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OBIJETO

El objetivo de esta guia de trabajo consiste en la elaboracidn de un documento donde se recogen
diferentes protocolos de trabajo (PNTs) utilizados en varios biobancos integrados en la Red Nacional
del ISCIII para la obtencién de acidos nucleicos a partir de diferentes tipos de muestra.

Los protocolos han sido clasificados segin su principio de actuacion y en cada uno de ellos se
especifica para qué tipo de muestras estarian indicados, asi como el rendimiento aproximado y la
calidad de las muestras que deberian obtenerse

Dado que cada biobanco ha desarrollado sus protocolos en funcion del tipo de muestras que
procesa y del equipamiento disponible, no se pretende unificar todos los procedimientos en un solo
protocolo, sino mas bien dar a conocer sus caracteristicas, su posible idoneidad para los distintos tipos
de muestra y la posible aplicacién a los diferentes biobancos en funcién del equipamiento del que
dispongan y su grado de exigencia en cuanto a la calidad y cantidad (mdximo rendimiento, pureza y
funcionalidad) de los productos a obtener.
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1. INTRODUCCION

El procedimiento general de extraccion de acidos nucleicos consiste en tres etapas consecutivas:
disgregacion de las células o tejidos (lisis celular), inactivacion de las nucleasas intracelulares y en
separacion de los acidos nucleicos de los demas componentes celulares.

La lisis celular depende en gran medida del tipo de muestra que se va a procesar. Mientras que en
muestras como sangre, células, ciertos tipos de tejidos o saliva puede alcanzarse una eficiente lisis
celular en tiempos relativamente cortos, en otros tipos de muestras como tejidos incluidos en parafina
la lisis celular requiere un tratamiento previo mucho mds laborioso.

1.1. LISIS CEULAR.

Durante la lisis celular se procede a la destruccion de las estructuras formadas por lipidos y
proteinas permitiendo la liberacion de los acidos nucleicos del ntcleo celular. La lisis se lleva a cabo
mediante una solucién salina que suele contener detergentes que desnaturalizan las proteinas y/o
proteasas. Una vez separados los acidos nucleicos de las proteinas y lipidos se lleva a cabo su
purificacion.

1.2. PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Los métodos de purificacidon presentan una gran variabilidad y estdn desarrollados en funcién de
las propiedades fisico-quimicas de las moléculas de ADN y ARN. Algunos de estos métodos de
extraccion y purificacion utilizados en los biobancos integrados en la Red Nacional de Biobancos del
ISCIIl y descritos con mayor detalle a lo largo de esta guia de trabajo, se resumen a continuacion:

1.2.1. Precipitacion mediante sales y alcoholes:

Tras la lisis celular y la eliminacién de las proteinas de la muestra, se precipitan los dcidos nucleicos
afiadiendo isopropanol o etanol. Este método permite la obtencion de ADN de gran pureza y presenta
la ventaja de que las soluciones utilizadas son muy seguras para la salud del personal técnico que
realiza la extraccion.

1.2.2. Extraccidn con solventes organicos:

En este protocolo el lisado celular se mezcla con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico para la
separacién de los acidos nucleicos y las proteinas. Este método permite obtener un alto rendimiento
pero es frecuente que restos de solventes orgdnicos contaminen la muestra. Ademas, el uso de estas
sustancias toxicas para la salud hace necesario que todo el proceso se lleve a cabo en una campana de
extraccioén de productos quimicos.

1.2.3. Adsorcién en columna de silice:

En presencia de ciertas sales los acidos nucleicos quedan retenidos por adsorcién en columnas de
silice. Posteriormente las columnas se lavan con soluciones salinas que eliminan las particulas que no
se han unido y finalmente los acidos nucleicos son eluidos con agua o una solucidon con una baja
concentracion de sales.

1.2.4. Separacién magnética:

En este método las muestras lisadas se mezclan con esferas magnéticas con capacidad de unirse a
los acidos nucleicos. Tras una serie de lavados para conseguir la maxima purificacion del material
genético las esferas son retiradas de la solucién mediante un separador magnético.

Referencias:
-Nucleic Acid Isolation and Purification Manual. www.roche-applied-science.com.
-DNA Isolation Methods. World of Forensic Science, 2006. Gale Cengage.
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2.- PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO.

La elaboracién de esta guia de trabajo se ha realizado teniendo en cuenta la informacién aportada
por varios de los biobancos integrados en la Red Nacional del ISCIll referente a los protocolos
utilizados para la extraccién de ADN gendmico.

Estos protocolos se han clasificado en funcién de su principio de actuacién para la obtencién de
muestra. Se ha desarrollado para cada método un protocolo general que refleja las lineas de
procesamiento comunes en todos los protocolos utilizados en los biobancos con este principio de
actuacidn. Teniendo en cuenta que los protocolos utilizados en los biobancos pueden presentar
particularidades se recomienda seguir las especificaciones propias de cada protocolo. Para cada uno
de los métodos se describe el alcance asi como el rendimiento y calidad de las muestras de ADN
obtenidas.

El alcance definido en cada método sefiala para qué tipo de muestras se utiliza este protocolo en los
biobancos que han participado en la elaboracidn de esta guia

El rendimiento indica el valor obtenido aportado por los datos experimentales de los diferentes
biobancos que los utilizan.

La calidad de las muestras obtenidas esta determinada por la pureza, integridad y funcionalidad de
las mismas.

Pureza:

La pureza de la muestra estd relacionada con el valor de mdaxima absorbacia de los acidos
nucleicos detectada a una longitud de onda de 260 nm.

La relacién de las absorbancias A260/A280 permite conocer si el ADN obtenido esta
contaminado por la presencia de compuestos aromaticos ya que éstos absorben a una longitud de
onda de 280 nm. Esta relacion es muy estable y en general se considera que el ADN es de calidad
Optima cuando la relacion 260/280 es mayor de 1.8.Una relacion A260/280 > 2.1 es indicativa de
una presencia considerable de ARN en la muestra. Por el contrario, si esta relacién es baja
(A260/280 < 1.6) la muestra estd contaminada por proteinas o fenoles. En el caso de
contaminacion por proteinas sera necesario llevar a cabo un tratamiento adicional para eliminar
las proteinas presentes en la solucion de ADN (por ejemplo, adicién de proteinasa K). Si la
contaminacion se debe a la presencia de fenoles es necesario limpiar la muestra con cloroformo,
alcohol isoamilico y etanol.

La relacién de absorbancia A260/230 se utiliza como medida adicional para determinar la
pureza del ADN puesto que a 230 nm se detecta la maxima absorbancia de sales presentes en la
solucién, carbohidratos u otros posibles contaminantes. En general se considera que el ADN es
puro cuando el ratio A260/230 se sitla en torno 1.5-2.2. Un ratio menor de 1.5 podria ser
indicativo de presencia de contaminantes en la muestra. No obstante, hay que tener en cuenta que
esta medida no aporta una informacidn tan exacta como la relacién A260/280 y que puede verse
distorsionada por una baja concentracion de ADN en la muestra puesto que se estaria
sobrevalorando la concentracion de sales presentes en el tampdn de resuspension.

Integridad:

La electroforesis en gel de agarosa al 0,7% (p/v), permite la valoracién de la integridad de la
muestra de ADN. Si una muestra es integra presentara una banda de ADN unica perfectamente
definida en la parte superior del gel de agarosa. Una muestra de ADN degradada presentara una
estela o “smear” a lo largo del gel que serd mas pronunciada cuanto mayor sea la degradacién de
la muestra.

Funcionalidad:

El hecho de que una enzima de tipo ADN polimerasa pueda actuar sobre una muestra de ADN
como molde de la reaccion de PCR es indicativo de que la pureza de la muestra es éptima. Ademas,
dependiendo del tamafo del fragmento amplificado se puede evaluar el grado de integridad de la
muestra.
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Al final del documento se incluyen como anexos dos tablas en las que se refleja el rendimiento y la
calidad de las muestras obtenidas con cada uno de los protocolos utilizados en los distintos centros
qgue han participado en la elaboracion de esta guia.

Tabla 1. Se muestran los datos del_rendimiento obtenido con cada protocolo para cada tipo
de muestra.

Tabla 2. Se muestran los datos referentes a la_calidad obtenida con cada protocolo para cada
tipo de muestra. Para cada muestra se indican los datos correspondientes a la pureza (P),
integridad (I) y funcionalidad (F) del ADN una vez purificado.

2.1- METODO DE PRECIPITACION POR SALES.

2.1.1. Principio.

En primer lugar se procede a una lisis celular con un detergente anidnico que solubiliza los
componentes celulares e inhibe la accidn de las nucleasas intracelulares. A continuacion se
desnaturalizan y se eliminan las proteinas por precipitacion salina. EI ADN en solucidn se precipita con
isopropanol y se lava con etanol para finalmente ser resuspendido en un tampdn estabilizante para
ADN.

2.1.2. Alcance.

Este método se utiliza para la obtencién de ADN de los siguientes tipos de muestra:

Sangre periférica: volimenes de entre 3 ml hasta 20 ml (las cantidades de reactivos de este métodos
son escalables en funcién del volumen de muestra).

Células mononucleares de sangre periférica (CMSPs): las preparaciones de CMSPs pueden tener un
volumen variable de entre 0,1-2 ml de medio y pueden ser procesados entre 1y 3x 10’ células.

Células: el nimero de células que puede ser procesado depende del tipo celular y del modo de
obtencion de las células (p.ej: cultivos celulares, células purificadas por citometria de flujo, ...). En
cualquier caso, puede procesarse un amplio rango de células, desde 1 x10° hasta 50 x10°, siempre y
cuando se escalen proporcionalmente las cantidades de soluciones de reactivos.

Saliva: pueden procesarse 2 ml de saliva mezclados con 2 ml de preservante Oragene®.

Tejidos: se pueden procesar cantidades muy variables de tejido desde 5 mg a 1 g de tejido fresco
congelado. Este protocolo también puede ser aplicado para la obtenciéon de ADN de tejido fijado en
formol e incluido en parafina (abreviado como FFPE del inglés “formaline-fixed paraffin-embedded”).

2.1.3 Protocolo General.

Paso 1. Se afiade solucidn de lisis a la muestra. En este paso es necesario asegurar una lisis celular
eficiente, por lo que si la muestra se observa homogénea se puede continuar con el paso
siguiente del protocolo; por el contrario, si se observa la presencia de cuerpos celulares en
la solucidon se recomienda una incubacién a 372C o 652C hasta una homogeneizacion
completa de la muestra. En cualquier caso, las muestras son estables en solucion de lisis
durante al menos 2 afios a temperatura ambiente, de modo que el proceso puede pararse
en este paso, manteniendo las muestras en oscuridad, y continuar en dias posteriores.

Paso 2. Si se pretende obtener una muestra libre de ARN se procede a la adicion de RNAsa con una
incubacion a 379C de entre 15- 45 min. Este paso no es necesario en muestras de sangre
periférica en las que la contaminacién por ARN es practicamente indetectable. Si que es
aconsejable en otro tipo muestras como células, saliva o tejidos. No obstante, la cantidad de
RNAsa a afiadir es proporcional al tipo y cantidad de muestra de partida, recomendandose
seguir las indicaciones del protocolo especifico correspondiente para cada tipo de muestra.

Paso 3. Se afiade una solucidn salina que permite la precipitacién de las proteinas citoplasmaticas y
nucleares de la muestra. Se procede a una agitacion vigorosa de la muestra (con vortex)
durante 20-30 segundos. A continuacidn, se lleva a cabo una centrifugacion a la velocidad
y tiempo necesarios para asegurar la precipitacion total de las proteinas. Las proteinas
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precipitadas se observaran en el fondo del tubo como un botdon de color marrén. El
sobrenadante debe observarse sin turbidez o presencia de particulas o trazas de color
marrén; si no fuese asi, debe procederse a una incubacion de la muestra durante 5
minutos en hielo repitiendo de nuevo la centrifugacion.

Paso 4. El sobrenadante que contiene el ADN en solucidn se transfiere a un nuevo tubo con
isopropanol. La muestra se mezcla con el isopropanol invirtiendo el tubo suavemente
aproximadamente 50 veces. En este paso se puede observar la aparicion de la hebra de
ADN. No obstante, la observacién de esta hebra va a depender de la cantidad de muestra
de ADN procesada.

Paso 5. Se procede a la centrifugacién de la muestra para precipitar el ADN en el fondo del tubo. El
ADN se observara como un precipitado de color blanquecino.

Paso 6. Con mucho cuidado, se elimina el sobrenadante por decantacién y el tubo con el
precipitado de ADN se coloca invertido sobre una hoja limpia de papel absorbente para
eliminar al maximo el remanente de isopropanol.

Paso 7. Se afiade Etanol al 70%, se tapa el tubo y se invierte con suavidad varias veces para lavar el
precipitado de ADN.

Paso. 8. La muestra se centrifuga y el etanol se elimina por decantacién o extraccion mediante
punta de pipeta (con mucho cuidado puesto que el ADN puede despegarse del fondo del
tubo). Debemos asegurarnos de que el precipitado de ADN sigue observandose en el
fondo o en las paredes del tubo.

Paso 9. El exceso de etanol se elimina mediante inversién del tubo sobre una hoja limpia de papel
absorbente o dejando secar el tubo al aire durante unos minutos hasta que no se
observen restos de etanol. No obstante, es importante evitar que el precipitado quede
demasiado seco porque de este modo se dificulta su posterior resuspension.

Paso 10. Se procede a la hidratacion del ADN con una solucidon tamponada adecuada, o bien con
tampodn TE (Tris HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM) o agua estéril.

Paso 11. Se recomienda realizar una incubacion durante aproximadamente 1 hora a 652C para
facilitar la resuspension del ADN. Tras esta incubacion, el ADN en solucién se deja
agitando a temperatura ambiente hasta que se comprueba con punta de pipeta que el
ADN se encuentra completamente resuspendido, sin presencia de grumos o restos
viscosos en la solucién.

Nota: las cantidades de las diferentes soluciones utilizadas en este protocolo pueden variar
dependiendo del tipo y cantidad de muestra de partida. Dado que se utilizan diferentes kits
basados en el método de precipitacion por sales se recomienda seguir las instrucciones
especificas de cada kit respecto a cantidades de reactivos, los tiempos de incubacién asi como
los tiempos y velocidades de centrifugacion indicados de forma especifica para cada tipo de
muestra.

2.1.4. Especificaciones para Diferentes Tipos de Muestra.

Muestras de sangre total: para este tipo de muestras es necesaria la realizacidn previa de una lisis
selectiva de glébulos rojos.

Para ello se afiaden tres volimenes de una solucion de lisis de gldbulos rojos al volumen inicial de
sangre total a lisar. La muestra se mezcla por inversion y se deja actuar durante 5 minutos invirtiendo
el tubo con suavidad varias veces durante la incubacion. Si la muestra se ha lisado completamente se
observara un cambio de color hacia una tonalidad bastante mas oscura. Posteriormente se procede a
una centrifugacién para precipitar los leucocitos de la muestra que quedan pegados en el fondo del
tubo mientras que el sobrenadante que contiene los glébulos rojos lisados se elimina por decantacion.
Es conveniente dejar un pequeiio volumen de liquido residual de 200-400 pl para resuspender los
leucocitos mediante un vigoroso vértex de aproximadamente 20 segundos. A continuacion, se procede
a la lisis celular de los leucocitos correspondiente al paso 1 del protocolo general descrito
anteriormente.
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Esta lisis adicional de eritrocitos también puede realizarse sobre muestras de células mononucleares
de sangre periférica (CMSPs) si se observa presencia de gldbulos rojos en la muestra.

Muestras de saliva: previamente al procesamiento de las muestras de saliva recogidas en un
recipiente con preservante Oragene® se recomienda una incubacidn de la muestra a 502C durante 1-2
horas con objeto de optimizar el rendimiento final de ADN obtenido. Este tiempo de incubacidn puede
incrementarse si se considera necesario para aumentar el rendimiento final de muestra.

Muestras de tejido: las muestras de tejido deben ser homogeneizadas para que las células queden
mas expuestas a la accidén de los reactivos. Existe una gran variedad de métodos de disrupcién de
tejido desde sonicacién, hasta trituradores mecanicos, utilizacion de mortero, adicién de esferas de
vidrio y fuerte agitacién entre otros métodos. En algunos protocolos de extraccion de ADN la solucidon
de lisis celular se afiade una vez homogeneizada la muestra, mientras que en otros la
homogeneizacidén de la muestra se lleva a cabo en la propia soluciéon de lisis. Debido a que el proceso
de disrupcién del tejido conlleva la liberacion de proteasas y otras enzimas involucradas en procesos
de degradacion de distintos componentes celulares, es habitual la utilizacion de inhibidores
enzimaticos para evitar la degradacion celular durante el proceso. Asimismo, trabajar en frio y de una
manera rapida con este tipo de muestras minimiza el riesgo de degradacién enzimatica.

En el caso de preparaciones de tejidos FFPE es necesario eliminar la parafina de la muestra en el
mayor grado posible previamente a la extraccion de ADN. Para ello se realizan lavados de la muestra
con xilol (o algln otro tipo de solucion de desparafinacién) y etanol.

Nota: las especificaciones indicadas son comunes a todos los métodos de extraccion de ADN que se
describen en esta guia de trabajo

2.1.5. Listado de los Protocolos basados en Precipitacidn por Sales.

Estos protocolos son utilizados por Biobancos participantes en el desarrollo de esta guia.

-Miller SA, Dykes DD, Polesky HF (1988). A simple salting out procedure for extracting DNA from
human nucleated cells. Nucleic Acids Res 16:1215.

-Gentra® Puregene® Handbook for purification of archive-quality DNA from: human whole blood,
bone marrow, buffy coat, buccal cells, body fluids, cultured cells, tissue, mouse tail, yeast, bacteria.
Qiagen. (Hilden, Germany). www. giagen.com.

-Quiagen Genomic DNA Handbook for blood, cultured cells, tissue, mousse tails, yeast, bacteria.
Qiagen. (Hilden, Germany). www. giagen.com.

-Flexigene® DNA Handbook for purification of DNA from: human whole blood, buffy coat, cultured
cells. Qiagen. (Hilden, Germany). www. giagen.com.

-RealPure “SSS” kit. Durviz s.l.u (Valencia, Espafia). www. durviz.com.

-DNA Isolation Kit for Mammalian Blood. Roche. (Basel, Switzerland). www.roche.com.

-Tissue DNA Extraction kit-AGF. AutoGen. (Massachussetts, USA). www. autogen.com.

-Oragene DNA Saliva Extraction-AGF. AutoGen. (Massachussetts, USA). www. autogen.com.

2.1.6. Rendimiento.

El rendimiento esperado para cada uno de los protocolos anteriores es el siguiente:

-Miller et al., (1988): el rendimiento esperado es de aproximadamente 25 pug ADN/ ml de sangre
total.
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-Gentra® Puregene® Handbook: el rendimiento obtenido en muestras de sangre total oscila entre
25-50 pug ADN/ ml de sangre, estableciéndose el rendimiento medio en torno a 35 ug ADN/ ml de
sangre.

En muestras de saliva el rendimiento medio se sitla alrededor de 55 pug ADN /ml de saliva siempre y
cuando se haya recogido la cantidad de saliva adecuada (= 2ml) en el contenedor correspondiente.

En muestras de células el rendimiento es de entre 5y 7 ug ADN/ 10° células, aunque este valor
puede resultar muy variable dependiendo del tipo celular.

-Qiagen Genomic DNA Handbook: el rendimiento obtenido esta en el rango de 25-35 ug ADN/ ml de
sangre.

-Flexigene® DNA Handbook: el rendimiento medio obtenido es de aproximadamente 37 ug ADN/ ml
sangre y en torno a 13 pg ADN/ 10° células en muestras de células mononucleares de sangre
periférica.

-RealPure “SSS” kit: el rendimiento obtenido oscila entre 15-45 pg ADN/ ml de sangre,
estableciéndose el rendimiento medio en torno a 35 ug ADN/ ml de sangre.

-DNA Isolation Kit for Mammalian Blood: el rendimiento obtenido oscila entre 2-5 pg ADN/ 10°
células (generalmente se estima que 1 ml de sangre total contiene una media de 7x 10° leucocitos).
Este kit también se ha utilizado con muestras de médula dsea obteniéndose un rendimiento similar al
de sangre.

-Tissue DNA Extraction kit-AGF: el rendimiento medio obtenido para tejido fresco congelado es de
aproximadamente 3,5 ug ADN/ mg tejido.

En tejido fijado y parafinado el rendimiento medio se estima en torno a 30 ug ADN/ 3 cortes de
tejido de 8 um. Estas cantidades pueden resultar muy variables dependiendo del tipo de tejido
procesado.

-Oragene DNA Saliva 2 Extraction-AGF: el rendimiento medio es de aproximadamente 140 ug ADN/
ml de saliva.

2.1.7. Calidad de las Muestras

Pureza:

La pureza del ADN obtenida con el método de precipitacién por sales es muy alta alcanzandose
valores de absorbancia para la relacion A260/280 superiores a 1.8 en la mayoria de los casos para
todos los tipos de muestras referidos anteriormente.

La relacién A260/230 alcanza valores mayores a 1.5 y cercanos a 2.0 en la mayoria de los casos
(incluidas muestras de tejidos fijados y parafinados). Sin embargo, en muestras de saliva se ha
observado una relacion inferior a 1.5 en algunos casos, sin que se vea afectada la integridad o
funcionalidad de la muestra.

Integridad:

Las muestras de ADN obtenidas con este protocolo se pueden considerar muestras de una integridad
muy alta puesto que habitualmente se observan como una Unica banda definida en gel de agarosa.
Como excepciones hay que sefalar: 1) muestras de saliva, puesto que en algunos casos puede
observarse un leve “smear” a lo largo de la carrera junto con la presencia de una banda integra
mayoritaria en la parte superior del gel, y 2) muestras de ADN procedentes de tejidos fijados y
parafinados en las que se observa un pronunciado “smear” a lo largo del gel de agarosa.

Funcionalidad:

En la mayor parte de los protocolos utilizados las muestras permiten la amplificacion de un
fragmento de ADN de gran tamafio (> 17 kb). En las muestras de ADN obtenidas con el método
descrito por Miller et al., (1988) se ha comprobado la amplificacion de fragmentos de 8,4 kb que
permiten una buena secuenciacion del ADN. La funcionalidad de las muestras de ADN obtenidas con el
protocolo Tissue DNA Extraction kit-AGF se ha comprobado mediante la amplificacién de fragmentos
de 795 pb, 453 pb y 227 pb tanto en tejido fresco congelado como en tejido fijado y parafinado.
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2.2.- METODO DE EXTRACCION DE ADN CON SOLVENTES ORGANICOS.

2.2.1. Principio.

Este protocolo permite la purificacion de ADN mediante la adicién de fenol y cloroformo lo que da
lugar a la aparicidon de 2 fases: una fase acuosa superior que contiene los acidos nucleicos y una fase
organica que contiene las proteinas disueltas en el fenol y los lipidos disueltos en el cloroformo. Para
la purificacion de ADN el fenol debe tener un pH=7-8. Posteriormente se precipita el ADN de la fase
acuosa con isopropanol o etanol absoluto y se lava con etanol al 70% para eliminar sales y pequefias
moléculas organicas que podrian auln estar presentes en la muestra. Por Ultimo el ADN se resuspende
en un tampon apropiado.

2.2.2. Alcance

Este método puede ser utilizado para la obtencién de ADN de diferentes tipos de muestra como
sangre periférica, células o tejidos. En los biobancos integrados en la Red Nacional del ISCIIl este
método se aplica para la obtencién de ADN a partir de sangre y tejido fresco congelado.

2.2.3. Protocolo General.

Paso 1. Se procede al lisado celular de la muestra. La lisis se lleva a cabo en funcién del tipo de
muestra que se va a procesar pero es necesario que antes de la adicion del fenol la lisis sea
completay el lisado resultante sea homogéneo.

Paso 2. Se afiade un volumen de fenol al volumen de lisado y la mezcla se agita por inversion del
tubo unos 20 segundos.

Paso 3. La muestra se centrifuga a 12,000 g durante 3 minutos. Tras la centrifugacion se observan
dos fases: la fase acuosa superior y la fase orgdnica. La interfase entre ambas se observa
como una capa blanquecina que ird disminuyendo de espesor a medida que la muestra se
encuentre mas limpia de proteinas y contaminantes.

Paso 4. La fase acuosa que contiene el ADN se transfiere a un tubo limpio con cuidado de no tocar la
interfase ni la fase organica que son desechadas. A la fase acuosa se le afiade un volumen
idéntico de una solucién combinada de fenol y CIA en proporcién 1:1. La mezcla se
homogeniza por agitacion.

Paso 5. La mezcla se centrifuga de nuevo a 12,000 g durante 3 minutos. De nuevo se forman las dos
fases si bien debe apreciarse una reduccion considerable de la interfase. Los pasos 4 y 5
deben repetirse si la interfase aun aparece visible.

Paso 6. La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo y se mezcla con un volumen de cloroformo (el
cloroformo secuestra los restos de fenol que hayan quedado en la muestra). La fase acuosa
y el cloroformo se mezclan por inversion unos 20 segundos.

Paso 7. Se realiza una centrifugacion a 12,000 g durante 3 minutos. La fase acuosa se precipita en un
tubo limpio con 2 volumenes de isopropanol. La incubaciéon durante 5-10 minutos de la
mezcla, aunque es opcional, puede favorecer la precipitacion del ADN.

Paso 8. Se realiza una centrifugaciéon a 12,000 g durante 10 minutos para precipitar el ADN. Se
desecha el isopropanol y el precipitado de ADN debe observarse en el fondo del tubo.

Paso 9. El precipitado se lava con 500 pl de etanol al 70%. La muestra se centrifuga a 12,000 g
durante 10-15 min. Opcionalmente se puede realizar un segundo lavado con etanol para
maximizar la purificacion de la muestra.

Paso 10. Se elimina el etanol y se deja secar el precipitado de ADN. Finalmente el ADN es
resuspendido en un volumen adecuado de tampdn TE o agua destilada.

Nota: solucion CIA: mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcién 24:1
tampon TE : Tris HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM

2.2.4. Especificaciones para distintos Tipos de Muestra

(Ver epigrafe con el mismo titulo en el apartado 2.1.4. descrito en la paginas 7 y 8 de esta guia).
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2.2.5. Protocolo de Solventes Organicos que se ha Utilizado en el Desarrollo de esta Guia.

Sambrook, Fritsch, Maniatis (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd Edition. Vol. 3,
pages E3-E4. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

2.2.6. Rendimiento.

El rendimiento obtenido con este protocolo en muestras de sangre total se sitla en torno a 30-70 ug
ADN/ ml de sangre. En tejidos el rendimiento resulta mucho mas variable dependiendo del tipo de
tejido y de la cantidad de muestra de partida. No obstante, la extraccidon con solventes orgdnicos
permite obtener un rendimiento muy alto de ADN por lo que es un método indicado cuando la
cantidad de muestra de partida es limitada.

2.2.7. Calidad de las Muestras.

Pureza: cuando se utiliza este método de extraccion de ADN es determinante trabajar con mucho
cuidado para evitar la contaminacién de la solucién de ADN por restos de fenol o cloroformo. La
aparicién de restos de fenol o cloroformo pueden afectar a las relaciones de absorbancia indicativas
de la pureza de la muestra.

La muestras obtenidas con este método presentan una relacion A260/280 con valores en torno a
>1.7, aunque es relativamente frecuente observar en la relacién A260/230 valores inferiores a 1.5.

Integridad: las muestras se observan como una banda definida en la parte superior del gel de
agarosa tras la migracién electroforética indicando una integridad éptima del ADN.

Funcionalidad: la mayoria de las muestras obtenidas con este método son capaces de amplificar
mediante reaccion de PCR fragmentos de ADN de gran tamafio (> 17 kb). En aquellas muestras en las
que no se amplifican bandas >17 kb, es posible amplificar fragmentos de ADN de un tamafio
aproximado de 7 kb.

2.3- METODO DE ADSORCION EN COLUMNAS DE SiLICE.

2.3.1. Principio.

El principio de extraccion de este tipo de método se basa en la capacidad de adsorcion de los acidos
nucleicos en una columna de silice ante la presencia de altas concentraciones de sales caotrdpicas. Los
contaminantes de la muestra son eliminados con posteriores lavados de la columna y finalmente el
ADN es eluido con H,0 o un tampdn de resuspensién de baja fuerza idnica a pH neutro o ligeramente
alcalino.

2.3.2. Alcance.

Cuando se utiliza una columna para la purificacion de acidos nucleicos es importante no saturar la
capacidad de la columna de unir acidos nucleicos debido a un exceso de muestra. De hecho, el
rendimiento y la calidad del ADN (o ARN) obtenido con este método depende en gran medida de la
cantidad y calidad de la muestra de partida.

Este método puede ser utilizado para la obtencidon de ADN de los siguientes tipos de muestra:

Sangre periférica: existen kits con columnas de silice con diferentes capacidades de retencion de tal
manera que se pueden procesar volimenes que oscilan entren 0,02 mly 10 ml de sangre.

Células mononucleares de sangre periférica (CMSPs): las preparaciones de CMSPs pueden tener un
volumen variable puesto que se pueden procesar desde 5x 10° leucocitos hasta cantidades de 1x10°
leucocitos, siempre y cuando se opte por el kit con la capacidad de carga de la columna mas adecuado
a la cantidad de muestra de partida.

Células: el numero de células que pueden ser procesadas depende en gran medida del tipo celular,
por lo que si se utiliza este método por primera vez, se recomienda no cargar la columna con mds de
7
1x10° células

Saliva: muestras recogidas en torundas o en recipiente con preservante Oragene®.
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Tejidos

para tejido fresco congelado se aconseja no superar los 25 mg de muestra por columna

aunque la cantidad de partida depende mucho del tipo de tejido que se va procesar. Tejidos fijados y
parafinados también pueden ser procesados por este método previa desparafinacion de la muestra. Si
es la primera vez que se procesa una muestra de tejido FFPE se aconseja no utilizar mas de 3 cortes de
un grosor de 10 pm.

2.3.3. Protocolo General.

Paso 1.

Paso 2.

Paso 3.

Paso 4.

Paso 5.

Paso 6.

En primer lugar se lleva a cabo la lisis de la muestra. En este proceso de lisado es habitual la
adicion de proteinasa K a la muestra seguido de una incubacidn con calor hasta que se
completa la lisis (no debe observarse presencia de cuerpos celulares). Puesto que no todos
los kits desarrollados con esta técnica funcionan de la misma manera se aconseja seguir las
instrucciones especificas de cada kit para el tipo concreto de muestra que se vaya a
procesar

Si se desea obtener una muestra libre de ARN se debe afiadir RNAsa a la solucién de lisado.
En muestras de sangre la contaminacién por ARN resulta despreciable por lo que éste es un
paso que habitualmente no se lleva a cabo. En otros tipos de muestra donde la presencia de
ARN puede ser alta se recomienda afiadir RNAsa siguiendo las indicaciones del kit que vaya
a ser utilizado.

Se afiade a la muestra una solucidn de unién de 4cidos nucleicos a la columna. Puede ser una
solucién provista por el kit o etanol absoluto. La mezcla se aplica a la columna de silice que
se encuentra adaptada a un tubo vacio y mediante centrifugacion el ADN queda retenido en
la columna mientras que las proteinas y otros contaminantes de la muestra son arrastrados
con la solucién de lisado al tubo.

Sobre la columna, que se ha transferido a un nuevo tubo, se afiade una solucién de lavado
para eliminar el resto de contaminantes de la muestra que son arrastrados en esta solucion
por centrifugacion. Este paso suele repetirse dos veces para asegurar una buena pureza de
la muestra.

Se transfiere la columna a un nuevo tubo y se lleva a cabo una nueva centrifugacion a la
maxima velocidad posible (durante 1-2 minutos) para asegurar una eliminacién completa de
los restos de la solucion de lavado de la columna previamente a la elucién del ADN.

La columna se transfiere a un nuevo tubo con tapay se lleva a cabo la separacién del ADN de
la columna de silice afiadiendo H,0 o un tampdn de baja fuerza idnica. El tampdn de
resuspension debe aplicarse en el centro de la columna y con un volumen suficiente para
asegurar que se reparte uniformemente por toda la superficie de silice. Se aconseja un
tiempo de incubacion de la columna con el tampdn de resuspension de 4-5 minutos para
aumentar el rendimiento de ADN. Por ultimo, se realiza una centrifugacion que permite la
coleccién del ADN en solucion en el tubo y se desecha la columna.

Nota: si aplicamos el volumen de resuspensidon minimo para asegurar su reparto por toda la
columna, la solucién de ADN obtenida resultarda mas concentrada. Por el contrario, si se
desea un volumen mayor de solucion de ADN la muestra estara mas diluida. Si se desea
obtener una cantidad intermedia de ADN en una solucién que no resulte demasiado diluida
se puede realizar la elucion de la columna dos veces, cada una de ellas con la mitad del
volumen de resuspension final de la muestra. Por ejemplo, si se quiere realizar la elucidn
con 100 pl finales se llevara a cabo una primera elucién con 50 pl y tras la centrifugaciéon de
la muestra, manteniendo la columna en el mismo tubo, se llevara a cabo un segundo paso
de elucidn con otros 50 pl de solucion de resuspension.

2.3.4. Especificaciones para Diferentes Tipos de Muestra.

(Ver epigrafe con el mismo titulo en el apartado 2.1.4. descrito en la pagina 7 y 8 de esta guia).

2.3.5Listado de los Protocolos basados en Adsorcion en Columnas de Silice.

Estos protocolos son utilizados por Biobancos participantes en el desarrollo de esta guia.
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-Manual PerfectPure™ DNA Blood Kit. For genomic DNA purification from whole blood and buffy
coat samples. 5Prime. (Hamburg, Germany & Gaithersburg, USA). www. 5Prime.com.

-Genomic DNA from Blood. Macherey-Nagel. (Diiren, Germany). www. mn-net.com.

-QiAamp®DNA Mini and Blood Mini Handbook for DNA purification from whole blood, plasma,
serum, buffy coat, lymphocytes, dried blood spots, body fluids, cultured cells. swabs, tissue. Qiagen.
(Hilden, Germany). www. giagen.com.

-QlAamp® DNA FFPE Tissue Handbook for purification of genomic DNA from formalin-fixed,
paraffin-embedded tissues. Qiagen. (Hilden, Germany). www. giagen.com.

2.3.6. Rendimiento.

El rendimiento esperado para cada uno de los protocolos utilizados es el siguiente:

-Manual PerfectPure™ DNA Blood Kit: el rendimiento obtenido oscila entre aproximadamente 25-
40 pug ADN/ ml sangre.

-Genomic DNA from Blood: con este protocolo se alcanza un rendimiento medio de
aproximadamente 30 ug ADN/ ml de sangre.

-QlAamp®DNA Mini and Blood Mini Handbook: para muestras de sangre este método permite
obtener un rendimiento de 25-35 ug ADN/ ml de sangre.

Para muestras de saliva extraidas con preservante Oragene® se obtiene un rendimiento de 15-25 ug
ADN/ ml de saliva. Para muestras de saliva obtenidas por torunda se obtienen alrededor de 15-25 pg
ADN/ torunda.

En muestras de células se han obtenido valores en torno 1,5-5 yug ADN/ 10° células; la extraccion de
ADN a partir de células fijadas en solucién de Carnoy (etanol absoluto, cloroformo, acido acético
glacial en proporcién 6:3:1) ha permitido obtener cantidades de 1-4 pg ADN/ 10° células.

Para muestras de tejido el rendimiento esperado es de en torno a 0,2-1,2 ug ADN/ mg de tejido,
aunque este valor depende mucho del tipo y cantidad de la muestra de tejido que se procese.

Este método también se ha utilizado con una pequefia porcién de coagulo (= 200 ul) como muestra
de partida obteniéndose un rendimiento de aproximadamente 20 pg por extraccion.

-QlAamp® DNA FFPE Tissue Handbook: se han obtenido valores de 37 ug ADN/ mg de tejido y de 25-
35 ug de ADN/ bloque de 10 pm de grosor aunque como es habitual en tejidos estas cantidades
dependen en gran medida del tipo de muestras y de la cantidad y calidad de la muestra de partida.

2.3.7. Calidad de las Muestras.

Pureza: este método permite obtener muestras de una gran pureza. Si bien la composicién de las
distintas soluciones empleadas conlleva una considerable variabilidad de la relacion A260/230.

Las muestras obtenidas con este método presentan una relacion A260/280 >1.7 salvo cuando se
obtiene ADN a partir de células fijadas en solucién de Carnoy en las que el valor medio A260/280 se
observa en torno a 1.65. La relacion A260/230 presenta valores >1 en la mayoria de los casos.

Integridad: las muestras obtenidas a partir de sangre, células y tejido fresco congelado presentan
una integridad muy alta con la presencia de una banda de ADN definida en la parte superior del gel de
agarosa. En muestras de ADN procedente de saliva y células fijadas con solucién de Carnoy, es
frecuente la aparicidén de un “smear” en la muestra, si bien la banda en la parte superior del gel sigue
siendo predominante. En muestras obtenidas a partir de tejidos FFPE se observa un “smear”
pronunciado a lo largo del gel de agarosa reflejando una mayor degradacién del ADN.

Funcionalidad: las muestras que presentan una banda definida en la parte superior del gel de
agarosa son capaces de amplificar por una reaccion de PCR un fragmento > 17.5 kb. En muestras de
ADN de saliva o de células fijadas en medio de Carnoy no siempre se logra amplificar fragmentos >17.5
kb. No obstante, en la mayoria de los casos se logra amplificar fragmentos de ADN de
aproximadamente 5- 7 kb. No se ha comprobado mediante PCR la funcionalidad de muestras de tejido
fresco congelado, aunque dado que tanto la integridad como la pureza obtenidas con este tipo de
muestras son altas, probablemente se logren amplificar por PCR fragmentos de ADN de gran tamafio.
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Las muestras procedentes de tejidos FFPE suelen amplificar fragmentos de aproximadamente 300 pb y
se ha comprobado que son funcionales en una reacciéon de gPCR que amplifica fragmentos de 100-150
pb.

2.4- METODO DE PURIFICACION POR UNION A MICROESFERAS MAGNETICAS.

2.4.1. Principio.

Este método utiliza esferas magnéticas cuya superficie esta recubierta con polimeros naturales o
sintéticos que presentan una alta afinidad por los acidos nucleicos. Las esferas magnéticas se afiaden
al lisado de la muestra lo que permite su unién a las moléculas de ADN. Cuando se situa un iman en la
pared del tubo, éste permite el agrupamiento en dicha pared de las esferas con el ADN unido,
mientras que los contaminantes de la muestra en solucién son eliminados por pipeteo o decantacion.
Después de varios ciclos de resuspension y lavado en los que las esferas quedan retenidas por el iman,
el ADN es eluido en un tampén adecuado.

2.4.2. Alcance.
Este método se utiliza para la obtencién de ADN de los siguientes tipos de muestra:
Sangre periférica: pueden procesarse volumenes de entre 5 y 10 ml de sangre periférica.

Células mononucleares de sangre periférica (CMSPs): las preparaciones de CMSPs pueden tener un
volumen variable de entre 0,1-2 ml de medio.

Cultivos celulares: pueden procesarse hasta 1.2 x10’ células.

Liquido amnidtico: pueden procesarse volumenes de entre 1-3 ml.

Saliva: pueden procesarse 2 ml de saliva mezclados con 2 ml de preservante Oragene®.
Tejido fresco congelado: se aconseja no superar los 10 mg de muestra por extraccion.

2.4.3. Protocolo General.

Paso 1. Se afiade tampdn de lisis a la muestra junto con la proteasa reconstituida y se realiza una
incubacidn durante 5 minutos para asegurar que la lisis ya se ha completado. Si se trata de
tejidos, se afiade proteinasa K en una concentracion final de 250 pg/ ml de tampédn de lisis y
se lleva a cabo una incubacién a 562C con agitacion a 600 rpm hasta que la lisis de las
células sea completa. En muestras de saliva con preservante Oragene® no se adiciona el
tampdn de lisis pero la muestra con el preservante se incuba durante toda la noche a 55°C.
El material no lisado puede ser separado mediante una breve centrifugacion.

Paso 2. A la muestra lisada se le afiaden las esferas magnéticas y un tampdn que favorece la union
de las esferas magnéticas con el ADN. Se mezcla bien y se deja en incubacidn durante 5-10
minutos.

Paso 3. Se aplica al tubo que contiene la mezcla de lisado y esferas un separador magnético durante
2-4- minutos de modo que las esferas magnéticas unidas al ADN queden aglutinadas en la
parte del tubo en contacto con el separador magnético y el resto de la solucion es
eliminada.

Paso 4. El tubo se retira del separador magnético y se la afiade un tampdn de lavado. La mezcla se
agita para que todas las esferas sean accesibles al tampdn de lavado.

Paso 5. Se aplica de nuevo el separador magnético durante 1-3 minutos y se elimina el tampdn de
lavado.

Paso 6. Se realizan dos nuevos lavados siguiendo el mismo procedimiento descrito en el paso 5. Al
eliminar el tampdn de lavado en el dUltimo paso no se retira el tubo del separador magnético
de modo que las esferas quedan agrupadas en la parte del tubo en contacto con el
separador.
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Paso 7. Se afiade una nueva solucién de lavado sobre las esferas magnéticas agrupadas y se realiza
una incubacion durante 1 minuto. Tiempos mas prolongados de incubacion o la dispersion
de las bolas magnéticas durante la misma pueden dar lugar a un rendimiento mas bajo
reflejado en la obtencién de una menor cantidad de ADN.

Paso 8. Se elimina la solucién de lavado y se afiade el volumen adecuado de tampdn de resuspension
(también puede utilizarse tampdn TE a pH 8.0 o H,0 a pH 8.0). Se retira el separador para
mezclar bien las esferas con el tampdn de resuspensidon de ADN. La solucién se incuba
durante 10 minutos con agitacién a temperatura ambiente para eluir el ADN de las esferas.
Esta incubacion puede realizarse a 559C para optimizar la elucidn del ADN.

Paso 9. Se aplica el separador magnético al tubo durante aproximadamente 3 minutos para separar
las esferas magnéticas de la suspensidn de ADN. La solucion de ADN se pasa a un tubo
limpio con cuidado de no arrastrar las esferas magnéticas. Si aun se observarse presencia de
esferas magnéticas en las solucidn de ADN se repite de nuevo este Ultimo paso.

2.4.4. Especificaciones para Diferentes Tipos de Muestra.

(Ver epigrafe con el mismo titulo en el apartado 2.1.4. descrito en la pagina 7 y 8 de esta guia).

2.4.5. Listado de Protocolos Basados en Unidn a Esferas Magnéticas

Estos protocolos son utilizados por Biobancos participantes en el desarrollo de esta guia

-Chemagic DNA Blood Kit. Chemagen. (Baesweiler, Germany). www. chemagen.com.

-Chemagic DNA Tissue Kit. Chemagen. (Baesweiler, Germany). www. chemagen.com.

-Chemagic DNA Buffy Coat Kit special. Chemagen. (Baesweiler, Germany). www. chemagen.com.

-Genomic DNA Isolation from 4 ml Saliva. Chemagen. (Baesweiler, Germany). www. chemagen.com.

-Chemagic Amniotic Fluid Kit special. Chemagen. (Baesweiler, Germany). www. chemagen.com.

-Chemagic DNA Cell Kit special. Chemagen. (Baesweiler, Germany). www. chemagen.com.

2.4.6. Rendimiento.

El rendimiento obtenido para muestras de sangre total se sitla en un rango de entre 25y 33 ug
ADN/ ml de sangre. Para células mononucleares de sangre periférica se obtiene un rendimiento
aproximado de 25 pug ADN/ ml de sangre.

Con muestras de saliva se obtiene un rendimiento de aproximadamente 25 ug ADN/ ml de saliva.

Para muestras de cultivos celulares el rendimiento obtenido se sitla en valores de en torno a 8-16 ug
6 s . p .
ADN/ 10° células. Estos valores pueden variar segun el tipo celular que se procese.

En muestras de liquido amnidtico se alcanza un rendimiento en torno a 0,5-3 ug ADN/ ml de
muestra.

Para tejidos frescos se ha observado un rendimiento de alrededor a 2-6 pg ADN/ mg de tejido. El
resultado puede variar en funcién de la naturaleza del tejido que se procese.

2.4.7. Calidad de las Muestras.

Pureza: si se detecta la presencia de esferas magnéticas en la muestra las relaciones de absorbancia
pueden resultar afectadas por lo que se recomienda aplicar de nuevo el separador magnético a la
soluciéon de ADN durante unos 3 minutos para eliminar las esferas que pudiesen quedar en de la
muestra de ADN.

En general con este método las relaciones de absorbancia A260/280 presentan valores entre >1.7 y
2.1. Mientras que en la mayoria de los casos la relacion A260/230 es >1.5.

Integridad: tras la migraciéon del ADN mediante electroforesis se observa una banda definida en Ia
parte superior del gel de agarosa indicativa de una integridad éptima del ADN
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Funcionalidad: la mayoria de las muestras obtenidas con este método permiten la amplificacién de
fragmentos de ADN de elevado tamafo molecular (>17.5 kb) mediante reaccién de PCR.
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Tablas RENDIMIENTO obtenido:

1A. Se muestran los datos del_rendimiento obtenido para cada tipo de muestra con los métodos de extraccion de ADN basados en precipitacién por sales y

extraccién con solventes organicos.

METODOS DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO

PRECIPITACION CON SALES

SOLVENTES
ORGANICOS

Miller etal.(1988)|

Gentra®

Quiagen Genomic

DNA Isolation Kit fol

Tissue DNA Extractior

Oragene DNA Saliva

: ® ugeer
Puregene® DNA Eexsshe (e D 55 Mammalian Blood kit-AGF Extraction-AGF Fenol/ Cloroformo
e =25 pug ADN /ml |= 35 ug ADN /ml | 25-35 pg ADN/ mi| =37 pg ADN/ ml |~35 pg ADN /mide| 2-5 pg ADN/ 10° 30-70 pg ADN/ ml de
sangre periférica 2
de sangre de sangre de sangre. sangre sangre células sangre
CMSPs =13 p’g ADN/ 10°
células
células 57 ug’ADN/:LOG
células
é médula ésea 2-5 g ADN/ 168
- células
m células fijadas en
o Camoy
E saliva =55 g A!DN /ml =140 pg @N/mlde
w de saliva saliva.
(a] = .
o tejido fresco =3,5 ug‘ADN/ mg muy variable
- congelado tejido
': tejidos FFPE ~ 30 pug ADN/ 3corte:
de 8 um

liquido amniotico

coagulo

.
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1B. Se muestran los datos del rendimiento obtenido para cada tipo de muestra con los métodos de extraccion de ADN basados en adsorcidn en columnas de silice y unién
a esferas magnéticas.

METODOS DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO

ADSORCION EN COLUMNAS DE SiLICE

UNION A ESFERAS MAGNETICAS

TIPO DE MUESTRA

Manual PerfectPure™ | Genomic DNA from QiAamp®DNA Mini QlAamp® DNA FFPE Chemagic DNA Chemagic DNA Buffy Coat Kit Genomic DNA Isolation| Chemagic Amniotic Chemagic DNA
DNA Blood Kit Blood and Blood Mini Tissue Blood Kit Tissue Kit special from Saliva Fluid Kit special Cell Kit special
sangre periférica | 25-40 ug ADN/ mi sangre |= 30 ug ADN/ mi de sangre| 2> 3> M8 ADN/ml de 25-33 pg ADN/ ml de
sangre sangre
CMSPs =25 ug ADN/ ml de
sangre
6
células 1,5-5 ug ADN/ 10° células 816 g ADN/ 10
células
médula ésea

células fijadas en

1-4 pg ADN/ 10° células

Carnoy
15-2 D |
saliva 5-25 ug ADN/ml 0 =25 pg ADN/ ml de saliva
torunda
tejido fresco 0,2-1,2 ug ADN/ mg de 2-6 ug ADN/ mg de
congelado tejido tejido
=37 ug ADN/ m,
tejidos FFPE He ADN/ mg
25-35 ug ADN/ 10 pg
el ] 0,5-3 ug ADN/ ml de
liquido amniotico He /
muestra
coagulo =20 pug /200 pl

.
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Tablas CALIDAD observada en las muestras:
2A. Se muestran los datos de la calidad observada en cada tipo de muestra con los métodos de extraccién de ADN basados en precipitacion por sales y extraccidon

con solventes organicos.

METODOS DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO

PRECIPITACION CON SALES [SOLVENTES ORGANICO{
’ ” ] - DNA s olation Kitfor — Oragene DNASaliva
o o 5 e
Miller et al.(1988) Gentra® Puregene! Quiagen Genomic DNA Flexigene® DNA RealPure “SSS’ o s Tissue DNA Extraction kit-AGF T Fenol/ Cloroformo
p: A260/280: 1.82 ’1)550 TSI T TR T30 b /280 - 1.72.1; A260/230: 15 - 260/ 280 - 1.8, A260/230: > 2 :1)55'3 TS TTT TR0 T0 o 0/ 280: »1.8; A260/230:> P: A260/280 > 1.7; A260/230 <15
sangre periférica g:;“"‘“ definida parte s uperior g::a""a definida parte superior k. ,,1.4a efinida parte superiorgel | banda definida parte superor gel g::a"da definida parte superior g:j““ definida parte superior I: banda definida parte superior gel
f: PCRamplificacion > 8,4kb, L pop o oificacion >17 kb - PCR amplificacion >17 kb [F: PCRamplificacion >17kb  JF: PCR amplificacion >17 kb F: PCR amplificacion >17 kb en la mayoria
ecuenciacion alta calidad Jmues tras _ Siempre amplificacién de 7 kb]
260/ 280 - >1.8; A260/230: 1.9
cMsPs : banda definida parte s uperior gel
2607 280 1 S1.7-2.T; AZG07 230:
células 5
: banda definida parte superior
el
IF: PCR amplificacion >17 kb
IP: 260/ 280 : >1.8; A260/ 230: 51
méclla ésea : banda definida parte superior
el
E Ipcr: amplificacion >17 kb
w células fjadas en Camoy
=)
= 7607250 1517 2.1, AG0T 130; 73007280 1 S1.7; 060230
w 15 14
o . : banda definida con leve smear
o IF: PCR amplificacion >17 kb en la
a mayoria muestras . Siempre
E bmplificacion de 7 kb
P:lzgsolzso §>1.9; A260/230: P:260/280 : >1.7; A260/230: < 1.5
tejido fresco congelado '::a"da definida parte superior I: banda definida parte s uperior gel
PcR: amplificacion bandas: 795, F: PCR amplificacion >17 kb en la mayoria
as3 y 227 pb Jmues tras _ Siempre amplificacién de 7 kb]
IP: 260/ 280 : >1.9; A260/230: >
TS G [: s mear pronunciado
F: PCR amplificacin bandas
795 453y 227 pb
liquido amniotico
codgulo
P: pureza

I: integridad
F: funcionalidad
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2B. Se muestran los datos de la calidad observada en cada tipo de muestra con los métodos de extraccion de ADN basados en adsorcion en columnas de silice y union a
esferas magnéticas.

METODOS DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO
ADSORCION EN COLUMNAS DE SILICE UNION A ESFERAS MAGNETICAS
Manual PerfectPure™ DNA QiAamp®DNA Mini and Blood Chemagic DNABlood Kit Chemagic DNATissue Kit Chemagic DNA Buffy Coat Kit Genomic DNA Isolation from Chemagic DNA Cell Kit s pecial
Blood Kit Genomic DNA from Blood Mini QlAamp® DNAFFPE Tissue special Saliva Chemagic Amniotic Fluid Kit s pecial
$ A60/BO>19AZD /) >21 : A260280:> 17AR/20:115 1 A26028):>17 RERD 15 : A260280:>170% AB)/R15
sangre
Pexaca : bandadeniapresupio gl : bandaddinila prtesumio g : bandadeinila e supio gl
: PCR amplifcaion> 7k F. PCR amplifeaion> Tk : PCR aplifeion> Tk
P: A260200:> 1721 ABD/20:515
CMSPs I banda defndla prte supsio g1
E: PCR arplifaion> 7k
células + A26028:>174502.0>1 P: n2602:>1721 AT /515
: bardaddinila presumio gl i: bandadeinia prtesupmio gl
F. PCR aplifcaion> Tk F PCR aplifcaion> 7k
médula dsea
<
E células fijadas p: 26022 >16 B0B0>1
d en Camoy : bardaenmrte speia g8 amsmear
s 2CR, 6027t
m p: A26020 >172,00)/R0:> 1 1 A26028):> 1721 ABD/B) 15
o saliva : bndaddndacnlaesrea : bandaddndla mrtesumia g
2 . R amplifcaion> 7o PCR anplifcaion> Tk
F 1 A26028 >172 $A26028:> 1721 AZD/RD 515
tejido fresco
I : bardaddndaprtesumia gl : bandadedatesumia gl
F. PCR amplifaion> 7k
260/8: 5172;R 623 >2
tejidos FFPE : smear promuriab
F PCR amplifaion=30phgRCR
arplificaion <1050
liquido P: A260280:>172% AR/ 515
D i: bndadefnda prte supsiar ge|
£ DCR pliion> Tib
P: A26028 >17A8/A:>15
coagulo

P: pureza
I: integridad
F: funcionalidad

.
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