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Biomarcadores

Biomarcador — una característica medible 
objetivamente y evaluable como indicador de 
normalidad biológica, proceso patológico 
(presencia o pronóstico), o marcador de 
respuesta a un tratamiento

NIH Definition Working Group. Clin Pharmacol Ther. 2001



Criterios de un buen Biomarcador

• Estar basado en evidencia científica
– Reproducible y validado en diferentes modelos

– Que se comprenda su papel bioquímico

• El estudio de los pacientes pueda ser realizado
con alta sensibilidad y especificidad

• Tenga un impacto clínico significativo en el 
pronóstico y evolución



Biomarcador Evento Molecular Frec. Factor Predictor Factor Pronóstico Factor Diagnostico

KRAS
Mutaciones activantes en codón 12 y 13. 

Raramente en 61,117 y 146
40% Si Posible -

BRAF Mutación activante V600E 10% Probable Probable Síndrome de Lynch

PIK3CA Mutaciones en dominio hélice y quinasa. 20% Posible Posible -

PTEN
Pérdida de expresión por IHQ; mutaciones 

inactivantes.
30% Posible - -

IMS
Alteraciones de 2 o más satélites de 5 

analizados (mono o di nucleótidos)
15% Probable Si Síndrome de Lynch

CIN Aneuploidia 70% Probable Si -

18q LOH
Deleción del brazo largo del cromosoma 

18
50% Probable Probable -

Fenotipo Metilador de 

islas CpG

Metilación de al menos 3 loci de una panel 

de 5 marcadores.
15% +/- +/- -

Vimentina Metilación del promotor. 75% - - Detección Precoz

TGFBR2 Mutaciones inactivantes. 30% - - -

TP53 Mutaciones inactivantes. 50% - - -

APC Mutaciones inactivantes. 70% - - FAP

b-Catenina Mutaciones activantes. 2% - - -

MMR
Pérdida de expresión por IHQ; metilación 

del promotor; mutaciones inactivantes.
1-15% - - Síndrome de Lynch

Biomarcadores en cancer colorectal
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Metodología Empleada

1) Técnicas basadas en Histoquímica

2) Técnicas basadas en Inmunohistoquímica

3) Técnicas basadas en la Hibridación

- FISH

- CISH

- SISH

4) Técnicas basadas en PCR



Pulmón

(NSCLC)

Colorectal

Cabeza y 

Cuello

(SCCHN)

Tipo de tumor (%) Expresión de EGFR  

Cabeza y Cuello 95-100

Colorectal 2-90

Pancreas 95

Mama 14-91

Riñón 50-90

Pulmón (NSCLC) 40-80

Ovario 35-77

Vejiga 72

Glioma 63

Técnica Inmunohistoquímica

Cunningham et al, NEJM 2004. Grandis et al, Cancer 1996. Salomon et al, Crit Rev Oncol Hematol 1995. 

Walker & Dearing, Breast Cancer Res Treat 1999. 



SONDAS DE FUSIÓN SONDAS DE ROTURA

Alta especificidad (100%) y sensibilidad (95%) Alta especificidad (95%) y sensibilidad (90%)

Permite demostrar una traslocación concreta

Permite demostrar reordenamientos de 

uno de los genes (no una traslocación 

concreta)

Difícil interpretación (superposiciones) Fácil interpretación

Técnica basada en FISH



BCL1 Linfoma del manto

BCL2 Linfoma folicular

BCL6 Linfoma B difuso de célula grande

MALT1 Linfomas de tipo MALT

C-MYC Linfomas de Burkitt

ALK Linfomas anaplásicos y cáncer de pulmón

CHOP Liposarcoma mixoide/células redondas

MDM2 Liposarcoma bien diferenciado

SYT Sarcoma sinovial

EWS Sarcoma de Ewing/PNET

FOXO1A Rabdomiosarcoma alveolar

EGFR Gliomas

1p y 19q Oligodendrogliomas

HER2 Carcinomas de mama y gástricos

Sonda             Aplicación



Determinación de HER2

Herceptest FISHSISH



Diferentes métodos basados en PCR

1) Realizados en Laboratorio “Caseros”

a) Ensayos de electroforesis en geles.
- Electroforesis en geles de gradiente de temperatura.
- Electroforesis en geles de gradiente en presencia de agentes 

desnaturalizantes (DGGE)
- Electroforesis capilar en condiciones desnaturalizantes.
- Electroforesis capilar en condiciones no desnaturalizantes (SCCE)
- Analisis de polimorfismos de cadena sencilla (SSCP)

b) Metodos de secuenciación
- Secuenciación por método Sanger o dideoxinucleotidos.
- Pirosecuenciación.

Adaptado  Krieken et al .Virchows Arch. (2008)     



Diferentes métodos basados en PCR.

c) Ensayos específicos de alelo basados en PCR

c.1) Discriminación alelica mediante diseño de primers
- ARMS-PCR 
- Ensayo-Flag       
- PCR-RFLP.
- Cold-PCR

c.2) Discriminación alelica por ligación específica
- PCR-LDR
- PCR-LDR spFRET 

c.3) PCR-Clamping         

c.4) Ensayos Taqman

Adaptado  Krieken et al .Virchows Arch. (2008)     



Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)



PCR-Clamping

Curr. Issues. Mol 2000

Faller et al. British Journal of Cancer 2009

Enriquecimiento de la muestra tumoral

Alto nivel de sensibilidad (alrededor del 1%)

Aplicación a PCR Real Time



Secuenciación
de ADN

Técnica Gold Standard en 
análisis de mutaciones



Secuenciación de KRAS

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAAT
TCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAG

Kras Exon-2

ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCT

GTT G12V

Imagen cedida por Dra. Ruth Zarate. CUN



Pirosecuenciación
Se basa en una reacción lumínica con varias enzimas donde la reacción en cadena

de la polimerasa. no se ve interrumpida.



Diferentes métodos de detección 
de mutaciones.

2) Kits comerciales con usos de Investigación

- ARMS-PCR. 
“PIK3CA mutation  test Kit” 
“KRAS/BRAF mutation Analysis Kit” – Entrogen
“KRAS Amoy Dx”

- Hibridación de oligonucleotidos alelo-especifico-Invitrek
“KRAS genotyping kit”

- Primer-Extension
“Mutector KRAS Kit”
“SNaPshot ® Kit SBE –Applied Biosystems”

- HRM (High Resolution Melting)

Adaptado  Krieken et al .Virchows Arch. (2008) 



Determinación de mutaciones 
mediante Primer-Extension

“Mutector KRAS Kit”

Capaz de detección de 12 mutaciones
en los codones 12 y 13

Modo de acción
1) Amplificación
2) Hibridación
3)  extensión de hasta 20 bases. Combinación de sondas y fluorocromos

permiten detectar las 12 mutaciones
en una sola electroforesis

Posibilidad de acoplarlo a MALDI-TOFF

www.trimgen.com







Diferentes métodos basados en PCR

3 ) Kits comerciales con usos clínicos con CE

- Secuenciación por Pirosequencing. 
“PiromarkTM  KRAS” 

- PCR-Hibridación. 
“KRAS, BRAF Strip Assay” 

- ARMS-PCR
“Therascreen  (KRAS, EGFR, BRAF) Kit”

Adaptado  Krieken et al .Virchows Arch. (2008)     



Pirosecuenciación

Se usa en MW de 24 pocillos

Tarda 15 minutos en realizar la determinación

Software que permite cuantificación de alelos

Ogino S. et al Journal Mollecular Diagnostic 2005
WWW.biotagebio.com 



KRAS Strip Assay

• Se basa en una PCR con oligos marcados con biotina 
que amplifica los exones 12 y 13 de KRAS, y V600E de 
BRAF en presencia de un competidor de secuencias wt 
Hibridación con sondas específicas incluidas en una 
tira.

• Detección por una reacción colorimétrica



Especificaciones Strip assay

• Determina 10 mutaciones en los codones 12 y 13 de 
KRAS y codon 600 de BRAF.

• No necesita de PCR a tiempo real

• El tiempo de determinación es de unas 6 Horas

• Relativamente fácil de interpretar los resultados



+

AMPLIFICATION 
REFRACTORY MUTATION 

SYSTEM 

SCORPIONS 



therascreen PCR: tecnología ARMS-Scorpions 

Primers ARMS

Primer ARMS
A     G     G    C

T      C     A    G T     C    G

El primer ARMS se extiende en el DNA mutado

Primer ARMS



therascreen PCR: tecnología ARMS-Scorpions 

Primers ARMS

El primer ARMS no se extiende en el DNA nativo

A     G     G    C

T      C     A    C     T    C   G

X



2. Tecnología de Scorpion

1. Tecnología de ARMS

Kit de determinación de mutaciones por 
“Therascreen”



• EGFR: Determina 29 mutaciones, comprendidas en los 
exones,19, 20 y 21.

• KRAS: Determina 7 mutaciones comprendidas en el 
codon 12 y 13 de KRAS

• BRAF: Determina 1 mutación localizada en el codon 
600 (V600E).

• PIK3CA: Determina 3 mutaciones en los exones 9 y 20 
de PIK3CA

• Necesita de PCR a tiempo real

• El tiempo de determinación es de 3 Horas

• Necesidad de aprendizaje para la     

interpretación de los resultados

:

Determinaciones mediante Therascreen



:

Determinaciones mediante Therascreen

D Ct debe ser <1% D Ct Standard

Ct = Ciclo de amplificación significativo

Muestra problema
[ Ct mutado ] – [ Ct Control ] = D Ct



Ct < 29 detecta 1% de ADN mutados

Ct > 29 detecta mutaciones >1%

D Ct debe ser <1% D Ct Standard

Requisitos previos:  Muestra con un 70% de celulas tumorales
Ausencia de inhibidores de PCR ( Control exogeno)  

:

Determinaciones mediante Therascreen



Interpretación de resultados

Sensibilidad de detección de 1% de copias mutadas.

Muestra WT Muestra L858R



Interpretación de resultados

Ct control 31-35 solo detecta
mutaciones superiores al 1%

Ct mutación > 38 repetir

Rango de Ct +/- 2 ciclos



Resumen de Técnicas mas empleadas

Rev. Esp. Patología 2011; 44(1):17-31



Análisis de multitud de genes

www.sequenom.com
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:

Determinación de sensibilidad

Necesario a la hora de usar la tecnología elegida.

Puede explicar discordancias en los diferentes estudios
(ej: mutaciones en colon 32-57%).

Uso de líneas celulares con mutaciones ya conocidas 
para determinar el umbral de sensibilidad de cada técnica

Comparativa de 4 métodos en un mismo laboratorio:

a) Secuenciación Sanger
b) Strip Assay de Vienna Lab
c) Therascreen 
d) PyroMax



:

Determinación de sensibilidad

A

B

C

D

Izasa. Internal Report



:

Determinación de sensibilidad

Los dos kits comerciales con CE poseen una alta sensibilidad

Izasa. Internal Report



Wt

H1047R

WT

DNA-1

H1047R WT

DNA-2

H1047R WT



T

Flujo de Trabajo

Tiempo de respuesta
5-9 días hábiles



Equipo Multidisciplinar



Cosas a tener en cuenta

• Establecer los limites de sensibilidad de cada 
técnica (cada uno la que practique)

• Establecer programas de control de calidad y 
formación continuada de dichas 
determinaciones                                                                         

- Sociedades científicas; SEAP (2010), ESP (2010)

- Otros consorcios EMQN, UK NEQAS, 

- Agencias reguladoras ENAC ( Certificado ISO;      

acreditaciones, etc….)
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Rev. Esp. Patología 2011; 44(1):17-31

Elaboración del informe de determinaciones de EGFR
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