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Pour réaliser dans de bonnes conditions une analyse sur puces Affymetrix, les ADN et les ARN fournis par les utilisateurs doivent satisfaire à certains critères de qualité. En cas de qualité ou de quantité insuffisante par rapport aux critères indiqués ci-dessous, les utilisateurs de la plateforme peuvent nous contacter afin de trouver une éventuelle solution.
ARN TOTAL POUR ANALYSE SUR PUCE EXPRESSION 
1. Utiliser de préférence un protocole préétabli pour l’extraction à partir de tissus ou de cellules et conserver la même méthode d’extraction pour tous les échantillons d’un même projet. 

Si vous n’avez pas de protocole établi, utilisez de préférence un des protocoles recommandés par Affymetrix pour l’ARN total:

a. Trizol reagent * (Invitrogen Life Technologies) ou QIAzol lysis reagent (Qiagen)

b. RNeasy minikit (Qiagen)

2. Réaliser cette extraction en condition RNase free
3. La mesure de la quantité extraite (si possible au Nanodrop) doit donner une concentration minimale de 40 ng/µl. Le  ratio A260/280 doit être compris entre 1,9 et 2,1. La quantité minimale à envoyer est de 500 ng et la quantité optimale est de 1 µg.

4. Pour les analyses sur puce d’expression, la qualité des ARN est primordiale. Elle est évaluée au Bioanalyseur 2100 (fait par la plateforme). Le profil de migration électrophorétique obtenu pour chaque ARN ne doit mettre en évidence aucun signe de dégradation (ratio 28S/18S proche de 2).
ADN GENOMIQUE POUR GENOTYPAGE SUR PUCE 250K

1. Utiliser une méthode de purification  ne dénaturant pas l’ADN (chauffage ou dénaturants) et laissant l’ADN sans inhibiteurs de PCR (forte concentration en Hème, EDTA, sel, phénol, éthanol, etc…). Affymetrix recommande : 
a. digestion SDS / Protéinase K, extraction  Phénol/Chloroforme, purification et concentration Microcon ou Centricon. 

b. Qiagen, QIAamp DNA Blood Maxi kit 
2. Reprendre l’ADN dans un tampon TE 10/0,1 (Tris 10mM pH8, et EDTA 0,1 mM) ou dans de l’eau grade biologie moléculaire

3. Mesurer la concentration et la pureté des échantillons, si possible au Nanodrop (joindre les résultats obtenus). La concentration des échantillons doit être supérieure à 50 ng/µl avec des ratios A260/280 > 1,8 et A260/230 > 1,5. La plateforme Génomique demandera au minimum 15µl de solution par échantillon.

4. Joindre une photo d’un gel TBE à 0.8% d’agarose avec marqueur de haut poids moléculaire réalisé dans les 6 mois précédant l’expérience. Les échantillons ne seront acceptés que si l’ADN migre en une seule bande entre 10 et 20 kb (sans « smear »).
ADN GENOMIQUE POUR COPY NUMBER ANALYSIS SUR PUCE SNP6.0

NB : Pour les puces SNP6.0 il est nécessaire d’utiliser des ADN obtenus (de façon directe ou indirecte) avec la méthode Qiagen
1. Utiliser une méthode de purification  ne dénaturant pas l’ADN (chauffage ou dénaturants) et laissant l’ADN sans inhibiteurs de PCR (forte concentration en Hème, EDTA, sel, phénol, éthanol, etc…). Affymetrix recommande : 
a. digestion SDS / Protéinase K, extraction  Phénol/Chloroforme, purification et concentration Microcon ou Centricon. 

b. Qiagen, QIAamp DNA Blood Maxi kit 
2. Si l’ADN n’a pas été extrait directement avec la méthode Qiagen, purifier les ADN obtenus avec une autre méthode sur les colonnes Qiagen.

3. Mesurer la concentration et la pureté des échantillons, si possible au Nanodrop (joindre les résultats obtenus). La concentration des échantillons doit être supérieure à 50 ng/µl avec des ratios A260/280 > 1,8 et A260/230 > 1,5. La plateforme Génomique demandera au minimum 15µl de solution par échantillon.

4. Joindre une photo d’un gel TBE à 0.8% d’agarose avec marqueur de haut poids moléculaire réalisé dans les 6 mois précédant l’expérience. Les échantillons ne seront acceptés que si l’ADN migre en une seule bande entre 10 et 20 kb (sans « smear »).
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