
            10 min. De esta forma el biomarcador K-ras Step 3: ARMS: Selectively amplifies target
es un marcador decisivo para predecir qué 
grupo de pacientes pueden o no bene-
ficiarse de la terapia con anticuerpos 
monoclonales anti EGFR.

El Cáncer colorrectal (CCR), es el tercer 
cáncer con más incidencia a nivel mundial. La detección de 7 mutaciones en 
De los cánceres que afectan tanto a codones 12 y 13 del oncogen k-ras es 
hombres como a mujeres el CCR es la posible mediante un ensayo de real time 
segunda causa principal de muerte por PCR basado en la combinación de dos 
cáncer en EEUU. tecnologías ARMS (Amplification Refrectory 

Mutation System) y Scorpions. Step 4: Scorpions: Fluorescence indicates 
Normalmente la actividad del presence of mutation

factor de crecimiento epidérmico (EGFR) Flujo de Trabajo
promueve el crecimiento del cáncer. En 
presencia de k-ras wild type (no mutado) los 
tratamientos anti EGFR inhiben la 
progresión del cáncer. Step 1: Tumour biopsy and sample pre-

paration

Bioq. Mónica Rodríguez
Coordinadora División Patología y 
Anticuerpos A partir de una muestra de biopsia 

del tumor, posteriormente  a la extracción 
del ácido nucleico se lleva a cabo una 
amplificación con tecnología ARMS, la cual 

E-mail: discrimina entre el DNA wild type y el 
mrodriguez@tecnolab.com.ar mutado, amplificando selectivamente la 

Step 2: Extract DNA secuencia target. Esto es posible ya  que los 
primer ARMS están diseñados comple-
mentariamente al DNA conteniendo la 

Introducción mutación.

k-ras es la proteína codificada por el De esta forma, al terminar la 
proto oncogen k-ras, el cual puede mutar en reacción de PCR, las únicas secuencias que 
tumores sólidos. Se ha encontrado se han amplificado han sido las secuencias 
actividad de mutación en k-ras en 30-40 % mutadas, aun en muestras donde la 
de tumores colorrectales y esto se asocia a mayoría de las secuencias no contienen la 
pobre respuesta a las terapias anti EGFR. mutación.

30

Bioanálisis I May · Jun 11

Biomarcadores. Oncología. CCR.
k-ras, Biomarcador decisivo, imprescindible y disponible. 
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ARMS Amplification Refractory Mutation Step 2: Los kits contienen un ensayo de 
System Reaction - The Scorpion primer is extended by DNA control interno en cada pocillo. El mismo 

polymerase and the target region is copied consiste en una reacción conteniendo un 
- The newly copied region is complementary templado sintético “positivo”, sus primers 
to the probe at the 5´end of the Scorpion correspondientes y su sonda Scorpions 
- The blocking molecule stops DNA poly- marcada con el fluorocromo HEX. También 

ARMS primers are designed to anneal with merase from copying the probe region se usa un control Positivo por cada ensayo 
DNA containing the mutation and alow Taq mediante un templado sintético para cada 
DNA polymerase to initiate a PCR reaction DNA mutado y un control negativo (NTC) se 

usa para asegurar que la mezcla de reacción 
no esté contaminada.
En cuanto al análisis, se realiza un análisis de 
∆Ct en el control positivo, se evalúa el NTC 
en cuanto a la contaminación y también la 
performance del control interno antes de la 
evaluación de las muestras.

Step 3: The temperature increase within the Los kits están validados para 
ARMS primers do not amplify wild type DNA real-time PCR instrument and the newly producir un resultado confiable dentro de 

extended Scorpions primer denatures una sensibilidad dada. Si se genera un 
resultado negativo, debe considerarse 
como negativo o por debajo del límite de 
detección del kit. No se requiere correr las 
muestras por triplicado o duplicado ya que 
un resultado negativo generado por una 
muestra es un resultado confiable. 

Step 4: El kit detecta 7 mutaciones en los 
La detección de estas secuencias - The PCR reaction cools and the extended codones 12 y 13:

amplificadas se lleva a cabo usando Scorpion undergoes an internal rearran-
Scorpions. Las moléculas Scorpions son gement to hybridise itself

1. Gly12Asp (GGT>GAT) 
moléculas bi funcionales que contienen un - The fluorohore is no longer in close 
primer de PCR unido covalentemente a una proximity to its quencher and it begins to 2. Gly12Ala (GGT>GCT) 
sonda. El fluoróforo en la sonda, interactúa fluoresce

3. Gly12Val (GGT>GTT) 
con un quencher, también incorporado en la - Any un-extended Scorpions re-anneal and 
sonda, que reduce la fluorescencia por are quenched 4. Gly12Ser (GGT>AGT) 
cercanía física, cuando se encuentra en su 

5. Gly12Arg (GGT>CGT) 
conformación más estable.

6. Gly12Cys (GGT>TGT) 
Durante la PCR, cuando la sonda se 

7. Gly13Asp (GGC>GAC) 
une al amplicon, el fluoróforo y el quencher 
se separan y esto lleva al incremento en la 

Otros kits con idéntica tecnología:
fluorescencia en el tubo de reacci.

EGFR PCR Kit
Scorpions Reaction

Ensayo altamente selectivo para la 
detección de las 28 mutaciones somáticas 

En resumen, acoplando la tecno-
más comunes en el gen EGFR (Epidermal 

logía ARMS y las sondas Scorpions se 
Growth Factor Receptor)

Step 1: The Scorpion primer binds to a obtiene una técnica especifica y de alta 
sequence upstream of the probe target sensibilidad para detectar las mutaciones 

- El análisis incluye el análisis de 19 
region de los oncogenes en un background de DNA 

deleciones en el exón 19, L858R, L861Q, 
genómico, con resultados totalmente 

G719X, S768I y 3 inserciones en el exón 20
confiables.

- Estas mutaciones cubren un alto 
La sensibilidad (detección 1 % de 

porcentaje de todas las mutaciones que se 
DNA mutante) y el límite de detección ( 10 

ven en este gen en muestras tumorales
copias o menos) son superiores a otras 
tecnologías.
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