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Demande de production de vecteur viral 

Demande (un document par vecteur)
	Date :

Type de virus (lentivirus, rétrovirus, adénovirus) :

Nom complet du vecteur viral à produire (nom du plasmide d’expression avec se(s) insert(s) ou nom de l’adénovirus avec se(s) insert(s) :


 Coordonnées du demandeur    
	Nom/Prénom demandeur :

Laboratoire :

Equipe :

Adresse de la structure de Recherche : 

Tél. demandeur :

e-Mail demandeur:

Nom/prénom et e-mail de la secrétaire/gestionnaire de la structure (nécessaire pour le règlement de la prestation) :
	


Projet de recherche
Titre :
Projet :

Français  FORMCHECKBOX 


Européen  FORMCHECKBOX 


International  FORMCHECKBOX 

Résumé du projet :
Utilisation du vecteur :
· In vitro :

 préciser le tissu ou lignée cellulaire cible :  
· In vivo : 

préciser l’application : 
Insert(s), y compris la GFP ou tout autre marqueur
Insert 1 
Nom :

Organisme d’origine :  
Propriété et rôle du produit natif: 

Modifications introduites dans l’insert (si c’est le cas) :

Propriété et rôle du produit modifié (si c’est le cas) :
Promoteur de l’insert 1 :

Classification de l’insert 1 (A ou B)* :

Insert 2 (gène de sélection, GFP, tag) : 
Nom :

Organisme d’origine :  

Propriété et rôle du produit natif: 

Si c’est le cas, indiquer les modifications introduites dans l’insert :

Propriété et rôle du produit modifié :

Promoteur ou séquence IRES pour l’insert 2 :

En présence de GFP, préciser si cette GFP est bien exprimée :

Classification de l’insert 2 (A ou B)* :

*Nature de l’insert selon le classement du Haut Conseil des Biotechnologies (l’HCB remplace la CGG et la CGB). Consulter leur site pour déterminer la classe A ou B de l’insert : http://wwww.enseignementsup-recherche.gouv.fr. Cette classification détermine le niveau de confinement pour la production et l’utilisation du virus. Ex : la GFP est un insert de type A.

Matériel de départ fourni par l’utilisateur
Cas avec un insert déjà cloné dans un plasmide d’expression viral 
1) Origine du plasmide d’expression viral

Nom du plasmide d’expression

Selon le cas indiquer :

· le laboratoire de recherche qui l’a produit en indiquant une référence bibliographique 

· la société de commercialisation avec la référence du produit 
2) Fournir la carte des éléments fonctionnels du plasmide d’expression avec l’insert. 

La carte sera jointe à la demande d’agrément OGM que la plate-forme adressera à l’HCB pour l’étape de production des vecteurs viraux. 
3) Important : La construction aura été vérifiée par le demandeur : carte de restriction enzymatique du vecteur, séquençage de l’insert. Un test d’expression in vitro de l’insert est recommandé avant la réalisation de la production.  
4) Quantité de chaque plasmide d’expression viral à nous faire parvenir** : 
Lentivirus : 130 µg
Rétrovirus : 200 µg


**Quantité minimale pour une production. Du matériel supplémentaire peut vous être demandé pour une autre production. La plate-forme possède ses propres plasmides de transcomplémentation. L’utilisateur n’a pas à les fournir, sauf cas particulier.
Cas ou l’insert n’est pas cloné dans un plasmide d’expression viral 
Nous contacter, la plate-forme peut proposer des plasmides d’expression. 
Cas d’un adénovirus à amplifier 

1) Nom et origine du virus 
Nom :
Selon le cas indiquer :

· le laboratoire de recherche qui l’a produit en indiquant une référence bibliographique 

· la société de commercialisation avec la référence du produit 

2) Titre viral :
 







3) Fournir la carte des éléments fonctionnels du plasmide d’expression avec se(s) insert(s) qui a servi à la production de l’adénovirus. La carte sera jointe à la demande d’agrément OGM que la plate-forme adressera à l’HCB pour l’étape de production des vecteurs viraux. 
4) Quantité de virus à nous faire parvenir : 30 µl. Le titre ne doit pas être inférieur à 108
 pfu/ml
Caractéristiques de la production demandée
Production type :

	Virus
	quantité de particules virales produites (à titre indicatif)
	Délais strict de production***

	Adénovirus 
	1 à 2 ml 1010-12 pfu/ml
	A partir du virus : ~2 mois

	Lentivirus
        
	400-450 µl 108-9 TU/ml ou GI/ml 
	3 semaines

	Rétrovirus
	Rétrovirus, un lot de 400-450 µl 107-8 TU/ml
	3 semaines


Unités d’expression du titre viral : GI : génome infectieux, TU : unité de transduction (lentivirus et rétrovirus), pfu : plaque forming unit (adénovirus) ou IP : infectious particle
Pour les lentivirus et les rétrovirus, différentes enveloppes peuvent être utilisées :
· VSV-G  (Vésicular Stomatis Virus). Tropisme large. Concentration des surnageants viraux par ultracentrifugation.    
· Ecotrope. Tropisme limité aux rats et aux souris. Concentration des surnageants viraux par filtration (titre plus faible que par ultracentrifugation).

· Autre (voir avec la plate-forme).         
Enveloppe choisie :
Titration des lentivirus : 
· titration Q-PCR en absence de GFP  (GI/ml)  ou à la demande de l’utilisateur en présence de GFP.

· titration FACS en présence de GFP (TU/ml)
Titration des Rétrovirus : 

· titration FACS en présence de GFP (TU/ml)
Agrément(s) OGM de l’utilisateur pour la manipulation de vecteurs viraux
	 FORMCHECKBOX 

	Agrément(s) obtenu(s), précisez le(s) n° :                     
	date de décision :

	 FORMCHECKBOX 

	Agrément(s) demandé(s) (transmis à l’HCB)
	

	 FORMCHECKBOX 

	A faire obligatoirement
	


Il est obligatoire d’effectuer une demande d’utilisation confinée d’organismes génétiquement modifiés (OGM) des classes 2, 3, 4  (GROUPE II) auprès du HCB (ex-CGG) avant toute manipulation d’OGM.
Modalités de prise en charge d’une demande de production
1) La demande de production et la carte du vecteur sont à envoyer à l’adresse e-mail sylvie.fabrega@inserm.fr. 
2) La plate-forme vous indiquera si votre demande peut être prise en charge.
3) Dans le cas d’une prise en charge, vous recevez un devis à signer et à nous retourner.  
4) Votre demande sera intégrée au planning des productions de la plate-forme à partir de la date de réception du matériel nécessaire aux productions (ADN ou virus à amplifier). 
5) *** Un délai de production indicatif (non contractuel) sera proposé par la plate-forme en fonction du nombre de demandes de productions en cours.
6) Lorsque la production virale sera prête, la plate-forme vous enverra un rapport de production. 

7) Enlèvement des productions :

· La production sera disponible, sous réserve de la signature du rapport de production par l’utilisateur. 
· Lorsque la production sera réalisée sur le même site que l’utilisateur, l’utilisateur viendra chercher sa production. 
· Lorsque la production sera réalisée sur un autre site (cas des productions en L3), la plate-forme fera appel à un transporteur agréé pour la livraison de l’OGM viral. 
· L’envoi des productions virales sur un autre site de recherche que le site de production se fera par un transporteur agrée et les frais de transport seront à la charge de l’utilisateur.

8) La plate-forme émettra une demande de règlement des prestations effectuées.
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