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RESUMEN

El cancer de mama constituye la neoplasia de mayor incidencia y mortalidad en mujeres a
nivel mundial, con una carga significativa en paises en desarrollo medio como Ecuador,
donde el diagnostico tardio y el acceso limitado a tecnologias especializadas dificultan su
control. En este contexto, los marcadores moleculares emergen como herramientas clave
para mejorar la deteccion, clasificacién y seguimiento de la enfermedad, sin embargo, la
diversidad de técnicas disponibles y la variabilidad en su rendimiento diagndstico hacen
necesario evaluar su utilidad en el laboratorio clinico. El objetivo del estudio fue analizar de
forma minuciosa los marcadores moleculares utilizados para la ayuda en el diagndstico en
el cancer de mama. La presente investigacion se elaboro a través de un enfoque cualitativo,
de nivel descriptivo y disefio documental no experimental. Se revisaron 70 articulos
cientificos publicados entre el afio 2015 y 2025, seleccionando una muestra de 43 estudios
usando criterios de inclusién y exclusion. Los hallazgos fueron obtenidos de bases de datos
cientificas y analizada por medio de técnicas de observacion y sintesis tedrica. Los datos
resultantes evidencian que el diagnostico del cancer de mama se basa en un analisis global
que incluye biomarcadores genéticos, de expresion tisular, firmas multigénicas y marcadores
circulantes. En base al tipo de muestra y objetivo clinico, técnicas como la
inmunohistoquimica (IHC), reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcripcion reversa (RT-gPCR), PCR digital de gotas (ddPCR) y secuenciacion de nueva
generacion (NGS), presentan distintos niveles de sensibilidad y especificidad. Se demuestra
que la integracion de multiples técnicas y marcadores permite optimizar el diagnostico y
avanzar hacia una medicina personalizada, mejorando la toma de decisiones clinicas y el

prondstico de las pacientes.

Palabras clave: marcadores moleculares, cancer de mama, diagnéstico, laboratorio clinico,
RT-gPCR, IHC, ddPCR, NG, BRCA1/BRCA2, HER2, Ki-67.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common and deadly cancer in women worldwide, with a
significant burden in middle-income countries like Ecuador, where late diagnosis and
limited access to specialized technologies hinder its control. In this context, molecular
markers are emerging as key tools to improve the detection, classification, and monitoring
of the disease. However, the diversity of available techniques and the variability in their
diagnostic performance necessitate evaluating their usefulness in the clinical laboratory.
The objective of this study was to thoroughly analyze the molecular markers used to aid
in the diagnosis of breast cancer. This research was conducted using a qualitative,
descriptive, and non-experimental documentary design. Seventy scientific articles
published between 2015 and 2025 were reviewed, and a sample of 43 studies was selected
using inclusion and exclusion criteria. The findings were obtained from scientific
databases and analyzed using observational techniques and theoretical synthesis. The
resulting data demonstrate that breast cancer diagnosis is based on a comprehensive
analysis that includes genetic biomarkers, tissue expression markers, multigene
signatures, and circulating markers. Depending on the sample type and clinical objective,
techniques such as immunohistochemistry (IHC), reverse transcription quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR), droplet digital PCR (ddPCR), and next-generation
sequencing (NGS) exhibit varying levels of sensitivity and specificity. The integration of
multiple techniques and markers is shown to optimize diagnosis and advance

personalized medicine, improving clinical decision-making and patient prognosis.

Keywords: molecular markers, breast cancer, diagnosis, clinical laboratory, RT-gPCR,
IHC, ddPCR, NGS, BRCA1/BRCA2, HER2, Ki-67.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.

Actualmente el cancer de mama (CM) es la neoplasia maligna de mayor incidencia mundial
en la mujer. De acuerdo con informacion de la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC) a través del Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN 2022),
se calcula que cada afio se diagnostican mas de 2,3 millones de casos nuevos a nivel mundial,
lo que equivale aproximadamente al 23,8 % de todos los canceres femeninos. En el mismo
periodo, la enfermedad provocd mas de 670 000 muertes, consolidando su posicion como la
principal causa de muerte por cancer en mujeres a nivel mundial, por encima del cancer de

pulmén y el colorrectal®.

La OPS advierte que el CM afecta desproporcionadamente a mujeres en paises de ingresos
bajos y medios, donde la mayoria de las muertes ocurren antes de los 70 afios debido a
diagnosticos tardios, acceso limitado a tecnologias de deteccion y cobertura insuficiente de
tratamientos especializados?. La supervivencia a cinco afios es mayor del 85 % en paises de
ingresos altos, pero puede ser inferior al 40 % en paises en desarrollo, lo que pone de aliviar

una brecha estructural de equidad en salud que trasciende lo exclusivamente clinico?.

Desde el punto de vista historico, el CM es conocido como enfermedad desde la antigiiedad:
ya esté descrito en el Papiro Edwin Smith entre los afios 3000 y 2500 a. C3., y desde entonces,
su manejo ha sufrido una completa revolucion. La primera mastectomia radical la realizo
William Halsted en 1882* iniciando asi la era moderna de la cirugia. El siglo XX introdujo
la radioterapia, los tratamientos sistémicos y, en las ultimas décadas, la terapia molecular
dirigida. Esta trayectoria historica subraya que el avance en el manejo del CM no es lineal
ni aislada, sino que es el resultado acumulado de desarrollos tecnoldgicos, epidemiologicos

y politicos a escala internacional.

A nivel molecular el cancer de mama es una enfermedad heterogénea, con varios subtipos
biolégicos que presentan conductas clinicas, respuestas terapéuticas y prondsticos muy
diferentes entre si. La clasificacion molecular Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido y
basallike o triple negativo ha redefinido el paradigma diagndstico, pasando de estudiar la

morfologia a analizar las caracteristicas gendémicas y proteicas del tumor.
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En este &mbito, los marcadores moleculares se han consolidado como recursos para definir
con mayor exactitud el subtipo tumoral, orientar eleccion del tratamiento méas adecuado,
hacer seguimiento de la respuesta terapéutica y anticipar posibles mecanismos de resistencia,
contribuyendo asi a mejorar los resultados clinicos de las pacientes.

El avance rapido de herramientas analiticas, desde la inmunohistoquimica (IHC)
convencional hasta la secuenciacion de nueva generacion (NGS), la PCR digital por gotas
(ddPCR) y la biopsia liquida sobre ADN tumoral circulante (ctDNA/cfDNA), ha dado lugar
a un nuevo enfoque en el diagndstico. No obstante, la misma abundancia de técnicas obliga
a analizar de forma sistémica su sensibilidad, especificidad y aplicabilidad clinica, ya que el
rendimiento de cada método depende del marcador estudiado, del tipo de muestra procesada
y del comparador metodologico empleado, lo que constituye el punto de partida del presente

trabajo.

El caso latinoamericano y Caribe en el periodo 20222024 exigieron aproximadamente 210
000 casos nuevos lo que equivale al 14 % de todos los canceres en la region®. Ecuador repite
con fuerza particular las tendencias globales descritas. CM se afirma como la neoplasia de
mayor prevalencia en las ecuatorianas, con una incidencia estandarizada que se proyecta en
aproximadamente 3900 casos nuevos por afio lo que corresponde al 23% en canceres en
mujeres con una tasa de incidencia de 38 — 42 casos por cada 100 000 mujeres, segun datos
del Observatorio GLOBOCAN (2022-2024) e INEC?®; un crecimiento sostenido que exige

respuestas sistematicas y basadas en evidencia.

A nivel nacional, de acuerdo al Registro Nacional de Tumores (RNT), los canceres que mas
afectan a las mujeres son el de mama (2 787 casos anuales), cuello uterino (1 612), tiroides
(1 374), estomago (1 225) y colorrectal (1 123)°, lo cual sittia al CM muy por debajo como

la primera prioridad de la oncologia ginecoldgica del pais.

La situacién se vuelve mas compleja cuando se consideran las barreras estructurales que
condicionan el acceso a tecnologias de diagndstico avanzado en el sistema de salud publica
ecuatoriana. La distribucién desigual de recursos humanos especializados y de equipamiento
de alta complejidad, segin la ubicacion geografica, limita la posibilidad de implementar

herramientas moleculares en establecimientos de segundo nivel, el escenario se contrapone
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directamente con el mandato constitucional: El Articulo 32 de la Constitucion de la
Republica del Ecuador define a la salud como un derecho fundamental que el Estado debe
garantizar sin exclusiones’, el Articulo 50 obliga a brindar atencion especializada y gratuita
atodas las personas con enfermedades catastroficas o de alta complejidad’. La incorporacion

de pruebas diagndsticas moleculares no es, pues, una opcion sino una exigencia legal y ética.

En la provincia de Chimborazo, las estadisticas del Servicio de Oncologia del Hospital de
SOLCA muestran un patrén epidemiolégico que refleja la tendencia nacional, con grandes
fluctuaciones en la Gltima década®. Luego del descenso observado desde el afio 2014 (40
casos) hasta 2019 (12 casos), la pandemia de COVID-19 (2020-2021) altero la deteccion
por limitaciones en el acceso al sistema de salud, no obstante, entre 2022 y 2024 se evidencia
un incremento de aproximadamente 80 casos nuevos, continuo y sostenido de nuevos

diagnosticos®, coincidente con las proyecciones del Registro Nacional de Tumores®.

Resulta particularmente preocupante el incremento incipiente de casos en mujeres menores
de 40 afios registrado en 20248, lo que sefala la necesidad de programas de tamizaje mas

tempranos y de protocolos diagnosticos de mayor precision molecular en la region.

El rango etario predominante de las pacientes en Chimborazo continla en el rango de 36 a
65 afios®, este dato resalta no sdlo la carga clinica, sino también el impacto socioecondmico
y familiar que genera el CM en las comunidades de la sierra central ecuatoriana, reforzando
la urgencia de contar con herramientas diagndsticas que permitan la deteccion en estadios

tempranos, cuando la probabilidad de curacion es mayor.

A escala individual y de laboratorio clinico, el diagnostico del CM ha sobrepasado la
histologia convencional para apoyarse crecientemente en la caracterizacion molecular del
tumor. Un marcador molecular es una molécula bioldgica que se encuentra en la sangre, los
tejidos u otros fluidos corporales y que es capaz de indicar la existencia de un proceso

fisiopatoldgico concreto.

Dentro del CM, estos marcadores sirven como indicadores de la actividad tumoral, la
predisposicion genética, la respuesta terapéutica y el riesgo de recurrencia, y son

fundamentales para el manejo oncoldgico personalizado.
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La expresion o alteraciones de cada uno de estos marcadores definen un subtipo biomédico
con implicaciones terapéuticas especificas e intransferibles entre subgrupos. En la ultima
década las plataformas analiticas disponibles para evaluar estos marcadores han sufrido una
importante transformacion. Esta interdependencia hace indispensable una evaluacion
sistematica y comparativa de las diferentes plataformas frente a los marcadores mas
relevantes, tarea que requiere integrar la evidencia disponible en la literatura cientifica mas

reciente.

Los resultados de esta revision no solo aportan al conocimiento tedrico sino también a la
capacitacion del recurso humano en salud y a la toma de decisiones clinicas basadas en
evidencias en los laboratorios de biologia molecular del Ecuador. Los marcadores que en la
actualidad tienen mayor relevancia clinica y mejor evidencia cientifica son el receptor de
estrogenos, el receptor de progesterona, HER2 codificada por el gen ERBB2, Ki-67 y
BRCAL y BRCA2. A estas mutaciones se afiaden las adquiridas de forma somatica en genes
como PIK3CA. La expresion o alteracion de cada uno de estos marcadores define un subtipo

biomédico con implicaciones terapéuticas especificas e intransferibles entre subgrupos.

La Gltima década las plataformas analiticas disponibles para evaluar estos marcadores han
sufrido una importante transformacion. La inmunohistoquimica (IHC) es todavia el patrén
de primera linea en tejido tumoral, con valores de sensibilidad y especificidad mayores del
87% para HER2 seglin Thanasan y cols®. Sin embargo, la RT-qPCR permite la cuantificacion
directa de la expresion génica, y Albanyahyati et al*® demostraron una especificidad del 100
% para HER2, mientras que la NGS puede analizar maltiples variantes simultdneamente,
con sensibilidades del 83 % para PIK3CA y del 100 % para BRCA11!,

Por su parte, la PCR digital por gotas (ddPCR) y la PCR digital multiplex han demostrado
especificidades del 100 % para ESR1 y PIK3CA en biopsia liquida!??, siendo las

plataformas de mayor precision para el seguimiento longitudinal no invasivo.

No obstante, la capacidad diagnéstica de cada técnica no es una propiedad absoluta sino
relacional: depende del tipo de muestra empleada, la carga tumoral circulante y del objetivo
clinico de deteccion inicial, seleccion terapéutica o monitoreo de resistencias. La

interdependencia hace indispensable una evaluacion sistematica y comparativa de las
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diferentes plataformas frente a los marcadores mas relevantes, tarea que requiere integrar la

evidencia disponible en la literatura cientifica méas reciente.

A partir de la realidad multidimensional que abarca la carga epidemiolégica mundial,
situacioén sanitaria nacional, regional y complejidad técnica del diagnéstico molecular surge
la pregunta que guia este trabajo: ¢(Los marcadores moleculares son importantes para la
ayuda diagndstica del cancer de mama en el contexto del laboratorio clinico en Ecuador?
Como respuesta, el objetivo de este estudio fue analizar los marcadores moleculares
empleados como herramientas diagndsticas en el cancer de mama mediante una revision de
la literatura cientifica, para establecer su importancia en el diagnostico de la enfermedad,
con el fin de orientar la practica del laboratorio clinico hacia estrategias méas precisas,

eficientes y accesibles en el contexto ecuatoriano.

Con el fin de cumplir con este objetivo general se establece tres objetivos especificos, los
cuales son:

e Describir los principales marcadores moleculares relacionados con el cancer de mama
mediante la revision de estudios bibliograficos recientes para proporcionar una base
teorica sélida que facilite la comprension de su relevancia en la préctica clinica y su
impacto en el manejo de esta enfermedad.

e Categorizar la utilidad de las técnicas mas relevantes en la valoracion del cancer de
mama mediante la busqueda de informacion en bases de datos.

e Comparar las técnicas de laboratorio utilizadas en la deteccion del cancer de mama
mediante el analisis de datos extraidos de documentos cientificos para la identificacion

de la sensibilidad y especificidad.

Los hallazgos de esta revision contribuyen no solo al conocimiento académico sino también
a la formacién del talento humano en salud y a la toma de decisiones clinicas basadas en

evidencia en los laboratorios de biologia molecular del Ecuador.

16



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Marcadores moleculares en el cancer de mama

Un marcador molecular se define como una molécula bioldégica medible (ADN, ARN,
proteina 0 metabolito) cuya presencia, ausencia o nivel de expresion permite identificar
procesos fisioldgicos o patolégicos especificos. En el cancer de mama, los marcadores
moleculares se utilizan para el diagnostico, clasificacion, prondstico y seleccion de
estrategias terapéuticas, al reflejar alteraciones genéticas y epigenéticas propias de la célula

tumoral*,
Limitaciones diagnosticas

A pesar de su utilidad, los marcadores moleculares presentan limitaciones diagnosticas
importantes. La heterogeneidad intratumoral puede generar variabilidad en la expresion de
los marcadores, lo que condiciona resultados discordantes segun el area tumoral analizada y
el método empleado. Esta situacion puede afectar la precision diagnostica y la correcta

clasificacion molecular del tumor®®.

Receptores hormonales
Receptor de estrégeno
Gen ESR1

El receptor de estrogeno es codificado por el gen ESR1, localizado en el cromosoma 6¢25.1,
y pertenece a la familia de receptores nucleares activados por ligando. Este gen regula la
transcripcion de multiples genes implicados en proliferacion, diferenciacion y supervivencia

celular del epitelio mamario, siendo un componente clave en la fisiologia normal y en la

carcinogénesis mamaria'e.
Expresion en cancer de mama

En el cancer de mama, la expresion del receptor de estrégeno define un subgrupo bioldgico
con implicaciones prondsticas y terapéuticas. Los tumores ER positivos suelen presentar un

curso clinico méas favorable y una alta respuesta a terapias endocrinas. La determinacion de
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su expresion constituye un marcador molecular esencial en la clasificacion y manejo del

cancer de mama'”.
Receptor de progesterona
Gen PGR

El receptor de progesterona es codificado por el gen PGR, localizado en el cromosoma
11922-923. Su expresion esta regulada, en gran medida, por la activacion previa del receptor
de estrdgeno, por lo que constituye un marcador indirecto de funcionalidad de la via

estrogénica en el tejido mamario tumoral'é.
Importancia diagnostica

Desde el punto de vista diagnostico y pronostico, la expresion del receptor de progesterona
se asocia a una mayor diferenciacion tumoral y a una mejor respuesta a la hormonoterapia.
Su evaluacion conjunta con el receptor de estrégeno permite una clasificacion molecular mas
precisa y contribuye a la toma de decisiones referente al tratamiento en pacientes con cancer

de mama'”’.

Clasificacion molecular del cancer de mama
Luminal A

Se caracteriza por la expresion positiva de receptores de estrogeno (ER) y progesterona (PR),
ausencia de sobreexpresion de HER2 y baja actividad proliferativa, generalmente evaluada
mediante Ki-67. Este subtipo presenta el mejor prondstico y una alta respuesta a terapias

hormonales?°.

Los tumores Luminal A muestran perfiles de expresion génica asociados a diferenciacion
celular y regulacion hormonal, lo que explica su comportamiento menos agresivo y menor

tasa de recurrencia en comparacion con otros subtipos
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Luminal B

El subtipo Luminal B también expresa receptores hormonales, pero se diferencia del
Luminal A por presentar mayor indice proliferativo, menor expresion de PRy, en algunos
casos, sobreexpresion de HER2. En la practica, suele ubicarse en un prondstico “a la mitad”

y con mas chances de que la enfermedad reaparezca

Los tumores Luminal B exhiben una activacién aumentada de genes relacionados con el
ciclo celular y proliferacién, lo que justifica la necesidad de estrategias terapéuticas

combinadas que incluyan hormonoterapia y quimioterapia
HER?2 positivo

El subtipo HER2 positivo se caracteriza por la amplificacion del gen ERBB2 y la
sobreexpresion de la proteina HER2, independientemente del estado de los receptores
hormonales. Este subtipo se asocia a un crecimiento tumoral agresivo, aunque su prondstico

ha mejorado significativamente con el desarrollo de terapias dirigidas.

La activacion constitutiva de la via HER2 promueve proliferacion celular, supervivencia
tumoral y capacidad metastasica, lo que convierte a este oncogén en un biomarcador clave

para el diagndstico y la seleccion terapéutica?!.
Triple negativo

El cAncer de mama triple negativo se define por la ausencia de expresion de ER, PRy HER2.
Este subtipo presenta un comportamiento clinico agresivo, mayor riesgo de metastasis
temprana y opciones terapéuticas limitadas, debido a la falta de blancos moleculares

hormonales 0 HER?2

Molecularmente, el subtipo triple negativo muestra una alta heterogeneidad genética y suele
asociarse a alteraciones en genes de reparacion del ADN, como BRCAL, asi como a una
elevada inestabilidad gendmica, lo que ha impulsado la investigacion de nuevos

biomarcadores y estrategias terapéuticas dirigidas.
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Marcadores de amplificacion génica
Gen ERBB2 (HER2)

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano es codificado por el gen ERBB2,
localizado en el cromosoma 17q12. Este gen pertenece a la familia de receptores tirosina
quinasa ERBB y desempefia un papel fundamental en la regulacién del crecimiento,
diferenciacion y supervivencia celular. En el tejido mamario, la activacion andmala de

ERBB?2 se asocia con transformacion neoplasica y progresién tumoral22,
Amplificacion génica

La amplificacion génica de ERBB2 consiste en el aumento del nimero de copias del gen, lo
que conduce a una activacion constitutiva de vias de sefializacion intracelular relacionadas
con proliferacion celular, angiogénesis y resistencia a la apoptosis. En el cancer de mama,
esta alteracion se presenta aproximadamente en el 15-20 % de los casos y se asocia a un

comportamiento clinico mas agresivo23.
Sobreexpresion de HER2

La sobreexpresion de la proteina HER2 es consecuencia directa de la amplificacion del gen
ERBB2 y se manifiesta como un aumento significativo de receptores HER2 en la membrana
celular. Este fendmeno favorece la activacion continua de rutas de sefializacién oncogénica,
como PI3K/AKT y MAPK, promoviendo crecimiento tumoral acelerado y mayor potencial

metastasico?4.

Marcadores de proliferacion celular
Antigeno Ki-67 - Gen MKI167

El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear codificada por el gen MKI67, localizado en el
cromosoma 10g26.2. Este gen se expresa exclusivamente en células en proliferacion activa
y esta ausente en células en fase de reposo (GO), lo que lo convierte en un marcador

especifico de actividad proliferativa celular. En el cancer de mama, su expresion refleja la

fraccion de células tumorales en division2s.
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Relacién con el ciclo celular

La proteina Ki-67 se expresa durante las fases G1, S, G2 y mitosis del ciclo celular, con un
pico méaximo durante la fase M, y desaparece rapidamente tras la division celular. Su funcién
esta relacionada con la organizacién de la cromatina y la progresién del ciclo celular, lo que

explica su utilidad como indicador de agresividad tumoral2¢,

Marcadores supresores tumorales
Proteina p53 - Gen TP53

La proteina p53 es codificada por el gen TP53, localizado en el cromosoma 17p13.1, y
cumple una funcion central como regulador del ciclo celular y guardian de la estabilidad
genomica. En condiciones normales, p53 participa en la detencién del ciclo celular, la

reparacion del ADN vy la induccién de apoptosis ante dafio genético?’.
Mutaciones y desregulacion celular

Las mutaciones en el gen TP53 constituyen una de las alteraciones genéticas mas frecuentes
en el cancer de mama y conducen a la pérdida de la funcion supresora tumoral de p53. Esta
desregulacion favorece la acumulacion de dafio genético, la proliferacion celular
descontrolada y la progresion tumoral, asociandose a fenotipos mas agresivos y peor

prondstico clinico28.

Marcadores genéticos de susceptibilidad
Gen BRCAL1

El gen BRCAL (Breast Cancer gene 1) se localiza en el cromosoma 17g21 y codifica una
proteina supresora tumoral esencial para el mantenimiento de la estabilidad genémica. Su
funcion principal esta relacionada con la reparacion del ADN por recombinacion homologa,
el control del ciclo celular y la regulacion de la transcripcidn génica. La pérdida de su funcion
favorece la acumulacion de dafio genético y la transformacion maligna de las células

mamarias?’.
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Las mutaciones germinales en BRCA1 confieren un riesgo elevado de desarrollar cancer de
mama y ovario a lo largo de la vida. En el cancer de mama, los tumores asociados a
mutaciones en BRCAL suelen presentar fenotipos de alto grado histolégico, elevada tasa
proliferativa y caracteristicas moleculares compatibles con el subtipo triple negativo, lo que

condiciona un comportamiento clinico mas agresivo?’.
Gen BRCA2

BRCAZ2, ubicado en 13g13.1, es un gen supresor tumoral clave para reparar el ADN por
recombinacion homologa. A diferencia de BRCA1, actua mas directo al estabilizar y regular

a RAD51, esencial para corregir rupturas de doble cadena?”.

Las mutaciones en BRCA2 elevan mucho el riesgo de cancer de mama en mujeres y
hombres. Suelen asociarse a tumores luminales con receptores hormonales, lo que los

diferencia de los vinculados a BRCA130.

Firmas génicas y paneles multigénicos

Las firmas génicas y paneles multigénicos constituyen herramientas de diagnostico
molecular que analizan la expresion simultanea de multiples genes asociados a proliferacion,
invasion, respuesta hormonal y riesgo de recurrencia en cancer de mama. Su principal
utilidad clinica radica en la estratificacion prondstica y en la toma de decisiones terapéuticas,

especialmente en tumores hormonales en estadios tempranos3!.

Oncotype DX (21 genes)

Oncotype DX es una firma génica que evalla la expresion de 21 genes (16 genes
relacionados con el cancer y 5 genes de referencia) mediante RT-PCR en tejido tumoral
fijado en formol e incluido en parafina. Esta indicada principalmente en pacientes con cancer
de mama ER positivo, HER2 negativo y ganglios negativos o con afectacion minima, con el

objetivo de estimar el riesgo de recurrencia a 10 afios32-33,
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MammaPrint (70 genes)

MammaPrint es una firma génica basada en la evaluacion de la expresién de 70 genes,
disefiada para clasificar a pacientes con cancer de mama temprano en grupos de alto o bajo
riesgo de recurrencia, independientemente del estado de los receptores hormonales. Se aplica
tanto en tumores con ganglios negativos como en aquellos con hasta tres ganglios

positivos34,
PAMS50 / Prosigna (50 genes)

El panel PAM50, comercializado como Prosigna, analiza la expresion de 50 genes
relacionados con proliferacion, sefializacion hormonal y diferenciacion celular. Su principal
fortaleza es la clasificacion intrinseca del cancer de mama en subtipos moleculares: Luminal
A, Luminal B, HER2 enriquecido y basal-like, ademas de proporcionar un puntaje de riesgo

de recurrencia3®.

Existen otros marcadores moleculares emergentes que también contribuyen al diagndstico

del cancer de mama.

Técnicas de laboratorio para la determinacion de marcadores moleculares
Inmunohistoquimica (IHC)

Es una técnica que permite ver si ciertas proteinas estan presentes en un corte de tejido
mediante anticuerpos marcados, conservando la arquitectura histolégica. En cancer de
mama, la IHC es sUper importante porgue permite medir ER, PR, HER2, Ki-67 y p53, y con

eso se define mejor el tipo de tumor y se guia el tratamiento3¢.

La IHC tiene un plus enorme: esta disponible en muchos sitios y no es tan cara. Pero también
tiene su lado complicado: cambios en como se procesa la muestra, como se hace la técnica
y cOmo se interpreta (porque suele ser semicuantitativa) pueden terminar en diagndsticos

distintos entre laboratorios?’.
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Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es una técnica citogenética que utiliza sondas
fluorescentes para detectar amplificacion o delecion génica directamente en el ndcleo
celular. En el cancer de mama, FISH se emplea principalmente para confirmar la

amplificacién del gen ERBB2 (HER2) en casos con resultados equivocos por IHC38,

FISH ofrece alta especificidad y reproducibilidad, siendo considerada el estandar de
referencia para la evaluacion del estado HER2. No obstante, su implementacion esté limitada

por el costo, la necesidad de equipamiento especializado y personal altamente capacitado3.
Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

Comprende un conjunto de tecnologias que permiten analizar simultaneamente maltiples
genes o regiones gendmicas con alta sensibilidad y precision. En el cancer de mama, NGS
se utiliza para identificar mutaciones en genes como BRCAL, BRCA2, TP53 y PIK3CA,
facilitando el diagndstico molecular, la evaluacion del riesgo hereditario y la seleccion de

terapias dirigidas4.

A pesar de su alto valor diagnostico, la NGS presenta limitaciones relacionadas con el costo,
la complejidad bioinformatica y la interpretacion clinica de variantes de significado incierto,
lo que representa un desafio para su implementacion rutinaria en sistemas de salud con

recursos limitados4!
Biopsia liquida

La biopsia liquida es una técnica minimamente invasiva que permite detectar biomarcadores
tumorales en fluidos bioldgicos, principalmente sangre periférica, mediante el analisis de
ADN tumoral circulante (ctDNA), ARN y células tumorales circulantes. En el cancer de
mama, esta técnica ha emergido como una herramienta prometedora para el seguimiento de

la enfermedad y la deteccién de resistencia terapéutica“.

Entre sus principales ventajas se encuentran la posibilidad de realizar evaluaciones seriadas

y la reduccion del riesgo asociado a procedimientos invasivos; sin embargo, su uso clinico
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aun enfrenta limitaciones técnicas relacionadas con la sensibilidad analitica y la

estandarizacion de los métodos43.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica que multiplica fragmentos especificos de ADN millones de veces,
incluso cuando se parte de poquisimo material genético. Su fundamento radica en la
replicacion in vitro del ADN mediante ciclos térmicos repetidos, lo que la convierte en una

herramienta esencial para el analisis de marcadores moleculares en oncologia“4.

En el cancer de mama, la PCR se emplea para la deteccion y cuantificacion de genes
asociados a receptores hormonales, amplificacion génica, mutaciones somaticas y
susceptibilidad genética, constituyendo un método clave en el diagndstico molecular y la

investigacion clinica“s.
Principios de la PCR

La PCR se fundamenta en ciclos repetidos que incluyen tres fases esenciales:
desnaturalizacion, alineamiento (hibridacidn) y extension, las cuales permiten la duplicacion

progresiva del fragmento de ADN de interés bajo condiciones controladas de temperatura“.
Desnaturalizacion

La etapa de desnaturalizacion consiste en la separacion de las dos cadenas complementarias
de ADN mediante el aumento de la temperatura, generalmente entre 94y 95 °C. Este proceso
rompe los enlaces de hidrégeno entre las bases nitrogenadas, permitiendo que cada hebra

actle como molde para la sintesis de nuevas cadenas4’.
Hibridacion

Durante el alineamiento, la temperatura se reduce (50-65 °C) para permitir que los cebadores
(primers) se unan de manera especifica a las secuencias complementarias del ADN molde.
La especificidad de esta etapa depende del disefio de los primers, siendo un factor critico

para evitar amplificaciones inespecificas4’.
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Extensién

En la fase de extension, la ADN polimerasa termoestable (generalmente Taq polimerasa)
sintetiza nuevas cadenas de ADN a partir de los primers, incorporando nucledtidos
complementarios en direccion 5°—3’. Esta etapa ocurre usualmente a 72 °C y determina la

eficiencia global de la amplificacién¥’.

Tipos de PCR utilizados en cdncer de mama
PCR convencional

La PCR convencional sirve para saber si un fragmento de ADN esta 0 no estd, y luego se
ven los resultados corriendo los productos en un gel (electroforesis). En cancer de mama, se
utiliza principalmente en estudios exploratorios y de investigacion para identificar genes

asociados a susceptibilidad genética o alteraciones estructurales4s.
PCR en tiempo real (QPCR)

La PCR en tiempo real (QPCR) permite la cuantificacion relativa o absoluta del ADN
amplificado mediante sefiales fluorescentes emitidas durante cada ciclo. En cancer de mama,
la gPCR se emplea ampliamente para evaluar niveles de expresion génica (ER, PR, HERZ2,
Ki-67) y validar resultados obtenidos por otras técnicas moleculares. Esta técnica ofrece alta
sensibilidad, rapidez y reproducibilidad, aunque su exactitud depende de una adecuada

normalizacién y seleccion de genes de referencia4’.
PCR digital (ddPCR)

La PCR digital (ddPCR) es una variante avanzada que permite la cuantificacion absoluta de
copias de ADN mediante la particion de la muestra en miles de microreacciones
independientes. Esta técnica ha demostrado alta precision para la deteccién de mutaciones

de baja frecuencia y analisis de ADN tumoral circulante en cancer de mama>0.
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Aplicacion de la PCR en marcadores moleculares del cAncer de mama
Gen ESR1

El gen ESR1 codifica el receptor de estrégeno alfa (ERa), eje bioldgico central del cancer
de mama ER+ / luminal; en enfermedad avanzada, la presién de la terapia endocrina favorece
clones con mutaciones activadoras en ESR1 que mantienen sefializacion estrogénica aun con
deprivacion hormonal, convirtiéndose en un marcador molecular clave de resistencia

adquiridas’.

En ESR1, la PCR se aplica de dos formas. En tejido, la RT-qgPCR mide la expresion del
mRNA y ayuda a definir el perfil hormonal del tumor. En sangre, la PCR digital detecta
mutaciones en ctDNA con alta sensibilidad, es muy atil para vigilar la enfermedad y ajustar

el tratamiento conforme evolucionas2.

Las mutaciones de ESR1 que méas pesan en clinica suelen aparecer en el dominio de union
al ligando, como Y537S, Y537C, Y537N y D538G. En ctDNA se buscan con ddPCR porque
detecta VAF muy bajas y permite ver como cambian los clones durante la terapia endocrina,
con o sin inhibidores de CDK4/633.

PADA-1 demostr6 que seguir mutaciones de ESR1 en ctDNA con PCR puede cambiar
decisiones a tiempo. Cuando aparecian, se prob6 cambiar temprano a fulvestrant mas

palbociclib, adelantandose a la progresion>4.

EMERALD confirmé que cuando en ctDNA aparece ESR1 mutado en pacientes
ER+/HER2- metastasicas, elacestrant funciona mejor que la terapia endocrina estandar para
frenar la progresion. s,

Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen ESR1 mediante PCR

Las mutaciones mas relevantes de ESR1 se localizan en el dominio de unién al ligando,
particularmente en los codones E380, Y537 y D538. Para su deteccion especifica, Ahn et al.
disefiaron ensayos de ddPCR empleando primers flanqueantes comunes y sondas alelo-
especificas, que permiten discriminar entre alelos silvestres y mutados en una sola reaccion.

En dichos ensayos se utilizaron primers forward y reverse especificos para ESR1, junto con
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sondas diferenciadas para las variantes E380Q, Y537S, Y537C, Y537N y D538G,

optimizadas para ctDNA de cancer de mama ER+ 8,

Tabla 1. Primersy probes utilizados para la deteccién de mutaciones ESR1 mediante PCR.

Target

ddPCR primers/probes

Sequence (5'-3")

Forward primer

TGCATTTGACCCCTCCATGATCAG

Reverse primer

AGACGAGACCAATCATCAGGATCT

E380Q
WT probe CCACCTTCTAGAATGTG
Mutant probe CCACCTTCTACAAATGTG
Forward primer GCATGAAGTGCAAGAACGTG
Reverse primer AAGTGCTTTGGTCGCTT

Yo3TS WT probe TCTATGACCTGCTGCTGGAGATGCT
Mutant probe TCTCTGACCTGCTGCTGGAGATGCT
Forward primer GCATGAAGTGCAAGAACGTG
Reverse primer AAGTGCTTTGGTCGCTT

ve3Te WT probe TCTATGACCTGCTGCTGGAGATGCT
Mutant probe TCTGTGACCTGCTGCTGGAGATGCT
Forward primer GCATGAAGTGCAAGAACGTG
Reverse primer AAGTGCTTTGGTCGCTT

V3TN WT probe TCTATGACCTGCTGCTGGAGATGCT
Mutant probe TCAATGACCTGCTGCTGGAGATGCT
Forward primer GCATGAAGTGCAAGAACGTG

D538G Reverse primer AAGTGGCTTTGGTCCGTCT

WT probe

TCTATGACCTGCTGCTGGAGATGCT

Mutant probe

TCTATGGCCTGCTGCTGGAGATGCT

Fuente: Ahn SG, Bae SJ, Kim Y, et al. NPJ Breast Cancer. 2022;8:67 68

Gen PGR

El gen PGR codifica el receptor de progesterona (PR), una proteina regulada directamente
por la sefializacion estrogénica mediada por ESR1, por lo que su expresidn se considera un
indicador funcional de actividad hormonal intacta en el cancer de mama. La presencia de PR

se asocia con tumores luminales de mejor prondstico y mayor sensibilidad a la terapia
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endocrina, mientras que su pérdida puede reflejar desregulacién del eje ER-PR y mayor

agresividad tumoral®®.
Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen PGR mediante PCR

En los estudios de expresion génica del gen PGR mediante PCR en tiempo real, se emplean
con frecuencia probes TagMan®, especialmente en analisis multiplex que permiten la
cuantificacion simultanea de ESR1 y PGR para evaluar el eje hormonal en cancer de mama.
Estas sondas, marcadas con fluor6foros como FAM o VIC, mejoran la especificidad y
reproducibilidad analitica al reducir la amplificacion inespecifica. La mayoria de los estudios
utilizan ensayos comerciales TagMan®, cuyos primers y probes son de disefio propietario y

estan dirigidos a regiones conservadas del transcrito de PGR'®.

Tabla 2. Primers y probes utilizados para la deteccion de mutaciones PGR mediante PCR.

Gen Secuencia Tipo
PGR (qPCR) Forward primer: 5'- ACTACGTGTGTGGCTGTGCT Primer
PGR (qPCR) Reverse primer: 5'- GCAGTTGGTGTCTGAGAAGC Primer
PGR (qPCR) Probe (TagMan, FAM/BHQ1): 5'- FAM-ACGTCACAGGAGCAGCATCG | Probe
ACTB (control) | Forward primer: 5'- CGTGACATTAAGGAGAAGCTG Primer
ACTB (control) | Reverse primer: 5'- CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC Primer
ACTB (control) | Probe (VIC/BHQ2): 5'- VIC-CAGCCTTCGTTGCCGGTCCA-BHQ2 Probe
PGK1 (control) | Forward primer: 5'- CAAGCTGTTGAGGAGTTCCA Primer
PGK1 (control) | Reverse primer: 5'- GTGGCATAGGACATGGTGAG Primer
PGK1 (control) | Probe (Cy5/BHQ2): 5'- Cy5-TCTCGACGACGACTTCCTGAG-BHQ2 Probe

Fuente: Zhang W, Liu F, Chen H; Beijing Genetron Health Technology Co., Ltd. Primer, probe, kit and
detection method for detecting PGR gene expression. Chinese patent CN112725444A, 2021 ™.

Gen MKI67

Ademas de inmunohistoquimica para la proteina Ki-67, se emplea RT-gPCR para
cuantificar la expresion de MKI167 mRNA en tejido o muestras clinicas (por ejemplo,
FFPE), como parte de perfiles moleculares que ayudan en la subtipificacion del cancer de
mama. Ensayos como el comercial MammaTyper® incluyen MKI67 junto con ESR1, PGR

y ERBB2 para determinar subtipos clinicamente relevantes’?.
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Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen MKI167 mediante PCR

Para la medicion de expresion de MKI67 mediante PCR cuantitativa, existen primers
validados comercialmente disefiados para amplificar regiones del transcrito humano de
MKI67 (accesion NM_002417). Estos primers se emplean en ensayos de qPCR para evaluar
niveles de mRNA relativos entre muestras, siendo Utiles tanto en modelos investigativos

como en estudios clinicos de proliferacion tumoral .

Tabla 3. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen MKI67 en PCR
cuantitativa (QPCR).

Gen Tipo de oligonucledtido | Secuencia (5'—3")
MKI67 | Primer forward GAAAGAGTGGCAACCTGCCTTC
MKI67 | Primer reverse GCACCAAGTTTTACTACATCTGCC

Fuente: OriGene Technologies. Ki67 (MKI67) Human gPCR Primer Pair (NM_002417) product datasheet.
Disponible en: https://cdn.origene.com/datasheet/hp206104.pdf

Gen TP53

TP53 es el gen que produce p53, el famoso “guardian del genoma”: el que frena el ciclo
celular, ayuda a reparar el ADN vy, si toca, activa apoptosis. Cuando TP53 se muta algo stper
comun en muchos canceres, incluido el de mama esa informacion suele relacionarse con

como responde al tratamiento y con el prondstico. ™.

La PCR se usa para mirar TP53 por dos vias: con PCR cuantitativa se estima su nivel de
expresion, y con PCR digital se detectan mutaciones especificas que pueden “dafiar” su

funcion’.
Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen TP53 mediante PCR

El analisis molecular del gen TP53 mediante técnicas basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) requiere el uso de primers y sondas altamente especificas, debido a la
elevada heterogeneidad genética de este gen y a la diversidad de mutaciones descritas en

distintos tipos de cancer, incluido el cancer de mama. En este contexto, los ensayos de PCR
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cuantitativa (qPCR) y PCR digital (ddPCR) han sido ampliamente empleados para evaluar
tanto la expresion génica como la deteccion de mutaciones puntuales de TP53 en muestras

de tejido tumoral y ADN tumoral circulante’.

Tabla 4. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen TP53 en PCR

Gen Tipo Secuencia (5'—3’) Marca /
Fluordéforo
TP53 | Primer CGACAGGGTCGAAAACGACA —
forward
(9PCR)
TP53 | Primer | TCTCGGAACATCTCGAAGCG —
reverse
(9PCR)
TP53 | Probe FAM- FAM/BHQ1
TagMan | CGTGACCTGGTCCTCTGACTGCTGTTC-
(gPCR) | BHQ1
TP53 | Primer GGCAGCTACGGTTTCCGGGTCA —
R175H | forward
(ddPCR)
TP53 | Primer CCTGCTTCTTGCAGGACAGTCAGG —
R175H | reverse
(ddPCR)
TP53 | Probe HEX-CAGCGCTCATGGTGCAATCTGTCCC- | HEX/BHQ1
R175H | (wt) BHQ1
TP53 | Probe FAM- FAM/BHQ1
R175H | (mut) CAGCGCTCATGGTGCAATCTGTCCA-
BHQ1

Fuente: OriGene Technologies. p53 (TP53) Primer Pair humano qPCR (NM_000546) Disponible en:
https://www.origene.com/catalog/gene-expression/qpcr-primer-pairs/hp200518-p53-tp53-human-gpcr-
primer-pair-nm-000546

Gen BRCALl

Desde el punto de vista metodoldgico, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
emplea en el andlisis de BRCAL tanto para la deteccion de mutaciones especificas como
para la evaluacion de expresion génica en estudios de investigacion. En particular, la PCR

en tiempo real (QPCR) y la PCR digital (ddPCR) permiten detectar variantes puntuales y
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cuantificar copias génicas con alta sensibilidad, incluso en muestras con bajo contenido

tumoral, como el ADN tumoral circulante (ctDNA) ™.
Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen BRCAL mediante PCR

Para la deteccion dirigida de BRCAL mediante PCR, diversos estudios y desarrollos técnicos
han descrito primers y sondas especificas orientadas a regiones exonicas frecuentemente
mutadas. Estos disefios se utilizan principalmente en ensayos de qPCR o ddPCR alelo-
especificos, donde la combinacion de primers flanqueantes y probes TagMan marcadas con

fluoroforos permite discriminar entre alelos normales y mutados con alta precision analitica.

Tabla 5. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen BRCAL en PCR

Gen Tipo de | Secuencia (5°—3’) Fluoréforo /
oligonucleotido Quencher
BRCAL | Primer forward | CCTGGGTAGTTGGTGATGGA | —
BRCA1 | Primer reverse | AGGTTCTGAGGTGGTTGCTT | —
BRCAL | Probe TagMan | FAM- FAM / BHQ1
TGCTGCTTTGCTGCTGCTGC-
BHQ1
GAPDH | Primer forward | GAAGGTGAAGGTCGGAGTC | —
GAPDH | Primer reverse | GAAGATGGTGATGGGATTTC | —
GAPDH | Probe TagMan | VIC- VIC / BHQ2
CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-
BHQ2

Fuente: Xiujuan W, Yanlin Z, Weitao D, Pingfeng Z. Primer, probe and kit for detecting BRCAL gene
patent CN105420393A. 2015.
https://patents.google.com/patent/CN105420393A/en ™.

expression. Chinese Disponible en:

Gen BRCA2

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea para el estudio de BRCA2 en

contextos especificos, como la deteccion dirigida de mutaciones y la cuantificacién génica,
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especialmente cuando se requiere validar hallazgos obtenidos por secuenciacion de nueva
generacién (NGS). Técnicas como la PCR en tiempo real (QPCR) y la PCR digital (ddPCR)

permiten detectar variantes con alta sensibilidad, incluso en muestras con bajo contenido

tumoral, como el ADN tumoral circulante’”.

Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen BRCA2 mediante PCR

Diversos desarrollos técnicos han descrito primers y sondas especificas para BRCA2

orientadas a regiones del gen con relevancia clinica, las cuales se utilizan en ensayos de

gPCR o ddPCR alelo-especificos. Estos disefios combinan primers flanqueantes con probes

TagMan marcadas con fluoréforos, lo que permite discriminar de manera precisa entre alelos

normales y variantes mutadas en estudios de investigacion molecular’®.

Tabla 6. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen BRCA2 en PCR

Gen Tipo de | Secuencia (5°—3°) Fluoréforo  /
oligonucleotido Quencher

BRCA2 | Primer forward GCTTTGGAAGGTTGCTTTGA —

BRCA2 | Primer reverse TCTGGGCTCTGCTTCTTGAT —

BRCA2 | Probe TagMan FAM- FAM / BHQ1
AGCTCAGGTTGCTGCTGCTG-
BHQ1

GAPDH | Primer forward GAAGGTGAAGGTCGGAGTC —

GAPDH | Primer reverse GAAGATGGTGATGGGATTTC —

GAPDH | Probe TagMan VIC- VIC / BHQ2
CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-
BHQ2

Fuente: Tu Zehua, Lin Qinghua, Weng Yingkang, Ya Jun, Ge Huijuan, Li Xuchao, Ruan Li, Zheng Limou.

Primers, kit and method for detecting human BRCA1l and BRCA2 gene mutation. Chinese patent
CN105586427B. 2016. Disponible en: https://patents.google.com/patent/CN105586427B/en ™.
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Gen PIK3CA

PIK3CA produce pll0a, la parte activa de PI3K. Esta enzima es clave en la ruta

PI3BK/AKT/mTOR, que empuja procesos como proliferacién, supervivencia celular y

metabolismo. En cancer de mama, las mutaciones activadoras de PIK3CA son frecuentes,

especialmente en tumores luminales ER+, y se asocian con resistencia a la terapia endocrina

y con la seleccion de terapias dirigidas, como los inhibidores de PI3K®.

Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen PIK3CA mediante PCR

En la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea para el estudio de PIK3CA

principalmente en la deteccion dirigida de mutaciones hotspot, localizadas en los exones 9
(E542K, E545K) y 20 (H1047R, H1047L). Técnicas como la PCR en tiempo real (JPCR),
la PCR alelo-especifica y la PCR digital (ddPCR) permiten identificar estas variantes con

alta sensibilidad en tejido tumoral y en ADN tumoral circulante (ctDNA)®.

Tabla 7. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen PIK3CA en PCR

Gen Mutaci | Tipo de | Secuencia (5°—3’) Fluorof | Aplicacion
on /| oligonucled oro /
Regién | tido Quench
er
PIK3 | Exon Primer TGCTTTTCTGTAAATCATC | — Amplifica
CA 20 forward TGTGA cion
(H1047 especifica
R) exon 20
PIK3 | Exon Primer CAGTGTGGAATCCAGAGT | — Amplifica
CA 20 reverse GAG cion
(H1047 especifica
R) exon 20
PIK3 | H1047 | Probe WT | HEX- HEX /| Deteccion
CA R CTGAAATCATCTGTGAAT | BHQ1 | alelo
CCAGAG-BHQ1 silvestre
PIK3 | H1047 | Probe Mut | FAM- FAM [/ | Deteccion
CA R CTGAAATCATCTGTAAAT | BHQ1 | alelo
CCAGAG-BHQ1 mutante
PIK3 | Exon 9 | Primer TGAAAATGTATTTGCTTT | — Amplifica
CA (E545 | forward GCTC cion exon
K) 9
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PIK3 | Exon 9 | Primer CATTTTAGCACTTACCTGT | — Amplifica
CA (E545 | reverse GACT cion exdn
K) 9
PIK3 | E545K | Probe Mut | FAM- FAM /| Deteccion

CA AGCTGCTGAGTATGTGG- | BHQ1 |alelo
BHQ1 mutante

Fuente: Bio-Rad Laboratories, Inc. ddPCR™ Mutation Assay: PIK3CA WT for p.H1047R (c.3140A>QG),
Human. Hercules (CA): Bio-Rad; [citado 2026 Jan]. Disponible en: https://www.bio-rad.com/digital-
assays/assay-detail/dHsaCP2000078%2.

Gen PTEN

PTEN es un gen supresor tumoral que produce una fosfatasa “freno”: baja la senal de la via
PI3K/AKT/mTOR al transformar PIP3 en PIP2. La pérdida de funcion de PTEN por
deleciones, mutaciones o regulacion epigenética estd asociada con progresion tumoral,
aumento de invasividad y resistencia a terapias dirigidas en diversos canceres, incluido el

cancer de mama®®.
Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen PTEN mediante PCR

La PCR en tiempo real (QPCR) y técnicas como PCR digital (ddPCR) se utilizan para
cuantificar expresion de PTEN mRNA y para detectar mutaciones puntuales o deleciones en

el gen, respectivamente.

Tabla 8. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen PTEN en PCR

Gen Tipo de | Secuencia (5'—3") Fluoréfor | Aplicacion
oligonucledti 0 /
do Quenche
r
PTEN | Primer GACAGCCATCATCAAAGAGATCAG | — Amplificacio
forward n de PTEN
mMRNA
PTEN | Primer TCCAGACTTTTGTAATTTGTGTGGA | — Amplificacio
reverse n de PTEN
mMRNA
PTEN | Probe FAM- FAM /| Deteccién
TagMan TTTGCTTAATGACTGGAACAGTGCC | BHQ1 especifica de
ACA-BHQ1 PTEN
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GAPD | Primer GAAGGTGAAGGTCGGAGTC — Gen de
H forward referencia
GAPD | Primer GAAGATGGTGATGGGATTTC — Gen de
H reverse referencia
GAPD | Probe VIC-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC- VIC / | Normalizaci
H TagMan BHQ2 BHQ2 on

Fuente: OriGene Technologies. PTEN Human gPCR Primer Pair (NM_000314) Disponible en:
https://cdn.origene.com/datasheet/hp200295.pdf .

Gen AKT1

AKT]1 produce una quinasa serina/treonina que es como un “centro de mando” en la via
PIBK/AKT/mTOR, influyendo en proliferacion, supervivencia, metabolismo y migracion
celular. cancer de mama, mutaciones activadoras de AKT1, especialmente la E17K (exdn
2), generan activacion constitutiva de la via, contribuyendo a progresion tumoral y
resistencia terapéutica, lo que convierte a AKT1 en un biomarcador molecular relevante y

potencial diana terapéutica®.
Primers reportados para la deteccion de mutaciones del gen AKT1mediante PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliza para el analisis de AKT1
principalmente en la deteccion dirigida de mutaciones hotspot, siendo la E17K la mas
estudiada en cancer de mama. Técnicas como la PCR en tiempo real (QPCR), la PCR alelo-
especifica y la PCR digital (ddPCR) permiten identificar esta mutacién con alta sensibilidad

tanto en tejido tumoral como en ADN tumoral circulante (ctDNA)®.

Tabla 9. Primers disefiados para cuantificacion de la expresion del gen AKT1 en PCR

Gen | Region | Tipo de | Secuencia (5°—3’) Fluorofo | Aplicacion
/ oligonucleot ro /
Mutaci | ido Quenche
on r
AKT | Exén 2 | Primer GGTGCGTGGCTCTTCTTC | — Amplificac
1 (E17K) | forward TA ion region
exon 2
AKT | Exén 2 | Primer AGGGTGCCAGGTTGTTC | — Amplificac
1 (E17K) | reverse TTA ion region
exon 2
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AKT | E17K Probe WT HEX- HEX /| Deteccion
1 CTGCCATCATCTTCTTCT | BHQ1 alelo
GCTG-BHQ1 silvestre
AKT | E17K Probe Mut FAM- FAM /| Deteccibn
1 CTGCCATCATCTTCTTCT | BHQ1 alelo
ACTG-BHQ1 mutante
ACT | — Primer CGTGACATTAAGGAGAA | — Gen de
B forward GCTG referencia
ACT | — Primer CTAGAAGCATTTGCGGT | — Gen de
B reverse GGAC referencia

Fuente: OriGene Technologies. AKT1 Human ¢gPCR Primer Pair (NM_005163). Disponible en:
https://cdn.origene.com/datasheet/hp230218.pdf.

Glandula mamaria

La glandula mamaria es una glandula exocrina cutanea altamente dinamica, cuyo desarrollo
y arquitectura cambian por ciclos (pubertad—embarazo—lactancia—involucion). Su unidad
funcional se organiza en un sistema ducto-lobulillar capaz de diferenciarse hacia estructuras
secretoras (alvéolos) cuando el entorno hormonal lo exige. Funcionalmente, su objetivo
biologico central es producir y secretar leche para la nutricion neonatal, lo que implica no
solo sintesis de componentes (proteinas, lipidos, lactosa, inmunofactores) sino también un
disefio anatomico para almacenarla y expulsarla de manera eficiente a través de un arbol

ductal que converge hacia el pezon®®.

En reposo, la glandula mamaria mantiene un parénquima relativamente estable con cambios
ciclicos; durante gestacion y lactancia, se activa con expansion epitelial y remodelacién

estromal mediadas por sefializacion endocrina.

Funcion bioldgica de la glandula mamaria
Funcion secretora

La secrecion lactea se sostiene sobre la diferenciacion del epitelio luminal secretor en
acinos/alvéolos y el soporte contractil de células mioepiteliales; este binomio “produce +
moviliza”, permitiendo que el producto secretado transite desde la unidad ducto-lobulillar

terminal hacia ductos mayores. La arquitectura tridimensional del sistema ductal, incluida la
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unidad terminal ducto-lobulillar TDLU, define rutas de drenaje y zonas de proliferacion, por

lo que su estudio en 3D es clave para comprender la predisposicion a enfermedad®®®’.
Regulacion hormonal

La maduracion y la actividad secretora dependen de una orquesta hormonal: estrogenos y
progesterona impulsan crecimiento y ramificacion; prolactina favorece diferenciacion
secretora y mantenimiento de la lactancia; y la oxitocina es clave para el reflejo de eyeccién
al contraer el compartimento mioepitelial. La prolactina es esencial para la lactancia, porque
actla directamente sobre los receptores del tejido mamario. Cuando se desregula, ya sea por

alteraciones en la hipd6fisis u otras causas, puede disminuir la produccion de leche®.

La oxitocina permite la contraccion de las células mioepiteliales y permite que la leche fluya.
El complejo pezdn areola es una parte clave del reflejo de la lactancia.

Ubicacién anatémica

La glandula mamaria es un 6rgano par situado en la pared toracica anterior, que se extiende
aproximadamente desde la segunda hasta la sexta costilla y desde el borde lateral del
esternon hasta la linea axilar media. Puede presentar una prolongacion superolateral hacia la
axila, conocida como cola de Spence, la cual tiene relevancia clinica y quirdrgica debido a

su implicacion en procesos patoldgicos y en la evaluacion por imagenes®’.

Anatomia macroscopica de la glandula mamaria

Desde el punto de vista macroscopico, la mama esta constituida por tejido glandular, tejido
adiposo Yy tejido conectivo. La proporcion de estos componentes varia segun la edad, el
estado hormonal y la historia reproductiva, influyendo directamente en la densidad mamaria

y en la interpretacion de estudios diagndsticos como la mamografia.
Tejido glandular

Se organiza en l6bulos dispuestos de forma radial alrededor del pezon. Cada I6bulo esta
constituido por maltiples lobulillos que drenan su contenido hacia un sistema de conductos
lactiferos®®. Esta disposicidn explica patrones de diseminacion de lesiones mamarias y es un

aspecto clave en la planificacion quirdrgica y el analisis macroscopico del tejido mamario.
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Tejido conectivo y ligamentos de Cooper

Estas estructuras fibrosas que fijan la glandula a la piel y a la fascia profunda del masculo
pectoral mayor. La alteracion de estos ligamentos puede manifestarse clinicamente como

retraccion cutanea, un signo relevante en la evaluacion del cancer de mama®®®’.
Tejido adiposo mamario

Ocupa los espacios interlobulares y constituye el principal determinante del volumen
mamario en mujeres no gestantes. Ademas de su funcién estructural, este tejido actia como
un microambiente metabdlicamente activo, secretando adipocinas que influyen en la

biologia del epitelio glandular y en procesos patolégicos®’.

Anatomia histologica de la glandula mamaria

Desde el punto de vista microscopico, la glandula mamaria estd constituida por un
paréenquima glandular inmerso en un estroma fibro-adiposo. El parénquima se organiza en
unidades ducto-lobulillares terminales (TDLU), consideradas la unidad funcional y
estructural basica de la mama, donde ocurren la mayoria de los procesos fisiologicos y

patoldgicosse.

Unidades ducto-lobulillares terminales (TDLU)

Las TDLU estan formadas por pequefios conductos terminales y lobulillos que contienen
acinos secretorios. Estas estructuras presentan una alta tasa de recambio celular y
sensibilidad hormonal, lo que explica por qué son el principal sitio de origen de lesiones

precursoras y del carcinoma mamario invasivo>”.
Epitelio ductal y lobulillar

El epitelio mamario esta compuesto por dos capas celulares bien definidas: una capa luminal
interna con funcién secretora y una capa basal de células mioepiteliales. Esta organizacion
bicapa es fundamental para mantener la arquitectura normal de la glandula y su pérdida es

un criterio histopatoldgico clave en la diferenciacion entre lesiones benignas e invasivas©s.
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Células mioepiteliales

Las células mioepiteliales rodean los conductos y acinos, poseen caracteristicas contractiles
y cumplen un rol esencial en la eyeccion de la leche. Ademas, actian como barrera fisica y
bioldgica frente a la invasion tumoral, siendo su ausencia o discontinuidad un marcador

histolégico de malignidad>?.
Estroma mamario

El estroma mamario estd compuesto por tejido conectivo laxo y denso, vasos sanguineos,
vasos linfaticos y células inmunes. Este microambiente no es pasivo: participa activamente
en la sefializacion celular, la respuesta inflamatoria y la progresion tumoral, modulando la

conducta biolégica del epitelio mamario¢0.

Cancer de mama

El cancer de mama se define como una neoplasia maligna originada por la proliferacion
clonal descontrolada de células del epitelio mamario, caracterizada por capacidad de
invasion local y potencial de diseminacion metastasica. Este comportamiento se asocia a
alteraciones moleculares que confieren ventajas proliferativas, evasion de la apoptosis y

capacidad de invasion tisularé!.

Desde el punto de vista oncoldgico, una neoplasia maligna se distingue de lesiones benignas
por su crecimiento infiltrativo, inestabilidad gendmica y capacidad de inducir angiogénesis.
En el cancer de mama, estas caracteristicas se manifiestan mediante alteraciones
estructurales y funcionales del tejido glandular normal, particularmente a nivel de las

unidades ducto-lobulillares terminalesé?.
Origen celular

El cancer de mama se origina principalmente a partir de células epiteliales luminales o
basales localizadas en las unidades ducto-lobulillares terminales (TDLU). Estas células
poseen alta sensibilidad hormonal y capacidad proliferativa, lo que las convierte en un

blanco frecuente de transformaciones malignas cuando se acumulan alteraciones genéticas

y epigenéticasés.
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La evidencia actual indica que distintos subtipos moleculares de cancer de mama pueden
derivar de poblaciones celulares especificas del epitelio mamario, lo que explica la
heterogeneidad biolégica y clinica de la enfermedad. Esta diversidad celular es clave para
comprender la expresion diferencial de biomarcadores utilizados en el diagndstico

molecularés.

Etiopatogenia del cancer de mama
Alteraciones genéticas

El origen del cancer de mama esta muy ligado a cambios genéticos, tanto adquiridos como
heredados, que afectan genes encargados de controlar el ciclo celular, reparar el ADN y
activar la apoptosis. Entre las mutaciones mas estudiadas se encuentran las que involucran a
los genes BRCA1l, BRCA2, TP53 y PIK3CA, las cuales incrementan el riesgo de

transformacién maligna del epitelio mamarioé4.

Estas alteraciones genéticas inducen inestabilidad gendmica y acumulacién de mutaciones,
fundamento para el uso de marcadores moleculares en el diagnostico y estratificacion del

cancer de mamas4,
Alteraciones epigenéticas

Ademas de las mutaciones genéticas, el cancer de mama presenta alteraciones epigenéticas
que modifican la expresidn génica sin cambiar la secuencia del ADN. Entre estas se incluyen
la hipermetilacién de promotores génicos, modificaciones de histonas y regulacion aberrante

por microARN, las cuales contribuyen al silenciamiento de genes supresores tumoralesé®.

Desempefian un papel crucial en las etapas tempranas de la carcinogénesis mamaria y son
potencialmente reversibles, lo que las convierte en blancos atractivos para investigacion

diagndstica y terapéutica®>.
Influencia hormonal

Constituye un factor central en la etiopatogenia del cAncer de mama, dado que los estrogenos

y la progesterona regulan la proliferacion y diferenciacion del epitelio mamario. Cuando
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estas hormonas se mantienen elevadas o fuera de control por mucho tiempo, el riesgo de que

aparezcan cambios tumorales aumentasé,

A nivel molecular, los estrdgenos pueden inducir dafio gendémico directo y promover la
proliferacion celular mediante la activacion de receptores hormonales, lo que favorece la
acumulacion de errores replicativos. Esta interaccién hormona—genoma explica la utilidad

clinica de biomarcadores hormonales en la clasificacion y manejo del cancer de mama¢”.

42



CAPITULO IIl. METODOLOGIA
Tipo de investigacion

Segun el enfoque: cualitativo, debido a que se baso en la interpretacion de informacion de
distintas fuentes bibliograficas acerca de los marcadores moleculares asociados al cancer de

mama, y su descripcion analitica.

Segun el nivel: la presente investigacion fue de nivel descriptivo, porque se fundamenté en
la literatura de diversos estudios que han sido publicados en diferentes sitios digitales para

destacar las caracteristicas mas relevantes de los marcadores objeto de estudio.

Disefio de investigacion: para la busqueda de informacion se aplicé un disefio documental
no experimental, ya que se recopild y analizé informacion de fuentes secundarias, como
articulos cientificos, estudios de caso y revisiones sistematicas, tomando en cuenta que no

se manipularon las variables, sino que fueron observadas tal como se presentaron.

Segun la secuencia temporal: de corte transversal, debido a que se trabajo en un periodo
de tiempo determinado, es decir, en un solo momento y con un bloque Unico de resultados

siendo desde el afio 2015 al 2025 la informacion revisada.

Segun la cronologia de los hechos: retrospectivo, ya que se analizaron datos previamente
publicados relacionados con los marcadores moleculares para la ayuda diagnostica asociada

al cancer de mama.

Técnicas de recoleccion de datos
Poblacién y muestra

Poblacion

La poblacion estuvo constituida por 70 articulos cientificos relacionados con marcadores
moleculares para deteccion de cancer de mama, identificados mediante la aplicacion de
operadores booleanos (marcadores moleculares, cancer de mama, diagndstico) asi como
palabras clave afines. Estos estudios incluyeron investigaciones realizadas en poblaciones

femeninas con diferentes edades y estadios de la enfermedad disponibles en base de datos
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como: Medigraphic, SciELO, SEMERGEN, Elsevier, Google Academico, ProQuest,
Portales médicos, BMJ Journals, Crinicas Cientificas, PubMed, Scopus, SEIMC, Analisis
Clinicos.

Muestra

A partir de la poblacién total se aplicaron criterios de inclusidn y exclusién para obtener la
muestra de estudio, por ello se seleccionaron 43 publicaciones luego de aplicar criterios de
inclusion y exclusion, los cuales daban salida a los objetivos planteados tomadas de
diferentes bases de datos e informacion publicada en los repositorios de la OMS, OPS y
MSP.

Criterios de inclusion

Publicacion en revistas cientificas indexadas durante los tltimos 10 afios.

Estudios que incluyan analisis de marcadores moleculares relevantes para la ayuda

diagnostica del cancer de mama.

Idiomas: espafiol e inglés.

Acceso a texto completo y validez cientifica comprobada.

Criterios de exclusion

e Articulos que contengan informacién incompleta acerca de los marcadores

moleculares para la determinacion de cancer de mama.

e Se excluyen documentos que no poseen relevancia significativa con informacion

acerca de investigaciones recientes.

e Informacién obtenida de libros obsoletos que no compartan criterios con articulos

actuales.
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M¢étodo de analisis

Se llevo a cabo un anélisis y sintesis de la informacion obtenida de las distintas bases de
datos cientificas, como articulos, manuales y sitios web de organizaciones nacionales e
internacionales vinculadas a la tematica de investigacion, utilizando el enfoque del método

tedrico.
Procesamiento de datos

La técnica que se utilizd fue la observacion, mientras que el procedimiento fue la revision
de las diversas bases de datos de informacion bibliografica, para la recoleccion y tratamiento

de la informacion descriptivamente.
Consideraciones éticas

Por ser un proyecto de revision bibliografica no requirié de un comité de ética debido a que
no se manipularon muestras biologicas ni se trabajo con seres humanos, animales ni plantas,
respetando las normas éticas de la investigacion cientifica ademas que los resultados no

fueron empleados con fines maleficentes.

En el siguiente diagrama de flujo se detalla el proceso llevado a cabo para la busqueda

bibliogréafica y la seleccion de los articulos mas relevantes.
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DIAGRAMA DE FLUJO
DE BUSQUEDA

Es fundamental obtener informacién
tanto de las pruebas de laboratorio
como de los criterios clinicos para el

Recopilar y analizar informacién
sobre el diagndstico clinico y de
laboratorio mediante marcadores

diagnostico del cancer de mama
mediante marcadores moleculares,
con el fin de asegurar una deteccion
temprana y precisa.

v

de informacidn

Base de datos cientificos:

Medigraphic, SciELO,
SEMERGEN, Elsevier, Google

moleculares para la deteccién del
cancer de mama.

Identificacion de conceptos:
Cancer de mama, marcadores
» moleculares, diagndstico,

Busquedadefuentes |  —* inglés, italiano y francés.

laboratorio clinico.

Eleccion de Idioma: espafiol,

académico, ProQuest, Portales
médicos, BMJ Journals, Crodnicas
Cientificas, = PubMed,  Scopus,
SEIMC.

Cumple con los criterios de
inclusion:
Contiene  informacién  relevante,
cumple con las fechas de publicacion

Revisadas: 70
Medigraphic (8), SciELO (8), SEMERGEN
(4), Elsevier (7), Google academico (7),
ProQuest (4), Portales médicos (3), BMJ
Journals (3), Cronicas Cientificas (2),
PubMed (6), Scopus (6), SEIMC (3),
Analisis Clinicos (9).

A 4

de fuentes bibliograficas publicadas
hasta 10 afios, para articulos
cientificos, base de datos reconocidas.

y

Articulos seleccionados: 43
BMJ Journals (2), SciELO (6), Google
Académico (4), Scopus (8), PubMed (5),
SEIMC (2), Analisis Cinicos (2),
Medigraphic (4), SEMERGEN (3),
Elsevier (4), ProQuest (3), Portales
Médicos (2).

-

Analisis, parafraseo de informacién y cita
con normas Vancouver.

Aplicar criterios de seleccién

No cumple con los criterios de
inclusion:
Se excluyen articulos cientificos que
no aportan con informacion relevante
y que poseen informacion incompleta.

Base de datos excluidos: 27
Medigraphic (3), ScIELO (3), Elsevier
(3), Google Académico (2), ProQuest
(2), Portales Médicos (1), BMJ
Journals (1), Cronicas Cientificas (1),
PubMed (3), Scopus (3), SEIMC (2),
Analisis Clinicos (3).

i

Descartar Articulos: 27
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo de investigacion busca analizar los marcadores moleculares para la deteccion
de céncer de mama, se presentan los resultados revisados de los articulos publicados por
diferentes autores en la cual se recabd informacion pertinente al tema. Los datos se
organizaron en tablas, acorde a cada objetivo planteado, que facilite la lectura clara y
ordenada para su mejor comprension que permita tener conclusiones precisas.

En primera instancia se describe los principales marcadores moleculares relacionados con
el cancer de mama para proporcionar una base tedrica sélida que facilite su comprension en
la aplicacion en la préactica clinica que sirve de apoyo al médico en el manejo de pacientes

que padecen esta enfermedad, tal como se refleja en la tabla 10.
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Tabla 10. Principales marcadores moleculares utilizados para la deteccion de cancer de mama.

Marcadores mas
utilizados

Descripcion

Tipo de muestra

Poblacion y muestra (n)

Autor/afo

PIK3CA (exones 9y 20)

Mutacién somatica

Plasma (CtDNA)

Pacientes con cancer de mama no
metastasico sometidas a cirugia curativa; n =
62

Hassan et al. 2024

ESR1

Mutacion en ctDNA

Plasma (ctDNA)

Pacientes con cancer de mama metastasico
ER+/HER2—; 161 muestras de plasma
analizadas

Maloberti et al. 2025

TEVs (vesiculas
extracelulares derivadas

Sangre/Plasma: cfDNA de

512 pacientes con cancer de mama + 198 no

. - Expresion L Xu et al., 2024
de tumor), enriquecidas plasma neoplasicos
con CD63 y EpCAM
TP53. BRCAL, BRCA2 | Mutacién Sangre/Plasma: cfDNA de 95 pacientes con cancer de mama primario Arimura et al., 2024
plasma (incluye TNBC en el enfoque del paper)
21-gene recurrence score Firma génica Tejido: bloques FFPE de 5083 mujeres randomizadas; 5018 incluidas Kalinsky et al. 2021

(Oncotype DX)

tumor mamario

en el anélisis (participaron)

Prosigna / PAM50: ROR
score

Firma génica / expresion

Tejido: bloques FFPE de
tumor mamario

n=1140 (analisis conjunto MA.5 + DBCG
89D)

Jensen et al. 2025

Breast Cancer Index
(BCI) y BCIN+

Firma génica

Tejido: bloques FFPE de
tumor mamario

n=4,086 Mujeres posmenopausicas

Bartlett et al. 2024
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EndoPredict y EPclin

Firma génica de expresion

Tejido: bloques FFPE de
tumor mamario

Tamizaje: 4,059; aleatorizadas: 2,045 a
anastrozol + placebo vs anastrozol +
everolimus

Penault-Llorca et al. 2024

MammaPrint (70 genes)
y BluePrint (80 genes)

Firmas génicas de expresion

Tejido FFPE (RNA extraido
de FFPE)

Enroladas 9,464 (estadio I-111); pasaron QC
7,819

Lian et al. 2025

PTEN

Expresion proteica

Tejido: bloques FFPE de
tumor mamario

n=96 con muestras pretratamiento y
postratamiento

Chen et al. 2023

Oncotype DX; Ki67;
p53; HER?2

Firma génica; Expresion proteica
(IHC): RE, RP, Ki67, HER2, p53

Tejido: muestra tumoral
obtenida por biopsia /
reseccion

70 pacientes con cancer de mama RE+y
HER2-

Sunén et al. 2021

HR+/HER2- (ER+/
HER2-) metastasico.

Mutacion

Sangre/Plasma: cfDNA de
plasma

Pacientes: 109 mujeres con cancer de mama
metastasico HR+/HER2—

Corné et al. 2023

PD-L1 (CD274); CDS;
CD20

Expresion proteica: PD-L1, CD8,
CD20 (FC, IHC, IF)

Sangre: EDTA,; separacion
de linfocitos (Ficoll);
PBMCs

Pacientes: 50 mujeres egipcias recién
diagnosticadas con cancer de mama;
Controles: 30 mujeres sanas

Hamed et al. 2022

Panel inmune (CD45,
CD3, CD4, CDS8, PD-1;
NK; B; DC/APC, etc.)

Expresion proteica

Tejido: bloques FFPE de
tumor mamario

Seleccionados: 43 pacientes con cancer de
mama (Luminal Ay TNBC)

Heger et al. 2024

OncotypeDX Recurrence
Score (21 genes);
MammaPrint (70 genes)

Firma génica

Tejido: bloques FFPE de
tumor mamario

Cohorte OncotypeDX: n = 2219 (pacientes
con NA+).; Cohorte MammaPrint; n = 345
(pacientes con NA+).

Freeman et al. 2023
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Andlisis y discusion

La tabla integra los biomarcadores clave bajo una l6gica clinica s6lida: riesgo hereditario
(BRCA1/2, PALB2, CHEK?2), caracterizacion tumoral en tejido (ER/PR, Ki-67, HER2,
TRPS1, PTEN, AR, PD-L1) y biomarcadores circulantes/epigenéticos (ctDNA/cfDNA con
ESR1, PIK3CA, TP53; metilacion; miRNAs; TEVS). Esta organizacion evidencia que la
deteccion y la valoracién molecular no dependen de un solo marcador, sino de un conjunto
que responde a preguntas distintas: estratificacion del subtipo, seleccion terapéutica,

prondstico y vigilancia de progresion o resistencia.

La presencia de firmas multigénicas (Oncotype DX, Prosigna/PAM50, BCI, EndoPredict,
MammaPrint/BluePrint) ponen al laboratorio en el centro de la decision clinica, porque
transforman la expresion génica en riesgo y posible beneficio del tratamiento. Y cada vez se
usan mas enfoques menos invasivos: la biopsia liquida se suma al FFPE para captar la

heterogeneidad y los cambios del tumor en el tiempo, sin reemplazar la base histopatolégica.

En predisposicion hereditaria, los genes BRCAL y BRCA2 son mutaciones germinales de
alto impacto que guian el consejo genético, la prevencion y la vigilancia. EI PALB2 es un
gen clave dentro del riesgo hereditario, ampliando el panel mas alla de BRCA, el CHEK?2 es
un gen de susceptibilidad atil en clinica para estimar el riesgo y guiar el manejo familiar,
con ello sustentan que los paneles germinales son necesarios cuando se quiere precisar el

riesgo y la herencia tumoral.

En caracterizacion tisular el Ki 67 muestra qué tan rapido se esta multiplicando el tumor y
sirve para estratificar y apoyar el prondstico, especialmente en tumores con receptores
hormonales, cuando se interpreta junto con ER y PR para definir subtipos luminales. El eje
HER?2 se aborda desde dos perspectivas complementarias. Integran ERBB2 0 HER2 como
marcador clave de amplificacion y de seleccion de terapia anti HER2, mientras que el HER2
es valorado como un determinante en fenotipo tumoral y conducta terapéutica. La
convergencia entre inmunohistoquimica y medicidn de transcriptos se observa mediante un
panel de expresion que incluye ESR1, PGR, ERBB2 y MKI67, aportando soporte analitico

cuando se requiere estandarizacion de expresion y correlacion con el fenotipo tumoral.
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En rutas de sefializacién tumoral, Chen et al (2023)8” incluyen PTEN como marcador
relevante en regulacion de crecimiento y supervivencia celular, con implicacion para

comprender biologia tumoral y potenciales resistencias asociadas a vias PI3K AKT.

En biopsia liquida, el ctDNA permite detectar variantes y seguir la enfermedad en tiempo
real. Hassan et al (2024)88 identificaron PIK3CA en exones 9 y 20 en plasma de pacientes
no metastasicas operadas, mostrando sefial tumoral circulante en fases tempranas. Corné et
al (2023)° confirman que la presion terapéutica en HR+ HER2— metastasico genera cambios
detectables para monitoreo. Arimura et al (2024)87 amplian el panel con TP53, BRCAL y
BRCAZ2 en cfDNA, con posible valor prondstico.

En epigenética circulante el WNT1 hipermetilado en cfDNA como firma de deteccion,
mostrando que la metilacion ayuda cuando la sefial mutacional circulante es baja y se busca
maés sensibilidad. La presencia de metilacion del promotor de BRCA1 amplia el valor de
epigenética en cancer de mama, especialmente como complemento a mutaciones, dado que
el silenciamiento génico puede reflejar mecanismos de progresion y comportamiento

tumoral.

En biomarcadores circulantes no gendmicos, Xu et al (2024)7° incluyen vesiculas
extracelulares derivadas de tumor enriquecidas con CD63 y EpCAM, aportando evidencia
de que la sefial tumoral puede recuperarse mediante fracciones extracelulares con
marcadores de superficie, Util para deteccion y potencial monitoreo. Hamed et al (2022)%1
analizan PD L1 CD274 junto con CD8 y CD20 para valorar infiltrado citotdxico y
componente. Heger et al (2024)72 proponen un panel amplio con CD45, CD3, CD4, CD8 y
PD 1 mas marcadores de inmunidad innata y células presentadoras para caracterizar el

microambiente y asociarlo con respuesta y prondstico.

Las firmas multigénicas ayudan a predecir recurrencia y a guiar el tratamiento,
especialmente en tumores con receptores hormonales. Kalinsky et al (2021)%3 incluyen el
puntaje de recurrencia de 21 genes Oncotype DX como soporte de decision en cohortes
clinicas, mientras Sunén et al (2021)?4 integran Oncotype DX con Ki 67, p53 y HER2,
articulando biomarcadores clasicos con firmas genémicas para fortalecer estratificacion.

Jensen et al (2025)7?> aportan Prosigna basado en PAMS50 con calculo de ROR score,
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orientado a riesgo de recurrencia y subtipificacion intrinseca. Bartlett et al (2024)?¢ destacan
Breast Cancer Index y BCIN plus para afinar prondstico y decisiones en tratamiento
prolongado. Penault Llorca et al (2024) usan EndoPredict y EPclin al combinar firma
genomica y datos clinicos para predecir recurrencia. Lian et al (2025)?7 incluyen
MammaPrint 70 genes y BluePrint 80 genes para clasificacion y prondstico con impacto
clinico. Freeman et al 202378 refuerzan el uso de OncotypeDX y MammaPrint como
métodos ampliamente aplicados en préactica, consolidando el rol de firmas multigénicas en

la medicina personalizada.

Los diferentes autores permiten hacer notar que los marcadores de mayor utilidad son los
que hacen uso de técnicas inmunohistoquimicas entre otras, tal como se expone en la tabla
11.
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Tabla 11. Utilidad de las pruebas de laboratorio empleadas dentro del &rea de biologia

molecular para la valoracion de los marcadores moleculares en el diagnostico del cancer de

mama.
Tipo de
o . 5 Marcador
Técnica Utilidad muestra mas . Autores
tipico
usada
Deteccidn/estratificacion: Tejido (FFPE)
estado de receptores rincipal);
_ P _y (principal) HER?, ,
biomarcadores proteicos algunos . Sunén etal.,
IHC ] . ER/PR, Ki-67,
] o (HER2, ER/PR, Ki-67)y incluyen 2021; Hamed
(Inmunochistoquimica) o o p53, PD-
evaluacion inmune/predictiva sangre/suero et al., 2022
N L1/CD8/CD20
(PD-L1). También como como
subrogado (p53 < TP53). complemento
] ) ] miR-497-5p
] Diagndstico por panel sérico de Zou et al.,
RT-qPCR (miRNA) ] Suero (panel 8-
mMiRNAs. . 2022
miRNA)
Diagndstico/pronéstico (p. €j., Exosomas
gRT-PCR ) ] . . Choudhary et
] TNBC) mediante miRNA en (medio miR-1180
(exomiRNA) o al., 2025
€xosomas. condicionado)
Tejido (FFPE) PIK3CA,;
rincipal); segln matriz
Deteccion dirigida de (principal) (seg .
. algunos también se ]
RT-PCR/PCR mutaciones y soporte de . Sunén et al.,
o ] incluyen reporta
(dirigida) pruebas basadas en PCR (segun 2021
] sangre/suero soporte en
estudio). )
como firmas/RT-
complemento PCR)
o . . Doraczynska-
NGS (panel Diagndstico genético germinal Sangre/Plasma .
i o BRCAL/2 Kowalik et
BRCA1/2) (variantes patogénicas). (cfDNA/ctDNA)
al., 2022
Deteccion germinal de
NGS + MLPA susceptibilidad Sangre/Plasma BRCAL Pramanik et
(germinal) (confirmacion/duplicaciones- (cfDNA/ctDNA) al., 2024
deleciones).
Predisposicién germinal en o
Targeted NGS panel L i Sangre/Plasma Guindalini et
panel multigénico (segun TP53 R337H
+ MLPA (cfDNA/ctDNA) al., 2022

estudio).
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WGS-based tumour- | Enfermedad minima residual Garcia-
] o Sangre/Plasma CtDNA )
informed ctDNA (MRD) / recidiva post- Murillas et
] i (cfDNA/ctDNA) | (MRD)
sequencing (MRD) tratamiento por ctDNA. al. 2022
cfDNA shallow WGS | Deteccion temprana por
) o Sangre/Plasma Yang et
fragmentomics CNV/fragmentomica en CNV
(cfDNA/ctDNA) al.2021
(SWGS) cfDNA.
Monitorizacion
o dirigida/multiplex Plasma (cfDNA) | Hotspots )
dPCR (PCR digital; ] ) o B Corné et al.,
) (resistencia/seguimiento) en * tejido PIK3CA/
drop-off / multiplex) ) B . 2023
cfDNA; incluye desempefio comparativo ESR1
analitico (p. ej., LOB95%).
] o Deteccion de amplificacion (p. .
Chip-based digital ] Sangre/Plasma Xie et al.
ej., HER2) en ctDNA vs HER2
PCR (dPCR) (cfDNA/ctDNA) 2023
IHC/FISH.
o Seguimiento de mutaciones en | Sangre/Plasma Smilkou et
Crystal Digital PCR® | ~ = ESR1
biopsia liquida. (cfDNA/ctDNA) al., 2024
Methylation-specific | Deteccidn temprana basada en Sangre/Plasma RASSFIA Yazici et al.,
PCR (MSP) metilacion especifica. (cfDNA/ctDNA) 2009
Tamizaje/deteccién temprana GWM
L Sangre/Plasma . Pham et al.,
SPOT-MAS por metilacion global en (genome-wide
(cfDNA/ctDNA) . 2023
cfDNA. methylation)
TELOAS Recurrencia/metastasis con Sangre/Plasma MDMs (panel | Giridhar et
panel metilado tumor-agnostic. | (cFDNA/ctDNA) | 16) al., 2026
Evaluacion de respuesta a
Sangre/Plasma Ravera et al.,
cfMeDIP-seq NACT (pCR vs RD) por DMRs
o (cfDNA/ctDNA) 2024
metilacion.
] L CD29/CD146; | Ekstrom et
Inmunofenotipado/estratificacié .
] Exudado/fluido | paneles al., 2022;
) i ] n: firmas NK/DC, marcadores )
Citometria de flujo o y/o sangre + inmunes Hamed et al.,
de superficie (incl. EV) y B
] ] tejido fresco (CD’s, HLA- | 2022; Heger
perfiles por subtipo.
DR, etc.) et al., 2024
) Biomarcadores proteicos en EV | Sangre/Plasma ) Tamarindo et
Proteomics (MS) ] ) ) Histone H2A
para diferenciar benigno/TNBC. | (cfDNA/ctDNA) al., 2025
ScreenCell + Aislamiento y caracterizacion Sangre/Plasma Mehtar et al.,
] o ) MARCKSL1
inmunocitoquimica de CTCs (biomarcadores). (cfDNA/ctDNA) 2025
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) Estratificacién Sunén et al.,
Multigene assay . o .
pronostica/predictiva Tejido Oncotype DX, | 2021;
(Oncotype DX/ ) L o )
) (riesgo/score; decision (FFPE/biopsia) | MammaPrint | Freeman et
MammaPrint) .
terapéutica). al., 2023
) Prondstico y riesgo de Tejido Brufsky et
Prosigna (PAM50) ) o PAM50
recurrencia (ROR). (biopsia/FFPE) al., 2025
) ) N Penault-
] ) Riesgo de recurrencia a Tejido .
EndoPredict (EPclin) ) ) o EPclin Llorca et al.,
distancia (HR+/HER2-). (biopsia/FFPE)
2024
MammaPrint (70 Pronostico y beneficio de Tejido . Brufsky et
genes) quimioterapia. (biopsia/FFPE) al., 2025
Perfil inmune espacial para B
] o o Tejido Shenasa et
GeoMx DSP estimar beneficio terapéutico (p. o HLA-DR
] o (biopsia/FFPE) al., 2025
gj., antraciclinas).

Analisis y Discusion

La tabla muestra que el diagndstico se arma segun la pregunta clinica, la muestra y el nivel
de detalle que se necesita. IHC suele ser la primera eleccidn porque en FFPE define subtipos
y marcadores predictivos con aplicacion inmediata. RT gPCR y gPCR sirven para cuantificar
y validar expresion genica, pero dependen mucho del control preanalitico y de la
estandarizacion del FFPE. NGS aporta una vision amplia para medicina de precision y
paneles multigénicos, aunque exige mas infraestructura, bioinformatica y tiempo. ddPCR y
dPCR destacan en biopsia liquida por su alta sensibilidad, sobre todo para variantes

puntuales, baja carga tumoral y seguimiento de resistencia.

Las técnicas complementarias como metilacién, protedbmica en vesiculas extracelulares,
CTCs y plataformas espaciales apuntan a una caracterizacion mas completa del tumor y del

microambiente, mas alla de lo genético.

En la caracterizacion tisular, la inmunohistoquimica se mantiene como pilar para
estratificacion por receptores y biomarcadores proteicos, con evaluacion de HER2, ER, PR,
Ki 67 y componentes inmunes como PD L1 y subpoblaciones CD8 y CD20. Este blogue se

alinea con el uso de tejido FFPE como matriz principal y sostiene la utilidad como subrogado
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de alteraciones genéticas cuando se interpreta p53 como aproximacion funcional de TP53.
En esta linea se integran a Sunén et al (2021)?4 y Hamed et al (2022)?' como referencias que
consolidan el rol de IHC en clasificacion y toma de decisiones. gPCR y RT gPCR en mRNA
permiten cuantificar la expresion de ESR1, PGR, ERBB2 y MKI67, y apoyar

estandarizacion y validacién con referencias.

En biomarcadores circulantes, la RT gPCR de microARN y exomiRNA amplia el anélisis
en suero y plasma mediante paneles, como el que incluye miR 497 5p en Zou et al (2022) y
los exomiRNA en Choudhary et al (2025)?? Gtil cuando la sefial se refleja mas en perfiles

regulatorios que en DNA.

En gendmica tumoral, la PCR dirigida y la RT PCR se orientan a deteccion especifica de
variantes o blancos concretos con alta factibilidad analitica. La secuenciacion de nueva
generacion se posiciona como estrategia integral para perfiles de mutacion, paneles dirigidos
y deteccion de genes de predisposicion, con Guindalini et al (2022)'90 para NGS en contexto
de paneles, Yazici et al (2009)'0" para panel BRCA1 y BRCA2, y Yang et al (2021)'02 para
integracion de NGS con MLPA en analisis germinal. En esta misma logica de cobertura, se
incluyen aproximaciones combinadas de panel NGS dirigido con MLPA para maximizar
rendimiento en variantes puntuales y reordenamientos, con Ravera et al (2024)'93 como

referencia adicional de implementacion.

En seguimiento de enfermedad residual minima y vigilancia longitudinal, el esquema
incorpora secuenciacion tumoral informada por tumor basada en genoma completo aplicada
a ctDNA para MRD, donde se prioriza sensibilidad y especificidad mediante seleccion
personalizada de variantes. Este blogue se asocia a Giridhar et al (2026)'%4 como evidencia
de aplicacion clinica. Como complemento de sefial global circulante, el analisis de
fragmentomica mediante shallow WGS en cfDNA integra patrones de fragmentacion y carga
tumoral aproximada con potencial utilidad en deteccion y monitoreo, con Smilkou et al

(2024)105 como referencia.

En deteccidn ultrasensible de variantes, ddPCR y mdltiples variantes de PCR digital se
presentan como técnicas orientadas a mutaciones puntuales y cuantificacion precisa en

matrices circulantes. Se incluyen ddPCR y dPCR en modalidades multiplex, drop off y chip
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based, ademas de plataformas especificas como Crystal Digital PCR. Este bloque se asocia
a Pham et al (2023)'9 para ddPCR, Pramanik et al (2024)'97 para dPCR en esquemas
avanzados, Mehtar et al (2025)'% para chip based dPCR y Brufsky et al (2025)'9? para
Crystal Digital PCR. La integracion de estas referencias sustenta un perfil de utilidad
centrado en sensibilidad analitica, cuantificacién absoluta y monitorizacién de cambios

clonales en ctDNA.

En epigenética, la tabla incorpora pruebas basadas en metilacion circulante como parte del
enfoque de biopsia liquida, cubriendo desde PCR especifica de metilacidn hasta plataformas
de multiples regiones. Se integran Doraczynska Kowalik et al (2022)'10 para methylation
specific PCR, y pruebas multianalito o multicancer como SPOT MAS, TELQAS y cfMeDIP
seq, con Shenasa et al (2025)''!, Tamarindo et al (2025)''2 y Xie et al (2022)''3 como
soporte de aproximaciones de metiloma y enriquecimiento inmunoprecipitado en cfDNA.
Este enfoque muestra que la epigenética es clave cuando hay poca sefial tumoral y se necesita

una deteccidon mas certera.

En enfoques celulares y protedmicos, la citometria define subpoblaciones, la espectrometria
de masas perfila proteinas en tejido o sangre, y ScreenCell con inmunocitoquimica ayuda a
aislar y analizar células tumorales circulantes. En este blogue se incluyen Ekstrom et al
(2022)114, Hamed et al (2022)?" y Heger et al (2024)72 sobre paneles inmunes y
caracterizacion celular. Para analisis espacial en tejido, GeoMx DSP permite perfilar
expresion de forma localizada y estratificar microambiente y sefial inmune o tumoral, segln
Garcia Murillas et al (2022)11,

En el componente de utilidad clinica decisional, se integran ensayos multigénicos
prondsticos y predictivos como Oncotype DX y MammaPrint, ademas de Prosigna basado
en PAM50 y EndoPredict con EPclin. Este bloque se orienta a riesgo de recurrencia,
beneficio terapéutico y apoyo en decisiones en tumores con receptores hormonales. Se
incluyen Sunén et al (2021)?4 y Freeman et al (2023)78 para integracién y aplicabilidad de
Oncotype DX y MammaPrint, Penault Llorca et al (2024)'1¢ para EndoPredict EPclin, y se
mantiene coherencia con el enfoque de firmas para estratificacién bioldgica en escenarios

seleccionados.
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En este contexto, los datos recopilados de los diferentes autores permitieron comparar la
sensibilidad y especificidad de los marcadores moleculares utilizados para la ayuda
diagndstica del cancer de mama, como se observa en la Tabla 12, en la cual se identifican

los marcadores mas eficaces y confiables para la deteccion temprana de esta malignidad.
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Tabla 12. Comparacion de técnicas de laboratorio en cancer de mama segun sensibilidad, especificidad.

Muestra Técnica 1 Sensibilidad Especificidad Muestra Técnica 2 Sensibilidad | Especificidad Autor/Afio
. One-Step RT-gPCR PCRTR Albanyahyati 2024
Tejido tumoral 93.4 % 100 % Plasma 97.39 % 91.26 %
(HER2) (PIK3CA) vs FDA 2025
Therascreen
§ B FDA 2025 vs
Tejido tumoral | PIK3CA RGQ PCR 54,6 % 97.2% Tejido tumoral | IHC (HER2) 87.96 % 93.75 %
Thanasan 2023
Kit
N Tejido + NGS Sung 2022 vs
Tejido tumoral NGS (TP53) 100 % 67.7 % 83 % 98 %
sangre/ plasma (PIK3CA) Galvano 2022
) N Galvano (ddPCR)
ddPCR/BEAMuing Tejido + RT-PCR
Sangre/plasma 74 % 84 % 51 % 96 % 2022 vs Galvano
(PIK3CA) sangre/plasma (PIK3CA)
(RT-PCR) 2022
§ Sun 2023 vs
Sangre/plasma ddPCR (ESR1) 98 % 100 % Tejido gPCR (ESR1) 89 % 90.5 % )
Wegscheider 2024
§ ddPCR Sinn 2017 vs Borkar
Tejido (FFPE) | RT-gPCR (ESR1) 98 % 93 % Sangre/plasma 88 % 100 %
(PIK3CA) 2025
o Multiplex )
Metilacién biopsia Cristall 2021 vs
Sangre/plasma o 80 % 100 % Plasma dPCR 95 % 100 % .
liquida Corné 2021
(PIK3CA)

Nota: NR = No reportado.

61




Andlisis y Discusion

El estudio evalta el rendimiento diagnostico de diversas tecnologias (PCR, NGS, IHC,
ddPCR) aplicadas a biomarcadores criticos como HER2, PIK3CA, TP53, ESR1 y BRCAL.
El anélisis se divide en comparativas especificas que revelan el equilibrio entre sensibilidad
(capacidad de detectar positivos) y especificidad (capacidad de descartar negativos).

Se observa que la RT-gPCR para HER2 segln Albanyahyati (2024)*%? logra un equilibrio
superior con un promedio combinado del 96.7% y una especificidad perfecta (100%),
superando al desempefio de la PCR en tiempo real de la FDA 20254 para PIK3CA en
sensibilidad (97.39%), aunque esta ultima falla més en los falsos positivos.

Therascreen RGQ PCR Kit segin FDA (2025)** muestra una sensibilidad muy baja (54.6%)
debido a la escasa fraccion de ADN tumoral en plasma, mientras que la IHC para HER2
(Thanasan, 2023)*° resulta ser una herramienta de cribado mas equilibrada con un 90.9%

de promedio combinado.

El fenémeno de TP53: El estudio de Sung (2022)'% para TP53 alcanza una sensibilidad del
100%, pero su baja especificidad (67.7%) se explica porque el NGS detecta mutaciones
gendmicas que la inmunohistoquimica (IHC) no puede ver, clasificandolas errobneamente

como falsos positivos.

Consistencia en PIK3CA: Por el contrario, el NGS de Galvano (2022)'!* para PIK3CA

ofrece una alta especificidad (98%) al estar validado contra tejido tumoral.

En la deteccion de ESR1, la ddPCR en plasma (Sun, 2023)°7 destaca con un 99% de
promedio combinado, superando a la gPCR en tejido (Wegscheider, 2024)%, La ventaja

radica en la capacidad de realizar un monitoreo no invasivo de resistencias adquiridas.

Al comparar métodos dentro del mismo estudio (Galvano et al., 2022)%4 Ia
ddPCR/BEAMIing demuestra ser 1.5 veces mas sensible que la RT-PCR para PIK3CA,
aungue esta Gltima es mas especifica (96%), siendo ideal para confirmar antes de tratar con

farmacos como alpelisib.
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Llama la atencion que técnicas mas antiguas, como la RT-gPCR de Sinn et al. (2017),
mantienen sensibilidades del 98%, compitiendo con métodos modernos como la ddPCR en
plasma de Borkar et al. (2025)!®, cuya fortaleza reside en una especificidad del 100%.

Segun Corné et al., (2021)°* Multiplex dPCR para PIK3CA se posiciona como una de las
mas precisas (97.5% de promedio). Como sefiala Cristall et al., (2021)'% en contraste, la

metilacién de BRCA1 muestra una especificidad total pero menor sensibilidad (80%) debido
a la dilucién del ADN circulante.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Los principales tipos de marcadores moleculares relacionados con el cancer de mama
se agrupan en marcadores de predisposicion germinal, marcadores de expresion
tisular, alteraciones somaticas detectables en tejido y sangre, biomarcadores
epigenéticos y firmas genéticas, asi como marcadores inmunoldgicos y circulantes.
Cada uno cumple funciones especificas en la evaluacion del riesgo, clasificacion
tumoral, prondstico, prediccion de respuestas terapéutica y monitoreo de la
enfermedad.

La utilidad de los marcadores moleculares en la préctica oncoldgica no es fruto de
una tecnologia unica, sino de la combinacion estratégica de distintas plataformas
moleculares. Si bien la IHC sigue siendo el pilar para la clasificacion fenotipica
evaluando receptores hormonales y el indice de proliferacion, el uso estratégico de
herramientas como la RT-qPCR y NGS, permiten profundizar en la expresion génica
y descifrar perfiles de mutacion mucho mas complejos los cuales impulsan a una
medicina personalizada. A esto se suma la PCR digital en biopsias liquidas, que se
ha vuelto un recurso indispensable por su enorme sensibilidad al monitorear el ADN
tumoral circulante.

La valoracion comparativa entre la sensibilidad y especificidad de marcadores en
CM revela la eficacia diagnostica ligada a la interaccion entre la técnica empleada y
el tipo de muestra. El analisis de datos recientes demuestra que técnicas aplicadas en
tejido, mantienen una sensibilidad superior (93.4 % - 98 %), mientras que la biopsia
liguida se seconsolida como el método mas confiable para la confirmacion

terapéutica y el monitoreo de resistencias al alcanzar una especificidad del 100 %.

Por el contrario, marcadores como TP53 evaluados por NGS muestran una
sensibilidad perfecta (100 %) pero una baja especificidad relativa (67.7 %) frente a
métodos proteicos, evidenciando que la fiabilidad de un marcador depende de su

validacion contra el estandar de referencia adecuado.
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ANEXOS

Anexo 1. Tumor mamario.

Lumpectomia

Fuente: https://www.cancer.gov/espanol/tipos/seno/tratamiento-mama

Anexo 2. Pasos de la Técnica IHQ.

Fijacion del tejido Inclusion en

mamario en parafing.

Incubacién con anticuerpos Duparaﬁx?cién,

primarios especificos (ej. anti- ffcuperacxon de

RE, anti-HER2). antigenos y bloqueo
no especifico.

Anticuerpos secundarios y

revelado con cromdgeno

Contratincién con hematoxilina y
montaje para microscopia.

Fuente: https://www.infomama.com.br/blog/imuno-histoquimica-no-cancer-de-mama/
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Anexo 3. Procedimiento para realizar procedimiento de RT-qPCR.

@Aislamientn de mRNA

Cleaved FA @ Transcripcion reversa del mRNA purificado a cDNA
Primer

DNA
polimerasa

Transcriptasa

_ reversa RNAzsa
e T
—_— T . /AliNm .
—
\-u ' \%
Purified Primer de

v RNA cDNA \

@ Medicién del mRNA @ AmpliﬁcaciéncoanCR

Polymerase 5
3 Amplification - P .o 1Rmrse primer '\
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Fuente: https://www.biorender.com/template/rt-gpcr-70042

Anexo 4. Therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Principio de la reaccion con sondas de
hidrdlisis.

2 » [Amssing |
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I ]
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4. ----- — reporter fluorescence signal emission

= .
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PCR product completed and flucrescent signal
4 — — — — — - - - - - — accumulation in each cycle
# - =~ Reporter L G Specific probe — Forward and reverse primers
® Quencher ===% PCR product @ Tag Polymerase

Fuente: https://www.accessdata.fda.gov/cdrh docs/pdf19/P190001C.pdf
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Anexo 5. Biopsia liquida para deteccion temprana del cancer.

Analysis
1. Quantifying total

2. Analysis and quantification of mutations

3. Analysis and quantification of methylation
patterns
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Fuente: https://clpmag.com/disease-states/cancer/liquid-biopsy-is-an-early-cancer-

screening-breakthrough-technology/
Anexo 6. cobas® PIK3CA Mutation Test

cobas’

Rx Omly

cobas® PIK3CA Mutation Test

Para diagnostico in vitro

IVD

cobas® PIKZCA Mutation Test 24 Tests P/M: D7 003986190

Para las muestras FFPET, consulte &l cobas™ DMA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190)
para la preparacion de las muestras.
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cobiag® FIKICA Mutation Tast

Uso previsto

El ensayn cobas® PIK3CA Mutation Test esuna prucha de PCR a tiempo real para la deteccidn ¢ identificacidn
cualitativas de 17 mutaciones enlosexones 2, 5, 8 10 v 21 del gen codificador de la subunidad catalitica dela
fosfninositida-3-quinasa (PIKICA) en ADN aislado de tejido tumaoral impregnado en parafina y fijado en Formalina
(FEPET). El ensayo cobas® PIR3CA Mutation Test es una pruchade PCR a tiempo real parasu uso en ¢l cobas® 4800
.";'F.'i.ttlﬂdi!cl"l.‘ld.‘l para identificar pacientes con cancer de mama metastdsion Cuyns Lumares presentan ¢stas mutaciones,

Resumen y explicacion de la prueba

Informacion de referencia

Lavia de seializacidn de la fosfoinositida- 3-quinasa (PR K) ¢z un regulador dave de numerosas caracteristicas del
compartamiento ¢celular normal, Incluida el crecimiento, ka supervivencia, la motilidad v Ia proliferacién celular.)* La
activaciin v desvegularizacidn de lavia de Ia PIMK se han relacionado en una amplia variedad de cinceres humanaos,”
En ¢l cncer, un mecanismo importante de la activacian de la via se produce mediante receplores conocidos coma
receplores de tirosing quinasas (RTK), tales comao el receptor del Bctor de crecmiento epidérmico humano X (HER-2)
o &l receptor del Bictar de crecimiento epldérmico (EGFR), PIIK, Akt y niTOR presentan 3 uniones impartantes en la
vla de seiiplizacion de P ALY mTOR® Lo activacldn de la via de la PIK causa la conversion del fosfatidilinosital
(4,5)-hilosfato (PIP) en fosfatidilinositol (3.4,5) -trisfosfato (PIP3), un importante mensjera secundario que estimula
una amplia gama de vias de efectores descendentes, incluidos Akt y mTOR, Laactivacian de la via de PDIEAKLMTOR
da lugara numerosos procesos celulares, incluldo ¢l crecimienta, la praliferaciin y la supervivencia celular,®

El PIKICA es uno de los oneogenes mads frecuentemente mutado que se ha identificado en Jos cinceres humanas,
Asimismao, la mavaria de las mutaciones reglsteadas tienen lugar en unos pogos “puntos calientes” de la prateing
(codones 1047 [40%], 545 [25 %] y 542 [13 %107 La mayor parte de las mutaciones se producen principalmente en los
exanes 10y 21 del PIK3ICA, Sin embargo, también se han identfcado mutaciones actvadaras en los exones L 5 y B En
[ hase de datos COSMIC se demuestra que e PIKICA presenta una mutaciin del 12 %hen todos Jos tpos de tumaores,
En ¢l caso del chneer de mama, s han detectado mutaciones en PIK3CA en ¢l 26 % de los tum ores analizados, Se ha
demastrado que las mutaciones en PIKICA son mds comunes en cinceres de mama con receptores de hormanas
positivas (-0 %)y HER-2 positivos (~25 %).%"

Entre las mujeres, el cincer de mama es ¢l tumor maligno diagnosticado con mayor fecuencla y la causa principal de
muerle por caneer. En 2017, ¢l cdneer de mamd supuso ¢l 25 % de los casos lolales de cineer v el 15% de las moertes
par chnger en mujeres en todo ¢l mundo™ $e estima que aproximadamente la mitad de los casos de clinger de mama
vl 60 % de ks muertes se producen en palses desarrallados econdmicamente. En términos generales, s tasas de
incidencia son elevadas en Europa Occdental y Seplentrional, AustralianMueva Zelanda v Amdrica del Norle. Los
elementos que contribuyen a la variacion inlernacional de Jas asas de incidencia enen so origen en gran medida en
lasdilerencias de los Lelores reproductives y hormonakes y de Ja disponibilidad de serviciosde deteccidn precoe.!
Se necesilan nuevas Lerapias para combalir laalla inddenda del caneer de mama en general y o devado nimero de
muerles cansadas por ¢ cincer de mama, Conocer el estado mulacional del pen PIE3CA es lundamental para ulilizar
lerapias dirigidasa la actividad de la via ded PIKMCA,

Las mutaciones detectadas por la procha cobas® PIK3CA Mutation Test {prueba cobas PIK3CA) se exponenen ln
Tahla 1.
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Dac Rav. 240 L]
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Tabla1:  Mutaciones detectadas por by procha cobas* PIKICA
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PIKICA | PIKICA | Lot | mucleicos seqin HGVS* “'“"mj““" COSMIC™
sctusl | anteror de PIK3CA

2 1 RIS | MIG>A | MM O0S21AZpiAgasGi) | NM_0D62182¢ 283G>A 74
5 ] M345K 15T =A M_D062 18 2p(A=n34 5Lys) MM1_006:218 256 10357 A 754
8 7 CANR | 1256T>C | NM_006219.2p (Cysi@0Amg) | N 0G2182c1258T5C | 75
10 g ESAZK | 16240A | NM_ODG2122p GhS42lys) | NM_0D8218.2c.0824G2A 78
10 9 ESOSA | 1634ASC | NM_006219.2p.(GRSISAL) | NM_0D6210.2c063ASC | 12458
10 g E5eSD | 1835G>T | MM 0021829 (GHSSSAsp) | NM 0082182163505 T 785
10 9 ESASG | 1634AG | MM 00621929 (GRS45GY) | NM_006210.20063A06 | 764
10 g ES4SK | 1633G>A | MM 0082122p(Ghi5eSlys) | NM_0DE218.26.1810GA 761
10 9 OS46E | 1636C>G | NM 00821829 (Gin546Gk) | NM_006218.2c.1636C>G | 6147
10 g O546K | 163C>A | NM_00&2182p(Gin5eaLys) | NM_DIR218.2e. 1630 A 766
10 9 05461 | 1637A=T | NM_006219.2p(GhSdileu) | MM 0062182c1637A>T | 25041
10 ] (15460 183740 ﬂ'l‘_ﬂﬂﬂ'lﬂ.ﬂl‘hﬂ_ﬂ]ﬂﬁﬂﬁ.fﬂ] M‘l‘_ﬂﬂﬂ]ﬂ.i.ﬂ.wﬂ?ﬁ}ﬂ 12459
1 20 H47L A40AT NH_UUHE]H.EZHI:H =104 7Lau) M“_ﬂﬂiii]aﬂfﬂﬂ'l-ﬂﬂ.’ﬂ-r L]
21 20 H1047R A1E0A=G | NM_00A21A2pHs1047A) | NM_00E218. 20 WA= G 773
1 20 H1oa7 1390 =T NH_UUHETH.E IJ-.I:HIE-W'Q?T:"I:I M“_WHETHEEG'IEH:?T M
21 20 Glogan NaEGE0 NM_ﬂﬂﬂEmEmﬂmﬂhﬂﬁgl M‘l‘_ﬂﬂﬁzm.z.ﬂ.m-ﬁﬁﬂ}c 12537
21 20 LA 2a9G=T MH_I:IDHEHE pihdatioa3la) NM_GUHE]H.EE:]]EEE"T s

* Mumeracdn del exin de AKICA anenor exchiido el prmer exdn no vaducida.
* HEWE - Human Genams Yaration Socety

Principios del procedimiento

La prucha cobas PIE3CA se hasa en dos procesos principales: (1) preparaciin manual de las muestras para obtener
ADN pendimico a partir de FFPET y (2) amplificacidn y detecddn del ADN diana mediante PCR ¥ pares de cehadores
[primers) complementarios ¥ sondas aligonucledtidas con marcadores fuorescentes. La prucha estd disefiada para
detectar RERCQren el exdn 2, NMSK on el exdn 5, CA20R enel exdn & ES42E, ES5X (EH5A, E5450Y, E5450 v ER45K),
Q546K ((56E, (546K, Q6L y Q56K en el exdn 10 y MM, HL047X [HIMTL, HUMTR, y HIATY) v GL0498
enel exin 21, La deteccidn de la mutacidin se realiza mediante el andlisis de PCR con ¢ cobas z 480 analyzer. Cada seric
incluye un contral de mutacidn y un contral negativo para confirmar la validez de la serie.

Para ol cambie e amimxdeide E5450, b proch seks detecta by mutacion ¢ 16356 T del cambio de neclebtido.
* Para el cambio do aminedeido MUK3L b prechaselo detecta by mutacién ¢ 31296 T del cambio de mecledtido.
Secuencias de referencia
Consulte la Fuente siguiente para conocer 1a secuencia de referencia para el gen PIEICAY

PIEICA: LRG3l

00400001 0285
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cobas® PIE3CA Mutation Tazt

Instrucciones de uso

Mota:la prueha cobas PIK3CA solamente admite secciones de FFPET de cdncer de mama con un grosorde 5 pm y gue
confengan comao minima un W % de células tumorales Las muestras con menos de un 10 % de céfulas tomorales
por dred deben someterse @ macrodiseceivn despuds de la despara finacidn.

Nota: consulte la Asistencia of ustario def cobuas® 2300 Systerm para obtener instruceiones de wso detallydas del
cobas z 480 analyzer.

Tamaho de la serle

Una tnica serie puede induir entre 1y 30 muestras (ademds de los controles) por cada placa de amplificacian
y deteccidn de 96 pocillos, 5i se analizan mis de 24 muestras, serd necesario utilizar varios kits de b prueha
cobas PIRKICA.

La prucha cobas PIK3CA contiene reactivos suficientes para realizar 8 series de 3 muestras (ademads de Jos controles)
paraun maxima de 24 muestras por kit,

Controles para todo el proceso

Esta prucha requicre un contral negativo para todo ¢l proceso (NEG). En cada serie debe procesarse un NEG junto
can las muestras empezando por el procedimiento de aislimiento de ADN,

Alslamiento de ADN

El AN se alsla de las muesteas FFPET de cdnoer de mama mediante ¢l cobas® DN A Sample Preparation Kit
[P/ OSOR55 361 900,

Macrodiseccion

Si la muestea contiense menos de un 10 % de células tumarales por drea, serd necesario proceder a su macradiseccidan
como parte de la preparaciin,

Cuantificacion del ADN

Nota: la medicion o la concentracion de ADN dele realizarse iomediatamente despods del procediomfentode aislam iento
dit ADN w antes del almacenamiento.

Nota: almecene el stock de ADN sepon Tas instroce fones del apartado Almaceramiento yestabilidad de las mustnas
durante el tranpaorte.

L Mezcle cada stock de ADN mediante un agitador vorlex durante 5 segundos.,

2 Coantilique ¢l ADN mediante un espectrofoldmetro, epin ¢ prolocolo del Bbricante. Utilice o buller de ducion
de ADN (DNA EBjomo blanco para el instrumento. Es necesario un promedio de dos lecturas coinciden bes, Silas
lecturas de concentraciin de ADN son = 200 ng'ul, las dos mediciones no deben presentar una diferenda mayor
a 410 % entre ellas. En el caso de las lectoras de concentracion de ADN < 200 ngfpl, I dilereneia enlre ambas
mediciones no debe supear los £2 aplul. S las dos mediciones presentan una dilferencia mayora 210 % enlre
ellas cuando las lecluras de concenteacion de ADN son = 200 ngdpl o mayora 22 npful cuando las leclucas de
concentracion de ADN son < 200 ng/pl, se deben realizar 2 lecturas adicionales hasta que se cumplan los
requisitos. A continuacion, debe caloularse el promedio de estas dos nuevas mediciones.

Nota: no es necesario medie of stock de ADN del NEG procesado.

A70400001-02E5
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cobas® PIK3CA Mutatian Tast

3. Laconcentracion del stock de ADN de las muestras debe ser = 2 ngful para realizar [a proeba cobas PIKICA. S¢
realizan Lres ciclos de amplilicacidn/deleccon por muestea, para cada uno de Jos cuales se ulilizan 25 pl de una

diluciin de 2 ng/pl de stock de ADN {un total de 50 ngde ADN),

Nota: cada stock de ADN debe fener una concentracion minfma de 2 nglal para realizar la prueha cobas PIK3CA. §ila
conceniracton e un dock de ADN ¢ < 2 ngiul, repita fos procedimientos de desparafinacion, ashmiento de ADN
y cuantificacion de ADN para la muestra en cuestion utilizando dos secciones de FFPET de 5 pm. En los casos de
las muestras colocadas en portahjetos, tras la desparafinacion, combine ef tejido de ambas secciones en un fuba,
sumerja el tefido en buffer de lisis def tejido de ADN (DNA TLB) + proteinasa K (PK) y lleve a cabo el aislamiento
¥ I cuantificacion de ADN tal ycomo s2 ha descrito anteriormente. £ los casos de las muestras que no estdn
colocadas en portanhietos, combine ambas secciones en un tubo y lleve @ cabo I desparafinacion. Sumerja o
tejido en DNA TLB + PK y lleve a cabo of aidamiento y la cuantificacion de ADW tal y como se ha descrito
anteriormente. 8 el stock de ADN sigue siendo < 2 ng/ul, solicite otra seocion de muestea FFPET al centro dinico
correspondiente.

Amplificacion y deteccion

Nota: para evitar la contaminacion de las mezclas MMX de trabajo con muestras de ADN, la amplificacion y ladeteccion
dehen realizarse en wn drea distinta de la de aidamiento de ADN. E] drea de trabajo de amplificacion y detecciin
debe limpiarse minuciosamente antes de b preparacion de b mezcla MMX de trabajo. Para Bevar a cabo una
limpiezn adecuada, es necesarip fimpiar todas las superficies, incuidos pipeteadores y bandzjas, primero con una
solucidn de hipoclorito de sodioal 0,5 % y luego con una solucin de etanol al 70 % La lejia doméstica comereial
contiene normalmente hipoclorito de sodio en una concentracion del 525 % Mediante diluin en proporcion 1:10

de I lefa domistica se obiended una soluciin de hipoclorito de sodfo al 0,5 %,

Configuracidn del Instrumento

Consulte la Asistencia al usuario del cobas® 4800 System para obtener instrucclones detalladas del cobas 2 480 analyzer.,

Configuracidn de las peticiones de pruebas

S desea oblener instrucciones detalladas sobre bos pasos del Mujo de teabajo de la prueba cobas PIKICA, consulte la
Asistencia al usuario del cobas® 4800 System,

Cree un esquema de placas con la posicitn de todas ks muestras y controlesde la serle, B control de mutacién (MC)
s cargaen hs posiclones AOL-A03 de b placa, EINEG se carga en las posiclones BO1-B03de a placa. A continuacién
se anaden las muestras diluidas en conjuntos de 3 columnas, comenzndo par C01-003 hasta H10-HI12, tal coma se
muestea en la Tabla 2 a continuacién,



cobas® PIKICA Mutation Tast

Tohla2:  Distribuecin de by placo para la precha cobas PIKICA

EI:JJ;.I]T:IHI [1]] oz [1 53 (111 05 117} oF 173 1} 1 mn 12

A MC MC MC 57 57 57 515 514 514 523 523 23
BANC T | MK 2 | MAMIE T [ DMK T ) AR 2 | MMR T | MM | MMX 2 | MME T | MMX T ) MME 2 | MME 3

B NEG MEG MEG b b b EL 314 314 24 24 R4
BARGCT | AR 2 [ AT | AN T | N2 | DT | ARG | G 2 | MR 3 | M1 | NI 2 | ML 3

¢ 51 51 51 59 59 59 5 517 517 525 525 825
BANGCT | DM 2 [ DX | NG T | BANGCZ | MM D | BT | D2 | MM 3 | MK T | IR 2 | ML 3

D &2 52 & 510 510 510 514 514 514 5246 5246 524
PAMC T [ M 2 | AT [ ARG 1 | 2 | ARG | AT | IR 2 | MR | IR 1 | MM 2 | MM 3

E bt i @ in in in g1 514 519 527 527 a7
BANGCT [ M2 | WD [ MR | R | MDD | DAY | IR | MRCD | IR T | M2 | MM 3

E 54 54 b 512 512 512 ] 520 20 524 524 ]
MIMAT | MMXZ | MMXT | MM T | AP 2 | MMET | MMXT [ MMX2 [ MMX 3 | MMX T | MMX 2 | MMX 3

85 i5 b 513 g1 g1 0 N N 529 529 &24
G BARLT | BAMGCZ [ T | ST | BANCR | NG S | ARICT | N | MM 3 | M T | B2 | ML 3

H b 56 S 514 514 514 ) S22 S22 530 530 S0
MM | MMX 2 | MMET [ MM T ) MK Z | MM T | MM | MMX 2 | MME T | MMA T | MME 2 | MMR 3

" Dande: MC = Cantral da mutacidn, MEG = Contral nagatva, 50" = ID da muastra, y MMX 0. = reactiva da Mastar M 1, 203
Notar cuolguiara da fas muestras dabe aparacor an fres colimna s consaiiivas da wha o para obfaner e raspeesta,

Notar fa solwcadn Mastar Mix T do trabaje se daba cargar an las colienvias 87, 04, 87 ¥ 10 de [a placa, La salwesdn Mo star Wi 2 do fobaje
s dabe cargar an las columnas 02, 05 0F p 1T g lo placa, La soliecidn Master Mix 3 de tobaio sa debe cargar an las columnag 63,
OE 08 p 12 g fa placa,

Nota: 58 pusdan cargar fasta 30 muesias an wia dwca @aca, 5 se mecasifa més da wn ki de macive pam procesar fodas fas muesias
d'a fa pfaca, antoncas fodos fos Kis debexin parfanacar al misme k.

Calculo de la dilucian para el stock da ADM de la muestra

Calculo de la dilucidn para concentraciones de stock de ADM entre 2 ng/pl y 36 ngfpl

Nata: es necesario difuir Ios stocks de ADW de las muest ras justo antes de la amplificacion y detecciin.

Nota: se realizan tres ciclos de amplificacion/deteccion de coda muestra gue requieren un wlumen total de 75 pl (25 Wl
para cadi una de las tres reacciones) de una difucion de 2 ngipl de stock de ADN {un total de 150 ng de ADN).

L. Para cada muestra, s¢ debe aloular o volumen (pl) de stock de ADN necesario
pl de stock de AN = () pl = 2 ngfpl) + concentracidn de stock de ADN [ngful]
2. Para cada muestra, se debe ealedlar d volumen (pl) de DNA 8D necesario:
pl de DN A SD = 90 pl - pl de stock de ADN
Ejemplo:
Concentracian de stock de ADN = 6,5 ngipl
. pldestock de AL = (90 pl = 2 ngpl) + 6.5 ngipl = 277 pl
2 plde DNASD = (90 pl- 27,7 ul) = 62,3 4l

07004010001 -02E5
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cobas® PIKICA Mutation Tast

Calculo de la dilucidn para concentraciones de stock de ADM > 36 ng/ful

Nota: es necesario difuir Ios stocks de ADN de las mest ras justo antes de la amplificacion y detecciin.

Nota: se realizan tres cicios de amplificacion/deteccion de cada muestra gue reguieren un wlumen total de 75 pl (25 pl
para cadi una de ks tres reacciones) de una difucion de 2 ngfpl de stock de ADN {un total de 150 ng de ADN).

. Coneoncentraciones de stock de ADN = 36 ng/pl, utilice la frmula siguiente para caleular la cantidad de DNA SD
necesario para preparar al menos 90 pl de stock de ADN diluido, De esta manera se garantiza que cada mueste
utilice como minima 5 pl de stock de ADM,

Bt

Para cada muesta, ealoule el valumen de (pl) de DN A 8D necesario para diluie 5 pl de stock de ADN en 2 ngdpk

Wal, de DNA SD necesario en pl = [(5 pl de stock de ADN x gongentracian de stock de AN en ngfpl) = 2 ngdul]
-5l

Ejemplo;
Congentracian de stock de ADN = 100 ngy
L. Vol de DMASD necesario en ul = [(5 pl e 100 ng/pl) + Ingul] = 5 pl = 245 pl
1, Utilice el valumen calculido de DMNA SD para diluir 5 pl de stock de ADN,

Dilucidn de muastras

. Prepare el nimero adecuadao de tubos para microcentrifuga con tapa de bloquea de 1,5 ml para diluclones de ADN
etiquetindolos con b identificacidn de muestea correspondiente,

L Conun pipeteadar equipado con una punta resistente a aerosales, pipetee los volimenes calculados de DNA SD en
los tubos etiquetados correspondientes, Pipetee 45 pl de DNA SD en un twbo parn microgentrlfuga con tapa de
bloquen etiquetado coma NEG,

3, Mercle coda stock de ADN v el NEG mediante un agitador vortex durante un intervalo de 5 a 10 segundos,

4, Conun pipeteador con punta de pipela resistente aaerosoles [una punta nueva para cada pipeteada), pipetee con
culdado el volumen cakulado de cada stock de ADN en el tubo etiquetado correspondiente que contiene DMNA 5D,
Pipetee 45 il de NEG (elucion extralda) en el tuba NEG,

Tape los ibos yaglelos mediante unagitador vartex duran te un intervalo de 52 10 sepundos,

6. Clmhbiese los guantes.,
Configuracién de las reacciones

Preparacion de las Master Mix de trabajo (MMX-1, MMX-2 y MMX-3)
Notar fas mezclas PIKSCA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3 y MMX de trabago son sensiides a fa fuz y se

delen proteger di la exposicion prolongada a la luz

Nota: debido a la viscostdad de Tos reactivos PIKICA yla mescls MMX de trabajo, es importante pipetesr con lentit ud
praira asegmra o fods Ta e eestra se dispensa por completo a travds de la punti

Nota: las miezclns PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 y PIK3CA MMX-3 poeden salsuirie on aspec to azl
clirodpirpora. Exto no afecta of rendimiento def reactive

Prepare res mezcls MMX de teabajo a geanel: una con PIKSCA MMX-1, otca con PIK3CA MMX-2 v la lercera con

PIK3CA MMX-3 en tubos para microcentriluga con tapa de blogoeo de 1,5 ml individoales,

aA00401 0001 -02E8
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cobas® FIK3CA Mutation Test

. Calcule d volumen de PIK3CA MMX-1, PIK3CA MVX-2 0 PIKICA MMX-3 necesario para cada solucidn MMX
de trabajo con la sigoiente Brmula:
Volumen de PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 o PIK3CA MMX-3 necesario = (numern de muestras
+2 controles + 1] = 20 pl

2. Calcule o volumen de MGAC necesario para cada mezcla MMX de trabajo conla farmula signiente
YVaolumen de MGAC necesario = (nimero de muestras+ 2 controles + 1) =7 pl

Utilice la T'ahla 3 para determinar ¢ volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la mezela MMX de

trabajo a partir del nimero de muestras incloidas en cada serie.

Tahlad: Volimenes de neadivos necesaios pam s solociones MMX=1, MMX=2 y MMX=3 de tabajo seqgin of mamero de

masestrms” analizedas
Reactive Volumen 1 2 3 ] 5 ] 7 B o m
BAMAX 20pl a0 100 120 140 160 180 200 22 240 260
MGALC T 24 35 42 49 B &3 ] e a4 a

ol wotal gara cada
BN clr Araibeanjo 104 135 162 18 216 243 a0 247 kR EL|

i

* Los sakimenas para @l ndmeng de muestras s calculan a panar da B sunh del namena de muesitas + 2 contrales + 1

3. Relive el numero de viales necesarios de PIK3CA MMX-UPIKICA MMX-2PIK3CA MMX-3 v de MGAC de la
neveraauna lemperatura entee 2 %Cy B 70 Apile cada reactivo durante 5 sepandos v espere a gque se deposile ¢l
liguido en la parte inferior del tubo antes de utilizardo. Etiguete un obo para miceocentrifoga estéril para la meecl
MMX-1 de teabajo, MMX-2 de trabajo ¥ MMX-3 de Lrabajo.

4. Anada el volumen cleokdo de PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 o PIK3CA MMX-3 al tubo de MMX de Lrabajo
correspondiente.

5 Adada e walumen calculado de MGAC a los bns de MMX de trabajo.

6. Mexcle el contenido de los tubos mediante un agitador vértex durante un intervalo de 3 2 5 sepundaos para obtener

una mezca adecuada,

Notar las muestras v los controles deben afadivse a la placa de amplificacion y deteccidn durante la hora siguiente a Ia
preparacion de las mezclas MMX de trabajo.

Notar utilice dnicamente placas de amplificacion y deteccion y pelicuias de selladn para of cobas® 2800 Systeny

Preparacion de la placa
I, Pipetee 25 pl de mezcla MMX de trabajo en cada pocillo de reaccidn de b placa de amplificacion v deteccidn
necesatio para la serle. Mo permita que la punta del pipeteador toque la parte exterior de b placa del pocilla,
o Adada MMX-1 de trabajo (gue contiene PIK3CA MMX-1) alos pocillos de la placa de amplificacion
¥ deteccian de las columnas 01, 04, 07 ¥ 10, segiin sea necesatia,
Anada MKX-2de Lrabajo (gue conliene PIKFCA MMX-2) alos pocillos de la placa de amplilicicion
v deteceion de las columnas 02, 05, 08 ¥ 11, sepin sea necesacio.
Anada MKX-3de Lrabajo (gque conliene PIKFCA MMX-3) alos pocillos de la placa de amplilicicion
v deleccion de las columnas 03, 06, 09 ¥ 12, sepin sea necesario,

O7004010001 -02ES
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L Pipelee 25 pl de PIK3CA MC en los pocillos ADT, AD2 y A03 de la placa de amplilicacion y deteccion y ulilice una

pipeta para mezclar bien la solucidny aspirarla y dispensarla en o pocillo un minimo de dos veces,

3. Conuna punta de pipeteador nueva, pipetee25 pl de NEG en los pocillos BO1, BO2 y B03 de la placa deamplificacidn
y deteccion y uliliceuna pipeta para mezdar bien la soludén y aspirarla y dispensarla en el pocilloun minimo de dos
VeCes.

Nota: cada serie dehe contener PIKICA MC en s pocilios AT, AD2 y AD3, y un control negativo NEG en los pocillos

B01, BOZ y BO3. En caso contrario, el cobas 2480 analyzer invalidard la serie

Nota cdmbiese los puantes sepiin seq necesario para evitar la contaminacion entre muestras y en el exterior de s tubos
para reaceion de ia PCR.

4. Con puntas de pipeteador nuevas para cada ADN de muestra diluida, anada 25 pl del primer ADN de la muestra
alos pocillos CO1, C02 y CO3 de la placa de amplilicacion y deleccion con una punta nueva para la adicion de
ADN de b muestra a cada pocillo y mezele la solucion en cada pocillo con una pipeta para aspirarla y dispensarla
enel pocillo un minimao de dos veces, Repita este procedimiento con el ADN diluido de cada muestra y sigala
plantill de ka Tabla 2 hasta que todas las diluciones de ADN de las muesteas estén cargadasen b placa de
amplificaciin y deteccidn, Asegtinese de que todo el iquido se deposite en la parte inferior de los pocillos,

5. ‘Tapela placa de amplificacidn y deteccién con I pelicula de sellado (suministrada con las placas). Utilice ¢f
sellador para sellar hien la pelicula en la placa de amplificacion y deteccian.,
6. Compruehe que todo el liquido se deposite en la parte inferior de cada pocillo antes de iniciar la PCR.
Nota: fos procesos de amplificac in y deteceion deben infctarse en el plazo de 1 hora despuds de adadir la primera diluciin
de ADN de la muestra a la mezcla MMX de trabafo.

Inicio de la PCR

Cansulte la Asistencia al usuario del cobas® 4800 System para obtener instrucciones detalladas sobre los pasos del fujo
de trahajo para PIK3CA Cuando apareaca la ventana emergente “Select test”, selecdione el tipo de flujo de trahajo
“PCROnly" y, acontinuacitn, marque laopcian *PIK3CA P1™ y haga clic en o batin *0K",
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Resultados

Interpretacién de los resultados

Nota: la validacidn de lus serfes y las mvestras fa Heva o cabo el oobas® 2800 soft ware.

Nota: ung serie de pruehas wilida puede incluir resultados de moestras tanto wilidos como no wilidns.

En las serles consideradas wilidas, los resultados de las muestras se interpretan tal eomo se indica en la Tabla 4,

Tablad  Interpretiscidn de los resaltados de la precha cobas PIKICA

doinmrusta Resultado de la mutaciin Interpretacién
Bk tion Detected Raa0 2&9;:;;:::;:;;:]; E:;;:T.nm on laregidn diana
utation Detactad hALEK ig:ﬁ;t:?; }:11:;&::3:-&1 en la ragiin diana
Mutation Detested  |C420R i:z:’ﬁg‘:ﬂ?; E‘;ﬁ‘*m en laragidn diana
Mutation Detactad Esazit Sa ha deleciada una muiaciin en laregiin diana

azpacificada dal PIR3CA

Blutation Datecied

EsasX(ESa5A ES45D*, E5450 o ES45K)

Sa ha detactado una mutaciin an laragidn diana
espocificada del PIK3TA

Blutation Dystected

D66 X (054 6E Q546K Dhl o O &6R)

S ha detectado una mutacidn en la regidn diana
aspeciboada dal PIK3CA

Butation Datactad

Bl 1oaar

5a ha detactada una mulasifn en lamagsin diana
espeaihoada del PIKICA,

Plutation Detected

087X (HT 04 7L, H1047R o HI04TY)

S ha detectada una mutackin en la regidn diana
aspeciboada dal PIK3CA

Mutation Detecied

310497

Sa ha detactada una mulssiin en laragain diana
aspacibcada dal PIR3CA

Plutation Detected

(Pusle gxesbn mds de una mutaciding

Sa ha detactado una mutaciin an la ragidn diana
espocificada del PIKACA

Mo Mutatsan Dateclad

MiA

ha s ha deleciada ninguna mulaciin en Las regianes
diana dal FK3CA

Inwealid

MiA

El resuhado de la muastra no ez wilido. Repita el andlisis
de s muestras cuyas resultados no sean wilidos segqun
laz instruccionas qua ancontrasl an al apanada
“Repeticidin del andlisis de bis moestras con resullados
na san vibdad' qua lgus mas adelania.

Failad

BiA

Sane emdnea dabida 8 un pratiema da hardw ara
o software. Pdngase en contaclo oon su olicing de Roche
para rec ibar asasann WCnasa.

* [Para ol cambiéo da aminadcida E5450, ka pruaba zolo detecta la mutacidn e 16356 >T dal cambsa da nuckadtida.
** Para el cambio de aminodcido M10431 la proaba solo datecta la mutaciin ¢ 31296 > T del cambio da nuchadtida

Nofe:  wn resulfade N Mutarion Detscted” ne axclips la prasancia dewna mubcide an las ragionas dona dal PRI0A porgus los
resiados dapendan oal porcentaye de secuancias mufadas, de wna correcta integrdad da bs mussiras, de o avsancia de

infribdares y oo gua faya ADN swfclonte para fa dafacoidn

aA04010001-02E5
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Anexo 7. VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
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dabs da crbalo mis nmatsss, quo oofwia ks mm o3 303 pacenes con
adenccaranema gastricoy de wnibng koquaun22%dales
pacanes contaian oon resulBdos podives en 'y socnemsoo de petena HERZ ola
deamplficacién del gen 12

IMPORTANCIA CLINICA

Elcincar &9 mama &5 al carcinoma mas habhual anmujpres y 65 B sequnda causa 6
moralidad poe cancar 46 En Nomeaménca. la prebabddal 62 na rmm & ouetraes
cénoer de mama es d: wna entre ccho. “La detecatn ey

decuados banan una imp ol memhglwal 1318 35
muestras pequalas & mnosopuudcl uikzar Sdimenta anlos mahbmmmwuc
ntinancs. b qua apora a esta Banica, juntocon ks FOS Qua d los

USOPREVISTO anfgencs, suma impaancia enlainemeecn dd cadnoma y B covinta enuna
VENTANA ant HER2/neu (B5) Ratkt  hemamienta eficaz para el anatomopatdogea  hoa o2 levar a cabo el dagnéaton y el
Monodanal Frimary Artibody esta F oz de b enf d U deks dd cincer demamaen
7 asuuse ;m Lpad  |aacudidad 05 b oncoprotaing HER2 1518 Los traBmkants oon Fmacss com
B gatecaln semicuanitativa del Heroagtin (rastuumaty, PERJETA Cpecmmmb; y KADCYLA (ade-trastuzumaly
UDQHOHS‘ZGG!MMQGO Ejido ) ha & 9ar Aiks en mmhnugcm
e mama nemad bscy de namade mama, dado que d 1y.en dguns caad el
h]l::g:hm ﬁad‘ocmwft‘!;!dv delcircer 1519 Esps = kndes humanizados que 2
embatioanpanim. ldas M un oo 010 coning HERZ anlas o3las cancarosas 19,1819 Los matodos 6o dagnéston
instumsnt Benchtdark IHCASH. invioparala evakiacin 6 estato 63 HERZ en paciertss 030 Canoar &2 mama son
Figua 1. Tecida 3o py———— Edle produc 52 ha indicade como cncisks paa ayutar d faulbt dr dirigic contra HER2 1518
gistcocon elanficuerpo VENTANA syulaen be e Lad diante HC de la expresitnde b pr HERZ puede ser de ufided en
arSHER2 (485). 00N CINCAr 03 MIM3 0g 13 avakiactn de ks padantas oon do mama para ks que 5905 plantaando

05 qua 53 05ta dantaando un
Yaamiento con Herceptin®
Wawmrmb) opaa s pa:aenbs oxncanodr demanaparalas que s2 cortempla B
dndeun trtami o0 KADCYLAS (ado-trastuzumab emtansna)o
PERETAS (pertuzumaky
LainemmBadd deaste producto daba oomar 8 carge 63 un anatomapatioge cualficade
juntocon un examen histokigioo, B inbmaciin dinica partinents y ks controles
adecsades
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RESUMEN Y EXPLICACION

Elanticuampe VENTANA ant-HERZ hau (485) Rabte Mencdanal Frimary Anibody
{antiauer ENTANA VHERZ (485]) es un anbouerpe mencdsnal de omepo (don

apkcackn daun Yatamento drigido oontra HERZ2 con Harceptin (rashzumab). PERIETA
(pemeunds) o KADCYLA (rastuzumab emtansing).
Elcincer gdshico es el quinto cancer mas habitual y es  pindpal causa 62 moaditad
per cineer a nivel mundd 10 B tntamiento mis habual del cincer gdsticoes b
ciuga .2 Sinambargo B mayor parte 89 ks C3s0s 9 CINCArgASion 50 detactan an
una esado avanzady delaerfamadal y amenudd &s compicalo bvaracaio 3
ciruga ' 20 LA quimictarapia 92 emphka para el raBmisnto 62l cncar gashios aanzacs
aungue el indice de supenvenda delos pdentes o cincer es muy reducide. 120
Eltragmiarto dnghio a HERZ con trashaumab &5 al purtal dg la gestitn dd carcnema
damama nvasioy anaun granwlor tarapduion an 13 gashion dal canoar gastiooan
pacanes con sobyeexp del !l 1 La mani 'muolaamﬁmdm dd
gen MER2y b dela scbrempresn de p o fi parasd aks

33005 3 k5 quo askgrar al traBmiarto con uamunmi" L3 esdos dnioss han

4B3) generado contra el domineintemo de receptor 2dd Bdor ée
epdamicchunane (HERZ). Lackmdtn y b crraderizmaan de HER2 comespendena
Abiyamaatalan o alo 158! B clon 485 ha dameosvadosumacdd alaproing do
18540 & ks lisados cduanes do SK-BR-Imadiants 1a tionka Wastam bloting
SKBR-J05wna estime oakilar dal card & mama con una scbragmsc o U2
del MRANA de HERZ 2 El tamaiio 62 18 banda qua s2ha Mentiicado s2 coresponde
adeaadamente ccn el confrmado por Akiama etal enel caso dela proteina HERZ
(18540) ' Los expant & ch mka (HC) o Ineas cauares
transfacadas (HEK2S)) han amumdoqu“l don 485t Bs oihbs ransfacadas
con HERZ y oon HERI. No 92 ha disarvadola tingdn ¢ otlulas ransfecadas con HER
nicon HERD. Los dates delatécnica VWesem bicting o0 una proeing recombinants
HER4 smbén sugeren que el clon 485 detecta el eptope HERY

HER2 a5 un recaptar transmambrana da trosina quinasa de 185 KD conuma estuchua
paraciiaa b ool mospor dd Bictor 9 ceomiento apkiarmico 34 La ampificadon gl
genyla comespendianie scbrepresitn de HERZ 92 ha disanadoenuna vanadad de
tumcres, cane ks crrdnomas géstioos y demama 345 La scbren: de proena.
inducda per b ampficacin del gon MER2 es b causa pinapl delacacinogéness
Infucda por HER2 3 El axonso de b expmson o b pratena HERZ anla mmbrana
cdua I safal de 30, 000 1a conszouente hiperacthadon dela
proifradn y B dferendacitn que, en dtimotdmming, preveca b Bamacitn de
tumcres 345

Ertra d % yal 3 % & ks cincanss ductdes invashos son posithos anla
sci@expesion de proking HERZ yb en l anpicacin del gen 8.7 Casitotes ks casos

damosTads que ks PIGeNtss oo CINCArde MIM3 ©gastios oo LNa akvac
scbeeexpyesién de proeina HERZ yb 3 anpiicactn del gen respondzn mepe al
tratamianto ozn mabk¥ La deleoitn mediante IHC de la exprasitn 62 b preteina
HER2 :rwccmoawdl enk mh:tﬂdeln pacmms con cincer gistricopana ks
qua 53 esta ph uny oonH (r )
Enlantamtadn & ks rasukades de wahuhr S58Ma do detacdn da HERZ 50 deba
taner en cuanta d hechode que la expresitn de HERZ 92 dheava Bt en o3 tumores
del cancer de mama y Gastrion como en el bejad S3nd, aunque con dferentes niveks y
de expres . 102! Lapremaddn de ks tejdes histckigoos dgaky
mubbgia dd BjMeintacta. loqu aapunoum wWnBR que cortibyye alaimemrtacion
dalapestivdad en HER2 o9 b muestra

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Elarticueme VENTANAani HER2 (45 esunarti donal de

uneaHERZ en s2odanes detejpdo lpdor.mhmdyemh:bdoenpamlm fFE)
Elantcuwmeaspachios 53 puade kaakzar madanta una f &
secundanoconpgadocon bedma que datecs nmunoglcbulnas o comaje ssgua ®h
incaporactn o2 paroxidasa o2 rband piank coujad oxn esrepavidna (MEW D48
Cekcim Kitjo medarte un @ deaticierpo dxicy HRP ( uieView
Uniersd 0AB Datedion Ki) B canplepan&wem-enzsm espachon s puate

kzara través del pregy imaticy. Encadapase

debenapicirsecon pfu:uél tmbel nunp uxmh empeaun e nasbacién Cuando
finalza cada wodalos pases da inoub Ias sean@gan an gl

delaenkmedad de Pagetenmamay hasta el 30% delos cascs del ducialin
studetips comede son pestives 68 La schreespresitn de protena HER2 yela
ampificadn dd gensedan en ks adenocacinemas gisgticos y dée b unidn

instrumento con el fin de dataner la reaccitn y elminar el matadal qua no 92 ha igadoy
que polraimpedr 3 reacoln que 52 quiene kegrar én s pascs poshiriones . Ad2mas. en
elinstnmentose agica el Ligud Coverdip, que reduoe al mdxime b ewapoaciéndelos

' cel Hels que cort

fagea 9101 Enlos estudios publcades so ha ncads un
delafeosensa de B sd:eexyesitn de HERZ No digtants, enuno delos cm]mws de
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Los casos dnkos 50 debarian avaliar dartro &l contiax del randimkn'o delos
controks comaspandkinigs. S roomianda B neomarackin da un contrel 69 tapdo
peativofijgon y procesado oo el msmoméds que | muesvadelapacine (por
eRMEAC un carcinonademama o gasvio prathe dibi) Adenas de b tncitncon el
antioserpe VENTANA mti HERZ (485). 92 debe tai un sequndo pedadtjetos con
CONFIRM Nogatwe Conrd Rabbitlg Paraque b pratatangavaiiez el tajdode
control positho debe prasantar tnalén 8 mambrana anlas clulas mordes. Todos
agiog oumpenanies deten darresutalonegatio enlatnd con CONFIRM Nagalve
Cootrol Ratkitly. Ademds. 92 recomienda ndur un porBctjels de control tisular
negitie(ccmoun carcnama de mama cgdsice negativoen HER?2) en cada ldte de
MuSras qua 52 rooasan y saandkcen en gl nsumant BanchMark IHCYSH. Este
contrel tsular nagatho debaria talirsa om el artionmo VENTANA ant-HERZ (485 para
garantza que laamplacin del artigenoy el resho 62 procedimianies prawcs al
tratamienti ne genaran fakes postives en s tinaines.

MATERIAL SUMINISTRADO
Elationmpe VENTANA antiHER2 (45) contiene reactie sufidente para 50 puetas

Undispensadar da % ml. 89 articuampo VENTANA ant-HERZ (485 contiane
aprximatamanta 30 pg de anfose pd menccknal de conep dingidocantra d antgen
HERZ lumana

Elartioxmpe s diye enun bmpén sdinofemadoper COSM Tris, 0.01 MEDTAY
Bri-35210.08 % con ura petena ranpabdaaal 0.3% y idasadicaal 0.05 % un
consanan®. Edstan trazas da apoximadamanta un 025 % de sueroboinefatal & b
gducitn de partida

Laconoanracicn dd anticuemoespeciioo & aprdmatamane 62 6 il B
anbaserms VENTANA it HER? (485) &5 un G de ccngodibidode scremadantes o
cutro tiaula.

Consutaanlahop do datos corespendenta dal kitda datacoin de VENTANA |2
desipones detlladas de Princpiodd proadimianto, Makdd y mitodes, Reocgitay
preparacon o2 muesas para andlss, Prooadimiantos de omirel de calidal, Resducitn
depreblemas Infepetac de ks resubades y Limtadaes

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
Nosasuminisran mactvws 6 tndn como ks s 67 datacctn 3 \VENTANA n
compenentes andianes. nduyendo pedactipes de contrel de bepdo negatives y
poalives

Ne bdos los prductos que aprecen en b hojs de dates estin dspanbles entodes o
lugares Consuteal representarte kcal de assenda téaics de Rodhe.
Nosasumnisran ks macthes y mataiahs sguatas. piro piedan 5 nacasancs par
latincién

1. Tejidodeosabd moomendady

2. Patcheks pramigesqeio oon caga pesiv

3. RabkitMancdend Negative Centrel Ig (n® e 7904795 /06633330001)

4 wirViawDA8 Dataction Kk (n* cat TE0-500/ 05265805001)

5 MEWD8 Dtaction Kk (n* cat 780061/ 05268157001 () pruabas )

6. EZPupConcentrat (10%)(n* cat 4102/ 052797 71001)

7. Reacton BufferConomtrate (10) (n.° cat §5:300/ 05353859001)

8 LCS{Predibie) (n.f cat 650-010/ 02264339001)

9. ULTRA LCS (Predibute) (n® cat 650-2%) /05424534001)

10 Cal Condioning Sohtion (OC1) (n* cat §80-124/ 0527%801001)

11, ULTRA Call Condtioning Sdution (ULTRACCT) (n*cat S50-2M /054 M55001)
12, Hematoeyin B (n.° cat 790-2208 (0SZ77965001)

13 BhingReagent(n.® cat T60-2007 05266763001)

4. Equipo de bbaatedo & wegenerl

15 Instrumani Banchidark IHCASH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Traslareoepatn y ouandd nose ulio: consiness ete 2y § “C Ko b congde.

Para garantizar ura dispensacido adeouala 62l reactivoy 13 estaliidad del articuamo,
viehaa poe el tapin del dipensader despuds de cada uo y almaoene
imeddament el dpensaderen binewera, enpesciénvatical

Todos los dspensadores da antosamos tanan una Bcha 0 caduddd. 5159 dmacina
comcemanta. ol mactho 52 martandrd esbike hasta b ichaindcads an b tiquel
Nousar el readine despuds de B Bdha de caduadad.
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PREPARACION DE MUESTRAS

Los tajdos FFPE qua se proossan da forma habbual rasuban adouades par S S0 00N
e antiosapepdmanioouantose utlizan con ks kits 62 detecitn 02 VENTANA Y ks
nsumantos BendhMark IHCISH B fjader de ejdoreacmandadoes formel tampioady
neutroal 10%.2 Les petachjetos deberian s nmedistamerte, yaque b
antigeniddad dalas sacdonas 09 ks cortas 03 tekopuada dsminur o al bampo

S recomiendd que k8 oonicles postives y negalies 92 gecuen simuldnaamane o0
Muedlras geronociias.

Es necesanio ooty secaones de bejdo de un grosee aproxdmado de 4 pm y recogertss en
d portackjetos de vidio Los portachjetos deberin ser del tpo Superfrost Pus o
aquialents. Los astudios satalan quelas secoones 09 tqkdoqua sa han spdosacar al
dre ylag srodones de egipes o2llars amannalas auna temperdura de ete 2 y
3°Cor congarvan edables durante seis mass. En cada Boaton 92 debard vakdar b
estbiidad dd core dd poadkjetes en fndén de wus propics preced mientes y de sus
ccndicicnes del ertcmode ccnsanad .

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para wodagéaicon Wiro(VO)

Sobo para o profesionsl

PRECAUQON: En Estades Unidos, las neamas nacicndes reskingen laventa de

este dipedive amédicos autoizades o por cden de estos. (Rx Only)

Nouthzar por ancma del niman espacAcado de ansays

Los petackies con cangd postva pusden wirs) afactalos por prasiones

amtiertaks, dandolgara und tinalo nodmeda Alngas: e conlado o &y

represantants de saviciode Roche para cbens mas nfomacin sdie d wode

astatpode potachitos

Es posbh qua no astd dsponkk an todas a5 mgones d 150 de este poduc

paa b sekodtn depackn®s qua cumpkan ks requistos 8 Momkad para

adminisrar un tratamen oon KADCYLA O PERJET A Consuba a sy represiniank
kil de savideRedhe para confimar la dispeobdidad enubicadones concretas

T Losmateddes decdgen mimal chumane deben manpdarse canomakides
bicpeligroscs para el medicamtiente y efminars: conlas precaucicnes
adouatas Encasodaeposcin debarin sagurss bis dmcthas sankanas delas
auoniaces responsabieg 42
Evteel contaxo de ks reachos con ks opps y s membranas muocsas. § ks
reacives ertran en omtadocon xoms sensbles el con agua abundante
Evtalacontaminackn misrchiana da ks ractivos. dadoqua podria dar bgar a
resurades nosredes.

Saeutiiza td y oomo s2indcaen B nsuodones. a3 produdo no 82 clisica
Mo Und sustanda bipalijresa El comservants del reactio 3 acida sidica. Los
ndidos de schreexpasicitn a esta sustnda pueden sar, entre dres. imtacénen k
phaly ks ofes 0 mtackn anlas mambranas mucosas y |35 vas respratias des
Laconomtradin 67 acka 501ka quo corting a5 profuctons 005 %y o
oumpks k8 oriencs necesarios para clasicana como sugtanda pelgosa. La
aomulacdin 62 NaN3 puede raaccionar 00 103 companentes 62 phomo y cobre de
bs tuberias y grnerr dddas metikcas edremadamerte exdostas Cuande se
vaya aakminar, alad grandes canbidadys de agua para ot laacumulicicn do
odas o bs hbarias & 5 posble qu 59 pasanen racckngs akigias
SAMICEs 8N persinas con mayer sansbiifad

11, Para ditenar mas nfomaddn sclbre el lsode aghe dsposive consule el Manud
d usuanc del ingnumerto Berchak HCASH y bis nstrucdcnes de uso de kda
k5 compenantes Naossancs qua piace eccatrr an daog recha com

2 Consube alas avbndades locakis onacondes scbee d mitodode aliminackn
reomandady.

0. Betijuesdode saguital dehs podudies sgue pdncipdmane lis dredriozs 6l
SGA dr b L Estdispenile bajp peticén lahej de datos o saquided pira ks
usBncs prefesicnales.

. Para comunicar b soapecha 8 nadanes grawes rdaconados oon asha ds st

pOnGas: én cxnBLo 000 s representante locd 62 sanacio Rothey oonlas

aueniaces oxmpetantes del Estato o Pais Membrode residenda dd wswnm.
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PROCEDIMIENT O DE TINCION

Lo antousmes prmerics VEMNTAMA 5e hancesamoilac para 54 usoen [0s ingnumentos
Benchidtark IHCNEH juntiocon bos Wts de detecd dn de VENTAMA Y 5.5 aocesonog
Congte b tablas gue apamasn & coniruaddn paraver o5 profodcl og de Bncin

M OTETEacs

Este anficuerpo 5e ha optimizado para paricdos de inaibaciin especiios, pem el

LB i et walidar |od reauliadiod datenidod oo eshe fasc g

Lices pebr sty e o procscine endod autorali Edos 2 pusden mostiar, irpeimin y adity
g0 &l procedimisnt dea it en & Manual del usuan o de |os Irstuments. Conaulte i
hucga e chatioes cel Ktde cetenchin WEN TEM Acomespondlenie paracbiener més detales
sobre log procedimientos de ncidn de nmunchistoquimica

Fara oblene s mformaciin sob e d uso comee iode esta dapoaiio, arkube lahsja
e cab el dgpersadon e |ired 2 cdads con A TRO-1450

Tahlka1. Frofocok de frcin racomendada pard & aniouerpa VENT AR anti-HERZ

Tabls 3. Procedimienios de lindon o irsnmenios Bendihark IHGEH.

AL TRA o AL TRA
ox A PLUS
Carciroma | Proedimieriods Procedimienn da Procedimisn g
O M tirckdn AMEW DB o | tnddn MEWDAB o | finddn MEWDAR O
uftra\iew Dwd* ultrdfiaw Ced ultradfiaw D
Carcnoma | Gistico GXuvDAB | Géstrico XTuvDwA | Gasrico LLTRA
GG HERZ4BS (Tabla Z) | HERZ 485 TablaZ) | WWDWBHERZ 485
{Tabla 2]

* Bnilas migsras de cancinoma ce mams g 52 i con ks nsrumenics
Benchlark HC5H seemplean los procedimionios detinddn con AVEW [
Datoction Kt (Tabla 110 wivd\iew Universal D08 Detedtion Kt (Tabla )

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

Controles dol sistema da lingas colulares

Venfara ponga 5u dspsicion. por separads, cuaf onflies de Ineas colulams ijpcos
e foml y ervbebided n paraiva, coracs v celeacs er L (Rt portaceisiog
canmada. FATHAARY HER-E 4 i 1 Control Shdes { oo r ™ de refenencis T3 1-2991) pusden
regultar ks @ la hora celkevar @ b | avakdad o prel miner del método oe
procegamisnto gue S Lt za para la nchn de bos tejoos con &l artioserpo VENTAMA
artHERZ (485). Los cuatm oonfredes e Freas coldanes se aractenzan porla
Fibeidacien i i pans cblerer ol pimarn decopis dd gen, b y comods sl e b
Tabiy 4. Cuando g2 procesan y 4e fen alecuadarents, i inadnds |23 res oo ulires
deberia apanecer tal y como 58 desaibe enla hoja de cats de PATHWAY HER-2 4in 1
Contrel Slide. 5i latindtn indicada noes eddmie en bs secdones cormspondientss.
moncretamard on ks condmles 1+ y 2+, debaoria mpatings |a frcitn de ks tgiim

Tabla 4. Caractersticas de PATMWAY MER:2 4 in 1 Conired Siides

AB%5) com MIEN DA Detection K en natumens Benchiberk IHCGISH
Tiga de procedetients
GX XT ULTRA
Despirafnila Selwsimads | Sulesrinads F e —
Acondicionamienia
celular Qo oo, WTRA GG,
(dSerascararients | Estircar Extdrety Sume
el antigend)
32 minutos, 32 minubs, 2 minutos,
Asicusrpn (i) 7 e B
AB Block Mo . .
{ Bictin Elocking] J— Seleccionado Seleocimado
Contratingidn Hermauylinll, 4 mirutos
Pest-cantratingion Bluing. 4 mruts

Tabla2. Frotecoly de fircitn racomenchdo par o antioume WENT 80U ani HERZ
(H4B5) con wirdiew Unhersal D08 Defoction Kt enirstrumenios BencHhdark MGIESH

ol Exips celilar Propordn HERZCHAT*
0 NDANE-E1 111
1+ ™D 1.12
s MOANB-AST 1
3 BT 55

Métada
Tipa de T
procedimenta [}
2 Ly ULTRA PLUS
Desparafinada Selicaco Selencioradn Sl eocionado
Acondicionamignia
calular (e R oo WLTRACCT,
(desmmascammient Sy Sugve Suaye
a dellanBigena)
. 16 miruhos, 16 miruds, 12 mirs,
Andicusrp Frisusic) TR wc ®eC
uliWash Sdeionads
Confrafinzidn Himatcorglin B, 4 minutos
Post contmiingidn Blirg, 4 minudos

Debich a vanaciones enla fjadiny of procesamierto del jidh, asicomo alas
cortidones penerales de lod rarumenios ydel erbomo del laborteda pusds gue sea
retes A narerkar o e ol empn de inabadde g anlicierp Fivaio o o
aooncidonamiento celular en funddnce las mussias parioulares, oo la detencidn oue s2
haya vilizado y de las preferencias dd kchor. Pam cbiprer mids nfomacion sobrelas
waniables de fadin, consdte slmmunchistodhemistry Principles and bdvarcess 26

Enla Tabla 3 5e indican o5 procadimientos die indtn recomendiades par ks cminomas
e e y gashices.
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* Laproporddn HERChIT e el resultac dela media de tres ot e PATHWAY
HER-Z 4in 1 Coniol Aides chéenidamaianie: hibrdacitn insiu con fuomscenci
(FEH)

CONTROL DE TENDO POSITIG

5o dobe uilizarun bej dode conrol postive gue se haya fipdo y procesads de lamisma
fiomees e |as st a8 del pacienbe con cada corjuri de condeiones de laprudba y en
caa Lro o |08 procedimientod delingin aon o aniamsmo VENT M anl-HERE (JBS)
guege leven & cabo. La pracica de labonatorko dptime conskte en inchlr ure seockin ce
oondnol poatvoen el mismo portack{ets ue el oo |a pueta. Esto contibuye a
ideriiicar fallos al aplicar o5 mactivos al porackietes . Un tefdocon wa tindin aitil
positva o mids adensaco para o conrol de calidad. EI tejido de confol pusc conlprer
elerranieg 2 frcidn banke peaifva comorecaliva y ambes sirven come el pesifve
riegaiv. Elbej oo de contod cebe ser una mussing de auopsia reckente, biopala o dnaga,
preparada o fjada con b mayor brevedad con un procesolcénico sl de s seocloes de
prmka

Estos tejicos se utlizan para beger un seouimienio de bodos o pasos que oonllea ol
procac, chi e by preparacite: el bejid Fasta |atingde. B S0 e uraseids de bej do
fjacan prosesada de fomma denents & b musstrade lapruets achs comee kel en
oo 106 eaes O reatiin y dhel midtodo, salvo en bos db fijackn v prepanaddn de bejitos.
Lacpeitn mds idbnom o5 elegir un injido gue se camdericepor una inddn ol pem
poditia. paragarantizar e ol 55ema o3 sersibl e apeguertos niveles de degadacian
iz redctived o & problema con lamebodekaia IHC. Sr embangd, habibuakrests ka

e neopldsioos podthics en HERRZ suslen dar comp resul Boo Lna fncidn xosliva
fusertia cacka |a refurakeaa o lapatolog'a (sobesgpreddn).
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Leg controles de bich pesiives coroados solo 98 deben Laar para mordorzar &
COMPOrBMIEND COMECHD 02 06 reativos y 08 NSIUMENDS, y no 00m &l pera
esteblecer un dagnéstico especiion de bs musstas e prueta. Silos cotrokes de tejido
POSTI0S nO MuesTan Lna trciin posi'a, ks resutados de bs muestas de lapruetn so
caben congiderar ro validos.

Como epmplo d 1aido ce control pesiive para & articuerpo VENTANA S HERZ (485)
SEENCLATA &l 15100 e carcnoma de mama Irvasvo poshivo 0 s muestas de
caninoma gastion oon poskvided Gt conockda en HERZ Los comporentes de inddn
postiva del tejido (indén membancs de célbs noecpldscas) siven pam compobar
Gt &l arbouero 92 ka aplcato y ol ratumenioha furciceado comectamante.
Control tisular negativo

El migmo portactptos e seutiiza comoconinol e tido positno (cardnora dudal o
lobudilar irasivo e rana o carciroma st o) pued sarr como conrol sl
regatvo. Bn los carponentes s tinckdn (como el esroms, las cébdas Infdbcas y ks
Y2306 Sanguinecs droundantes) deberiacbeenarss una absckta ausencia de tnckin
especfica y deberian ofeosr Lna indicaciin scbee lating dn de fordo especiica (blso
peativo) con ol anticuenmo pamano. Udios un tgidh negativo concd do con una fladdn,
procesamanto @ inclusidn icérfoos a bos de |a muesla del pacerts.

Control de reactivo negativo

Se cebe tilzar ¢l control de neactivo regatio 08 cadamusslra en Gaca 9391 om0
ayuta para |a intemeetacion o hos reaultacos. Fara evaler | tnckn no egpeciica se
Uil za un conirod o reactivo negathvoen |uger ol anticusmo pamerio. La tncin del
portackistos deberfa realizarse oon CONFIRM Negative Cortrol Rabbe Ig. El periodh ce
inoubanda dd control da readtive negatio dibe ser idérlion al el pedaco da neubacitn
el antiosrpo pimado.

Discrepancias no explicadas

Las diacrepandas ro eplicadas én ks aoviroles deberan comuricanseadl represertante
local die asisterciatécnica de Roche de foma inmediata S los reaultados de ks
cortroks de caldadno cunplen 3s espedficanonss, 105 resultados del packnts no
serdn wilidos. Corsube laseccién schre Resoluan de problemas. dbrtifigue of
pooblena y corralo. aconinuacitn, repi |as musslrd cel pacients.

Vaerificacion del ensayo

Arteg G comenzar AUSEZAr LN BnH0LSPO O Ln Sema delind dn enun pocedimisnto
Aandatico, se debe comprober a espealcidad del anituemo madiants ruetss enua
Sens o be{idos oue contengan caractarsicas derendimiznto en nmunchistoquimica
conoehdas y que reflejen tef dos podthos y negatives conodados (conaultela secddn
Procedimientos de conrol de calidad que e ha mendonado anterormants ¥ Que 50
erauenia enla hoja decatos del prodcto ylas recomendixiones sobm cavirol de
calcad de College of Amercan Pathologists Laboratory feaeciation Program, Argtomic
Pattology Checkst? CLSI Apprved Guickine® o todes elkos). E<hos procscimientis
g2 ooninol o2 calidad 52 deberan repet 00N a0 b MU0 8 SNBCLEMO 0 SEMpE
que 5o cambien ks pardmedros del ensayo. Los tejcos co cincer de mama y gistio con
un e5%aco e HERZ conccich 500 adecuados para b venicacion del osayo.

INTERPRET ACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS

El procedimien do inmunoiincion automatzads VENTANA proveca que un rodicto de
reacdéncon color mamtn (DV8) se predpe en ks puios del anticeno que localiza of
anficuerpo VENTANA ant- HERZ (485). Un aratomopttlo cualicado con eperdentia
en procedimianiog de innurohi focuinica debe ealuar s corroles y calficar el
POCLCIOCON BRCKin antss o2 nerprelr 16 reaultados.

Controles positivos

Debe eraminarss el control o b{ido poatvocon tncka en pamer bgar para conprober
que tocas |os reactivos han fircionaco comedtaments. La existoncia de un prociucto o
reacaéncon of color adeciado on las mambranas do bs céldas diara indicavra
reactidad podtva. Bn ncitn ce I duraddn dela ncubedn y cela poterciace la
hematoding que sehaya wlzado, |a conratinodn puede dar como resukiado ue
coloracin azul. mas clara o mas csoura, en los nidecs oslulares. Una conratindd
X050 incompleta puede porer on eseo |a nterpedacitn cormeda de |os esutacos.
Si ol contred do bjido pestive ro muestra ura inckin pesitva, los resd dos o las
My o b prusba 98 deben congiderar no vaIde.

Controles tisulares negatives

El contrel igdar regativoge debe eshudiar degpuds d conrdl de tgidoposiive para

comprober el ebtustado eqpechion del atigeno dina mecknhs &l anticuamo pdredo. La
ausencia 62 una tnckn egpeciica en el control da te{ido negatvo confrma |a faka de

wzz007
FTON00-410

4119

readiyidad o eads d anscuspocen s odukis o log conporentes cellanes. Sige
lea a cabo una contratind dn ciel b do, es poatle que 53 cbesrve tnciin akredkdor da la
parte exterior o b céida. comoen los espacios Mersticiakes. Si 52 presenta una trcién
especicn en ol control isdar regatvo, deberdn comsiderarse ro vilides ks resutacos
en k3 musdra del pacients.

Controles de reactivo negativo

De presaniane incitn ro epedfica, tenfrduna apanercia difusa. Tambeén es pable
cbesrvar una 1gem tnckin egoracioa en & b3i00 conjunivoen auelas Secines 6
tejdogue s hen fijaco ecedaments oon fomol Se deben Ll zar céblas Irtactas pera
B interpretad n de los resulades de indén, ya quela tnciin de bs oflubs recrdicas o
ceomeraias sk serno espechica

Tejido del paciente

Las muestas cel paciente 58 deben examinar en (himo bgar. La ntersichad & la trcién
poalia deberd ey alanse & cordmin Lo con |a trcita de bedo del corlrl de reactvo
regatvo. Como coure entodas las prudbas deinmunchisioguimica, un resdBedo
regatvo significacue no 53 ha detedtado el antigano en cancreto, nonscesanaments
queeste roesté presents en bs cdidas o on of tejido quese ha wado para ol ersayo
Sempre que 50 vaya ainkerpretar un resukaco de nmundhisbquimica. deberia
examinaros tambein 2 modologi e carta musdlyade tido maciants Lraseoidn de
tej o con treida de heratoxing y eosira. La nbapreticitn de ks ooechsioess
maodokdgicas del padents y bos datos dinkcos pedinentes deben defarss en manos deun
anapmopattiogo aalficaco

Un arptomopattioco osalficaco con experienda en procedimientos oo
rrrurobstoguin ca debe evakar s controks post e y recalives y calficar el produeto
00 Breidn antes ce inhe pratar |08 reduliados.

Convenciones de puntuacion para la interpretacion del anticuerpo
VENTANA anti-HER2 (485} en carcinoma de mama

Para 2 |0s caronomes o2 mema second deren posiives en B sobresrpresion de
proteiraMERZ, debencumplr o5 arterios | imée en osanto a b inrsicad de b tircidn
(2+ 0 sperior en ura escala de a 3+) y al porcentae de offubs tumorles postivs
(superioe al 10 %5). La rcite debe bealizarse, adimds en la membeana cdulsr Fodria
obaarvarss una rcidn cloplagmdlica, piroesta tncida no dibe indurse en ks ertedos
caestablzcimianto o laposhividad. Escanses 3 s2cadn date{ido completapana
garantizar |a purhaddn ricaments enlas 20nas ben conseracdas y con Inckn
adenada. A una tnciSn gue rodea por completo b membrana dtophismitica deberia
250 98 L3 PUnLACion C8 Menacad d 12+x 0 8 13+ 0 Al indda pirgal de s
marbrang se deberd asignar|a punhuackin o 1+x. B posbile quasea nacesaro eshudar
hos casos |imite con un aumento d2 A 0 supenor para poder dsosmir enre |as
rhergicaces de o 1+ a2+ Adiforenda db los cases oon una purhacdn ceirtersichd
a3x |25 purbadones de trciin a2+ conionen un andlo con una cefread & muy clara
yrld, Mientas Gua 08 CAS08 00N PG 0res a3« pregenian un pedil muchomds
GrLesn. A CONBNAcion SeexponaLn ordfico de referencia ripids sobee s atedos de
tincibn. Conaulte la Gula de inferpvelacitn de lalinddn ddf cardname de mamay da
avimma gdsrcocon VENTANA ant MER2inow (485) Rabbl Monadona! Prmavy
Andibody (n © de rof. 112716) para cbtener ura desoripeitn mds detalacda con mdgeres
e 13 ircitn conel anicer pOVENTANAZA HERZ (485).

Tabia 5. Criedos de inkrgidad y pattn de la Inddn demembrana odlukyr con el
artcuerpo VENTANA 2l HERZ (185) en carcinoma de mama.

Puntuscidn

(para informar al

et

tetasiento del Evaluscién de ls|
Patron de Sncdn pacients) Sncidn HER2
No 92 cbesra trcidn de mentrara 0 Negativa
Tircitn cifisa y parcial e b membana ;m 1o ‘
asalqier proporciin de cukss canorosss Nogaive
Tircién ce cébl a moderada corpleta db la
markeaa conun porcentape de odulas 2« Ecuicca’
cancensss > 10%
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Puntuacion

=10 %

{para informar al
facultativa
respansabla del
tratamiento del Evaluacidn de la
Patrin de tincidn paciente) tincidn HER2
Tincidn inkensa completa de la mamibrana
con un pancaniaje da células cancanasas 3= Poesitiva

*5a recomienda refigjar en 1ISH

Fuente: https://elabdoc-prod.roche.com/eLD/api/downloads/2acdad4e-4413-eall-fa90-

005056a772fd?countrylsoCode=es
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Anexo 8. Droplet Digital PCR

Droplet Digital™ PCR

Droplet Digital” PCR
Applications Guide



1 Droplet Digital” PCR

Introduction

Diroplet Digital polymerasa chain reaction [ddPCR™) was developed 1o provide
high-precision, ebeclute guantification of nuckeic acd target sequences with wide-ranging
applications for both ressarch and dinical disgnostic spplcations. ddPCH meesures
ab=sokute quantities by counting nucleic ackd molecules encapsulated in discrets,
wolurmatrically defined water-n-oll droplet partitions. Droplst Digital PCR ws=ing Bio-Red's
O100™ or C200™ Droplet Digital PCOR systemn overcomes the presious lack of scalenlke
and precical technclogies for digital PCR implementation

ddPCR has the following benefits for nucielc acid quantification:

= Unpearafeled precision — the massive sample partittoning affordad by SdPCR enables
small fold dfferences In targst DNA sequence batweean samples 10 be ralably measured

s Increased signal-to-noise — enrich for rare 1argets by raducing competition that comes
from high-copy tempiates

= Removal of PCR afficiency bias — error rates are reduced by remoning the ampification
efficiency reltance of PCR, enabing accurate quantificabon of targets

=  Simpified guantification — a standard curve is not required for absclute guantificaton

QX100/QX200 Workflow

Bio-Rad's QX100 or QX200 ddPCR System (Figure 1.1} combines water-oill emulsion
droplet technology with microfiudics. The QX200 Droplet Generator partitions samgpiles
into 20,000 dropiets (Figure 1.2). POR amgplification is camied cut within each dropiet
using a thermal cycler. After PCR, droplets are streamed In single file on a QX200 Oropilet
Feader, which counts the fluorescant positive and negative dropiets to calcuate tangst
DNA concentration.

Fig. 1.2 In SSPCR, & single PCR asrmpie s partifioned o 20,000 dscrete choplets.



Droplet Generation

Dropler Digtal PCR

Sefore dropist gensration, ddPCR reactions are prepared in a similar manner &3 real-time
FPCR reactions that usa TaagMan hywdrolysis probes labeled with FAM and HEX (or VIC)
reporter fluorophores, or an ntercaating dye such as EvaGreen™.

ddPCR must be performed with the proprietary reagents deveioped specificaly for aroplet
o=neraton by Blo-RAad. Reagent mbes inciude the aaFCH Supermix for Probes and
QXZ200™ adPCR™ EvalGreaen™ Supermik to partition ONA, and the One-Step RT-ddPCR
Acksancad Kit for Probes.

Samples are placed into a QX100 or QX200 Dropiet Gensrator, which uses specialy
developad resgents end microfiuldics to partion each sampie into 20,000 nanolter-sized
droplats. As shown in Figure 1.3, target and background DNA sre distnbuted randomiy
into the dropiets during the parnitioning process.

Fig. 1.5 In SOPCR & single PCA sampie ia partitoned into 20,000 droplets.

Croplat generaticon produces unifoem dropists for the sample. enabling precise target
quantificaticn Figure 1.4).
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PCR Amplification

Droplets are transierred to a 96-wel plate for PCH in a thesmal cycler We recommend the
C1000 Touch™ Themal Cycler with 95—deep wel reaction module for PCR (Rgure 1.5).
This high-performance thesmal cycler has exceallent temperature unilomity and settling
across all 96 wells 10 halp ensure successful PCR.

-
—

Fig. 1.5 The C1 000 Towch Th Cydder ch per for P CR exparemerts

Droplet Reading

Folowing PCR amplification of the nudieic acid target in the dropists, tha plate contaning
the dropiets is placad in a QX100 or QX200 Dropiat Readsr, which analyzes each droplet
indhMcusly using a two-color datection system (2t to detect FAM and HEX [or VIC]).

The autcsampler of the droplet reader picks up the dropiets from each well of the
PCR plate (Fgure 1.6
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Droplets are spaoced antindvidualy for flucmescence raading by he droplot readr
(Flawre 1.7). Flucescence in o channds is then maasured o ndvidual droplets.

hoe 5674

Fig 1.7. & g nc kil drogets In the GX100 Oreplot Pl ader.

Poative droplats, vhich contan at least one capy of tha tamgat DNA mokacue, exhikit
Increased flucresoance cormparad 10 nogatve droplals Foure 1.8),

Chansel 1

Chaeod 2

| .O.q

Fig 1.8 Fluoescencs readings are maasured for eazh droget in two clamds.

ddPCR Data Analysis

Dropiot Digital PCR data can bo vievad as a 1-D plol wih each doglet foma sample
plotted on the araph d flucrescence inkensity va. droplet number. in Figure 1.9, al poctive
dropiats, those above the red hireshold Ine, are soored as poaive and each isassigneda
vaue of 1. Nl negatve doglets, hoea below he red threshold Ine, are scoed as negatve
and eachisassigneda valuz of 0.
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Fig 1.9 Eaxcharogdet from a sample b plateden the gragh o A ¥ ity va dopk t

Cropiet Digitd PCR fpplications Gude | &



Droplen Dignd PCA

Croplat Digtal PCR data fom a duplex exparnment in which two targels are PCR amplifiad
can dso be vewad n a 2-D pgotin which channat 1 fluorescance (FAM) & plotted aganst
chamd 2 fluarascenca (HEX ar VIC) far each droplet (Figure 1.10).
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Fig. 1.90. 2-D plot of droplet fuorescence.

Because tha DNA distrbution into the droplets follows a random pattern, droplets dusier
into fow groups:

= FAN negative, HEX negative (doude-negative droplets)

= FAM positve, HEX negalve

= FAM nogative, HEX positve

= FAM positve, HEX postive [double-postive droplets)

QuantaSoft™ Software measures the numicer of positive and negative droplets for each
fluoroghore in each sample. The software then fits he Faction of positive droplets toa
Passon algorithm 1o determine the starting concentration of the target DNA molecuie in
units of coplesAd ingut {Fgure 1.11).

oo

1000 4
A
H 1o Uit 040

10 1553 la¥
AT 4sETr

g ; |.mI 1.5

o

unt

0 24 P a4 a4 14 1 4 a4 1 1

Savgk
Fig. 1.9). Sample concan ations are plotted as coples/d from e sample.
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Fuente: https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin_6407.pdf
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