EXTRACCION DE ADN EN
MUESTRAS PEQUENAS




Debido al aumento de la inmunoterapia y de nuevas terapias moleculares dirigidas,
cada vez tenemos que rentabilizar mas la muestra que recibimos en el Servicio de

Anatomia Patoldgica.

Son muestras muy pequenas a las que les realizamos:

mm=) Técnica de rutina: Hematoxilina-eosina

mm) Técnicas Inmunohistoquimicas: Biomarcadores con aplicacion clinica

mm) Técnicas moleculares: EGFR y BRAF
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El problema surge cuando el material al que tenemos que realizar el estudio
molecular, lo recibimos asi......




Recurrimos al protocolo de extraccion de ADN PicoPure®, disefiado para
tejidos pequefos, muestras seleccionadas con microdiseccion o pellet de
células aisladas (unas 100 células aproximadamente).




PROTOCOLO DE MUESTRAS PEQUENAS
FIJADAS EN FORMOL

Realizamos un corte o dos del tejido a 5 micras y lo introducimos en un tubo
eppendorf
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A continuaciéon DESPARAFINAMOS la muestra:

Realizamos dos lavados de xilol: afiadimos al tubo ependorf con la muestra 1
ml de xilol, centrifugamos 5 minutos, quitamos el sobrenadantes, y sobre el
pellet, anadimos otro mililitro de xilol y volvemos a centrifugar otros 5
minutos.

Para eliminar el xilol y DESHIDRATAR la
muestra, realizamos un lavado en alcohol,
centrifugamos 5 minutos, quitamos el
sobrenadante




Secamos el pellet resultante a 562C hasta conseguir obtener una escama




A continuacién realizamos una DIGESTION con la enzima Proteinasa K a
652C

- Desde 3 horas en células en suspension no fijadas

- Hasta mas de 16 horas para tejido fijado en formol.

y ;

Tras la digestion desactivamos la enzima
incubando la muestra a 952C durante 10
minutos.




oncogenes.

Para guardar, a -202C

Tumar DMNA

EGFR BRAF
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Con este protocolo conseguimos que, aun partiendo de una
muestra de pequeno tamafo, podamos obtener un resultado en
todas las pruebas realizadas en el servicio de Anatomia Patologica
y dar asi a los oncdlogos la informacion suficiente para que
puedan decidir los posibles tratamientos de inmunoterapia o
terapia molecular dirigida, de la que el paciente se pueda
beneficiar
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