 promoter: 5 ‘d(TAATACGACTCACTATAGGG)3 * 20mer

T7pCl-neo T7 pCl-neo: 5 ‘d(TAATACGACTCACTATAGG)3 * 19 mer

T7t T7 terminador: 5 ‘d(GCTAGTTATTGCTCAGCGG)3 * 19 mer

SP6 SP6 promoter: 5 ‘d(ATTTAGGTGACACTATAG)3 * 18mer

SeqT SeqT:5 ‘d(TTTTTTTTITITTTITITTTTITTV)3 * 25 mer

*Nota Importante: El plasmido de Promega pCl-neo no puede secuenciarse con el oligo T7 promoter debido a un
diferencia en la base del extremo 3.' Para este vector utilizar el primer T7 (pCl-neo).

- Preparaciéon de muestras para secuenciar con primers especificos del cliente.

En un mismo tubo de color morado o en un mismo pocillo se enviara la mezcla del ADN a la concentracién idénea con el primer
especifico a una concentracidon de 5 uM, ambos en agua bidestilada.
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Volumenes requeridos:

Para muestras en tubo: 15 ul de ADN + 1,5 ul de primer a 5 uM.
Para muestras en placa: 5 ul de ADN + 0,5 ul de primera 5 pM.

5.1.4. Preparacion de muestras especiales

Si se prevé que la muestra pueda originar dificultades para su secuenciacidn es importante comunicarlo al personal del servicio
para recibir asesoramientoy evaluar el problema.

5.2. EMPLEO DE LAS ETIQUETAS CON CODIGOS DE BARRAS

Junto con los tubos (blancos o morados) o las placas se suministran unos juegos de etiquetas con cddigos de barras. Para cada
muestra se dispone de tres etiquetas iguales.

1. Laprimera etiqueta se pegara en el tubo o en la placa, tal y como se indica en el esquema. (Figura adjunta).

2. La segunda etiqueta se pegara en la Hoja de Solicitud de servicio en los espacios reservados para ello y al mismo
tiempo se indicard la temperatura de anillamiento de los primers y otras observaciones que se estimen oportunas en
las casillas laterales reservadas a tal efecto.

3. La tercera etiqueta es para el cliente, aconsejando que la misma quede pegada en el cuaderno de trabajo o libro de
registro del cliente para luego poder identificar la muestra.

SR SR
o

i

Forma de pegar la etiqueta en placa
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5.3. ENVIO DE MUESTRAS A SECUGEN

Las muestras (tubos o placas), junto las Hojas de Solicitud de servicio se enviardan por correo ordinario o mensajeria a
temperatura ambiente o se entregaran directamente en Secugen.

Secugen S.L.

Medea 4, 32C

28037 Madrid

TIf: +34 91 533 86 28

6. ENTREGA DE RESULTADOS

Secugen se comunicara con sus clientes a través de un sistema informatico via internet y correo electrénico. El cliente dispondra
de una Carpeta Personal de Resultados por cada Cuenta (Centro de Facturacién) y de un Estadisticas de Usuario, a los que
podra acceder en todo momento desde su espacio personal en la aplicacidn.

Tras la recepcién de la muestra:

1. Inmediatamente el cliente recibird un mensaje en la direccion de correo que nos haya facilitado previamente
indicdndole el comienzo del andlisis.

2. Cuando el proceso de secuenciacion haya finalizado el cliente recibira un nuevo mensaje notificandole la finalizacién del
analisis y la realizacidn del envio de los resultados a su Carpeta Personal, para que el cliente pueda descargarlos a su
ordenador. El proceso se realiza en un plazo de dos dias y medio desde la recepcion de la muestra.

*Nota Importante: La longitud de la secuencia enviada serd como maximo de 1000 nucleétidos.

*Nota Importante: Las carpetas de resultados del cliente no deben utilizarse rutinariamente para almacenar secuencias. Para la
correcta recepcién de sus resultados, le recomendamos que cuando descargue sus archivos los elimine para liberar espacio en
sus carpetas.

El sistema estd disefiado para eliminar las secuencias de modo automatico transcurridos tres meses desde su entrega, pero
antes de que se realice este proceso se comunicara al cliente con suficiente antelacidn.

Con el paso del tiempo cada cliente irda generando su propia historia con Secugen, en el apartado Estadisticas de Usuario se
podra tener acceso a las estadisticas de secuenciacion.
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7. VISUALIZACION DE LA SECUENCIA

Los archivos de secuencia pueden abrirse con distintos programas dependiendo de su ordenador.
Estos programas se pueden descargar gratuitamente de los sitios web haciendo click en los nombres indicados a continuacién:

Chromas (Gratis para PCs)

BioEdit (Gratis para PCs)

4peaks (Gratis para MacOS X 10.3 en adelante)
FinchTV (Gratis para Linux, PCs, y MACs)
Sequence Scanner Software v1.0 (Gratis para PCs)

vk wne

PRECIOS

Registrarse como posible cliente de Secugen, no tiene coste alguno y esto le da derecho a solicitar un lote de tubos y etiquetas
gratuito, y a secuenciar tres muestras sin coste alguno. Asi podra ajustar la preparacién de su ADN y comprobar la calidad de la
secuencia para futuros envios.

- Coste secuenciacién de plasmidos o productos de PCR: 6,5 €.
- Coste de cargas y fragmentos: 2,25 € (nUmero minimo de muestras: 48)

*Para otro tipo de muestras, muestras especiales o con dificultades de secuenciacidn es preciso consultar previamente con el
Servicio Técnico para evaluar su coste.

- Coste lote material tubos: 50 tubos + juego de etiquetas para 50 muestras: 3,50 €.
- Coste lote material placas: 10 placas de 96 pocillos + juego de etiquetas para 10 placas + 10 hojas selladoras placa:
25€

*Los precios no incluyen IVA.

Secugen, ofrece precios especiales, previa consulta, para el analisis de grandes volimenes de muestras o para la contratacién de
analisis de multiples muestras diferidas en el tiempo.

*Nota Importante: Las muestras que por causas no imputables a Secugen no puedan ser analizadas correctamente no serdn
descontadas del coste de facturacidn. Por ello se recomienda que si el cliente prevé dificultades para la secuenciacién de alguna
muestra se ponga en contacto con nuestro Servicio de Atencion al Cliente para recibir asesoria previa y planificar su
secuenciacion.
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ATENCION AL CLIENTE

Para nosotros es muy importante que nuestros clientes estén satisfechos con el servicio. Tenemos una gran experiencia en la
secuenciacion de muestras dificiles. Contactenos para recibir informacion técnica y sobre nuestros precios. Nuestra plantilla le
ayudard a encontrar la mejor estrategia para sus necesidades particulares.

Ademas, contactenos libremente para cualquier consulta sobre problemas en la secuenciacién. Si no estd completamente
satisfecho con los resultados de su secuencia, por favor contacte con el responsable del laboratorio para estudiar si la secuencia
puede ser repetida libre de gastos. El plazo de reclamacion sera de 10 dias naturales desde el envio de resultados.

Secugen garantiza la confidencialidad de la informacion y los datos del cliente. Si el cliente lo solicita, Secugen firmara un
acuerdo de confidencialidad donde se manifieste que no se liberard ninguna informacidn concerniente a las muestras de ADN a
terceras personas.
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