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l. RESUMEN ESTRUCTURADO

Titulo de
Tesis

Caracteristicas  anatomoclinicas del Sarcoma de fusion
BCOR::CCNB3 detectado por técnica de inmunohistoquimica con el
anticuerpo “BCOR”.

Autor y tutor

Autor: Dr. Juan Antonio Pérez Méndez
Tutor: Dra. Cecilia Ridaura Sanz

Introduccién

Los Sarcomas de células pequefias y redondas indiferenciados
(SCPRI), son sarcomas de alto grado morfolégicamente compuestos
por células pequefias, redondas a ovoides y parcialmente
indiferenciadas. Algunos de estos tumores ademas de su histologia
tienen caracteristicas clinicas que permiten su identificacion, pero un
grupo importante comparten la misma expresion morfologica y clinica
por lo que el diagnostico diferencial especifico no es posible. Dentro
de este grupo se encuentra el sarcoma de fusibn BCOR::CCNB3
(SBC), que es una entidad genética que inicialmente se clasifico y se
traté de manera similar a la familia de tumores del sarcoma de Ewing.
Este sarcoma ocurre en nifios, mas frecuentemente en hueso y su
identificacion es de gran importancia, debido a que posee
caracteristicas clinicas y de comportamiento que lo difieren del resto
de los SCPRI.

Planteamiento
del problema

La identificacién precisa de los diferentes tipos de SCPRI y en
particular los sarcomas de la familia Ewing o “Ewing Like”, representa
un problema para la practica de la patologia quirdrgica pediatrica, en
virtud de su inespecificidad morfoldgica por lo que se requiere utilizar
meétodos auxiliares de apoyo para el diagndstico histopatologico.

Justificacion

La subclasificacion histopatolégica precisa de un SCPRI permite que
la induccion de la quimioterapia especifica para los sarcomas con este
tipo de fusién sea la mas adecuada, ya que ha demostrado tener un
impacto positivo en la sobrevida de los pacientes, incluyendo mejor
control local del tumor con quimioterapia sistémica convencional

Objetivo Objetivo general: Identificar la inmunoexpresion del anticuerpo

general y BCOR como auxiliar diagnéstico en sarcomas de células redondas

especificos indiferenciados en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria.
Objetivo especifico: Describir las caracteristicas anatomoclinicas del
sarcoma BCOR::CCNBa3.

Tipo de Descriptivo, transversal, observacional y retrolectivo.

estudio

Criterios de Inclusion: Casos con diagnostico histopatolégico de Sarcoma de

selecciony células redondas indiferenciado y diagnéstico de compatibilidad con

descripcion sarcoma de Ewing que cuenten con biopsia embebida en parafina en

del estudio el archivo del servicio de anatomia patolégica. Exclusion: casos sin
informacion clinica y casos con bloques de parafina insuficientes o
inadecuados para procesamiento de inmunohistoquimica.

Analisis Se realizara un resumen estadistico descriptivo variado del fenémeno

estadistico sefalandose las frecuencias y proporciones de las variables.
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PALABRAS CLAVE:

BCOR, Inmunohistoquimica
Sarcoma, células, redondas, indiferenciado
Fusién, BCOR, CCNB3



Il. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Los sarcomas indiferenciados células pequefias y redondas de tejidos blandos y

hueso (SCPRI), son un grupo heterogéneo de tumores malignos poco frecuentes,

en su mayoria de origen mesodérmico, los cuales carecen de una linea bien definida

de diferenciacion y por lo tanto son poco conocidos y de diagndstico incierto.

CARACTERISTICAS DE LOS TUMORES DE CELULAS PEQUENAS Y REDONDAS

Diagnéstico

Rabdomiosarcoma
embrionario

Rabdomiosarcoma
alveolar

Sarcoma de Ewing

Tumor
desmopléasico de
células pequefas y
redondas

Sarcoma sinovial
pobremente
diferenciado

Liposarcoma de
células redondas

Sarcoma
indiferenciado de
células pequefas y
redondas
Osteosarcoma de
células pequenas

Condrosarcoma
mesenquimal

Neuroblastoma

Edad del paciente

Nifios jovenes; pico
entre los 3-12 afios

Adolescentes y
adultos jovenes; pico
10-25 afios

Nifios y adultos
jovenes: pico 10-25
afos

Amplio rango de
edad, con edad media
de presentacion de 22
afios

Adultos; 30-35 afios

Adultos; 20-50 afios

Cualquiera,
incluyendo nifios

Pico en nifios y
adultos jovenes; 10-
20 afios

Cualquiera, con pico
10-30 afios

Infantes y nifios
jovenes: 0-2 afios

Localizaciéon

Cabeza y cuello,
tracto genitourinario,
conductos biliares y
retroperitoneo
Extremidades, cabeza
y cuello, tronco.

Esquelético y
extraesquelético,
incluyendo tejidos
blandos profundos,
pélvicos y
abdominales.
Intraabdominal o
pélvico

Extremidades, a
menudo cercano a
grandes
articulaciones
Tejidos blandos
profundos de
extremidades

Cabeza y cuello,
tronco y region
parameningea
Oseo

Oseo, tejidos blandos
y meninges

Glandula suprarrenal
y ganglios simpéaticos

Caracteristicas
histolégicas

Puede tener
rabdomioblastos
focales, estroma
mixoide edematoso
Diferenciacion
rabdomioblastica focal
y arquitectura alveolar
frecuente

Laminas sélidas a
menudo con necrosis.

Respuesta
desmoplésica
estromal y con nidos
de CPR

CPR con necrosis y
un indice mitotico
elevado

Areas focales
mixoides y
diferenciacion
lipoblastica

Células pequenas
azules y redondas sin
caracteristicas
especificas
Produccion focal de
osteoide

Tumor bifasico con
células pequefias,
azules y redondas
con matriz condroide
Matriz neurofibrilar
con formacién de
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Tumor melanético
neuroectodérmico
de la infancia

Leucemia/Linfoma

Infantes; 0-1 afios

Cualquiera

Maxilar y mandibular

Ganglios linféaticos,
cabezay cuello,

rosetas y
diferenciacion
ganglionar

Tumor bifasico con
células pequefias
azules y redondas y
células epitelioides
grandes y
pigmentadas
Variable, desde
patrén en cielo

mediastino, estrellado, hasta
intraabdominal y entremezclado con
pulmén otras células
inflamatorias
Carcinoma de Adultos mayores Pulmoén Amoldamiento nuclear

y cromatina fina
Amoldamiento nuclear
y apoptosis

células pequefias
Carcinoma de
Células de Merkel

Adultos mayores Dermis o tejidos

blandos subcutaneos
de la caray
extremidades

Tabla 1 Diagnéstico diferencial clinico e histologico de los tumores de células redondas pequenas.

Algunos de los SCPRI tienen expresiones clinico-patolégicas que son especificas y
permiten facilmente el diagnostico con los procedimientos de procesamiento de
rutina (Tabla 1); Sin embargo, en los sarcomas de fusion la histologia puede ser
inespecifica y las manifestaciones clinicas muy variadas, lo que ocasiona dificultad
diagnostica, ademas de que la inmunoexpresion de los anticuerpos habitualmente
solicitados para el diagnéstico diferencial de los tumores de la familia Ewing suele
sobreponerse en los sarcomas de fusidén recientemente descritos, por lo que es
imperativa la implementacion de nuevos anticuerpos mas especificos y estudios
moleculares para su clasificacién precisa. Otra situacion de problema diagndstico
ocurre cuando en casos de sospecha la muestra de tejido es muy escasa y no
permite una extensa evaluacién morfolégica; en estos casos es indispensable la
utilizacion de apoyos auxiliares.® En la clasificacion de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) de tumores de tejidos blandos y 6seos publicada en 2020, los
SCPRI fueron introducidos como un nuevo capitulo o apartado, que incluye el
sarcoma de Ewing y otros tres subgrupos de sarcomas: 1) sarcomas de células
redondas con fusion EWSR - ETS, 2) sarcomas con reordenamiento de CIC y 3)

sarcomas con reordenamiento BCOR::CCNB3 @-
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2.1 Sarcoma con reordenamiento BCOR

El mas frecuente dentro de los SCPRI, es el sarcoma con reordenamiento
BCOR::CCNB3. Esta entidad recientemente descrita fue inicialmente clasificada y
tratada en forma similar al sarcoma de Ewing clasico. ©® La frecuencia es menor que
la del sarcoma de Ewing. Afecta en forma preferencial a nifios, con mas del 90 %
de los pacientes menores a 20 afios, y muestran un predominio del sexo masculino
(proporcion M: F: 4,5:1). @ El dolor (65 %) y la hinchazoén (40 %) son los sintomas
mas comunes. ® Es ligeramente mas frecuente en huesos que en tejidos blandos
(proporcion: 1,5:1), con predileccién por la pelvis, las extremidades inferiores y la
region paraespinal. Las ubicaciones raras incluyen la region de la cabeza y el cuello,
los pulmones y los rifiones. ® Los tumores suelen ser grandes (> 5 a 10 cm), de
color gris tostado, lesiones blandas a carnosas, con areas de necrosis. Las lesiones

6seas a menudo muestran destruccion cortical y extension a los tejidos blandos.

2.2.1 Histopatologia

Todos los tumores de la familia BCOR muestran una histologia muy similar. Los
sarcomas BCOR::CCNB3 generalmente se componen de una proliferacion uniforme
de células primitivas pequefias, redondas u ovoides, dispuestas en laminas sélidas
0 en un patrén de anidamiento vago, rodeadas por una rica red capilar. ® Se pueden
observar areas menos celulares con células discohesivas voluminosas o fusiformes
dentro de una matriz mixoide prominente rica en vasos ramificados de paredes
delgadas con areas microquisticas. También se ha descrito la disposicion de las
células en fasciculos cortos que recuerdan al sarcoma sinovial pobremente
diferenciado, estructuras similares a cordones cortos y en grupos. @ Los n(cleos
tienen cromatina finamente dispersa y los nucléolos son generalmente discretos. La
actividad mitotica es variable. Las lesiones metastasicas/recurrentes

ocasionalmente muestran nucleos pleomérficos y depdsito de osteoide. 10
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2.1.2 Inmunohistoquimica

El sarcoma BCOR::CCNB3 muestra una positividad fuerte y difusa del anticuerpo
BCOR nuclear que lo distingue del sarcoma den Ewing y es altamente especifico ya
que solo se expresa también en la mitad de los sarcomas sinoviales. El anticuerpo
resulta de una alteracion de genes secundaria a la traslocacion especificas
originando proteina aberrante de fusidbn completa BCOR (gen correpresor
transcripcional)::CCNB3 (gen codificador de ciclina B3). Ademas de esta
inmunodepresion caracteristica, la mayoria de los casos también expresan SATB2,
TLE-1 y ciclina D1. EIl sarcoma BCOR::CCNB3 también muestra reactividad a
CCNB3, que no se observa en otros tumores de la familia BCOR distinguiéndose
de los BCOR-ITD ya que estos ultimos son fuerte y difusamente positivos para
EGFR. 11 E| CD99 es positivo en aproximadamente el 50 %. (12,

Como antecedentes sobre el uso de la inmunoexpresion del anticuerpo BCOR, se
encontré en la literatura un estudio de 2021 realizado por Li, Zhang et. Al, con
material tomado de los archivos del Departamento de Patologia del Hospital
Jishuitan de Beijing, Cuarto Colegio Médico de la Universidad de Pekin, donde se
analizaron 23 casos de sarcomas de células pequefias y redondas indiferenciados
con reordenamiento negativo de EWSR1 (Sarcomas Ewing Like). Los anticuerpos
de inmunohistoquimica realizados mostraron inmunoexpresion de TLE1 (100%),
CCNB3 (88%), BCOR (71%). RT-PCR para BCOR-CCNB3 la transcripcion de
fusidon fue positiva en 7 de 8 casos. La quimioterapia preoperatoria resulté en la
erradicacion de tumores en 5 pacientes después de un seguimiento de 7 a 42

meses.

Los diagndsticos originales en algunos casos se clasificaron errbneamente como
Sarcoma de Ewing, sarcoma tipo Ewing, sarcoma sinovial y osteosarcoma de
células pequeinas. En esta serie, tres casos fueron diagnosticados originalmente
como sarcoma tipo Ewing. En este estudio, tres casos fueron diagnosticados

originalmente como osteosarcoma de células pequefias y recibieron un protocolo
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de quimioterapia para osteosarcoma. Por lo tanto, éste estudio demostré que la
deteccidn precisa de BCOR Los reordenamientos de genes y otras translocaciones

raras son de vital importancia para el manejo adecuado del paciente. 13

La inmunohistoquimica BCOR es un marcador muy sensible para identificar
sarcomas de células pequefias y redondas con reordenamiento del gen BCOR (14,
pero otro informe sugiri6 que BCOR es menos especifico que CCNB3 para el

diagndstico del Sarcoma BCOR. (19

2.1.3 Prondstico y prediccidn

Los datos emergentes sugieren que los pacientes con sarcoma BCOR - CCNB3
tienen tasas de supervivencia a 5 afios similares a las de los pacientes con sarcoma
de Ewing (72-80 %) y también similar respuesta histolégica a los regimenes de
tratamiento En un estudio reciente.®) este tipo de sarcomas ha mostrado una
supervivencia general del 34 % a los 5 afios (mediana: 26 meses) Una proporcion
sustancial de pacientes presentan enfermedad metastasica; el sitio metastasico
mas comun es el pulmén, seguido por el hueso, los tejidos blandos vy las

localizaciones viscerales.”)

chrX (p11.4) ; 128 Hc21.10 B Xo23FZ] Xo25 Nl B PGrE]

e TSimieg BCOR-CCNB3

BCOR Exon

BCORITD
BCOR exon15 - CCN83 exons
CTGGGCTCCTCTGTAGAGTGGCTCCACCCCAGTGATCTGGCCTCAGACAACTACTGG

BCOR exon15 MAML3
CTGGGCTCCTCTGTAGAG uGCT Cw AGTGATCTGGCCTCAGAG

BCOR exon15 ITD
CTGGGCTCCTCTGTAGAGTGGCTCCACCCAGATCTGGTGGAATTCACGAACGAAATTCAGACTCTGCTGGGCTCCTCTGTAGAGTGGCTCCACCC

llustracion 1. Representacion esquematica de anomalias genéticas BCOR, incluida la inversion
intracromosémica BCOR - CCNB3 mas comun, la rara fusion intercromosémica BCOR - MAML2 y la duplicacion
en tandem interna BCOR ( BCOR -ITD). Estos tres eventos genéticos involucran el ultimo exon (exon 15) de
BCOR y dan como resultado una regulacion ascendente constante del ARNm de BCOR vy la sobreexpresion de
BCOR a nivel de proteina. ¢
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de su relativa baja frecuencia, los sarcomas de células pequefias y
redondas han interesado la comunidad cientifica durante décadas. Por un lado, la
histogénesis y el diagndstico diferencial de estas entidades han sido problemas
intrigantes para la patologia quirargica pediatrica, en particular los sarcomas de la
familia Ewing o “Ewing Like”, como el sarcoma de fusion BCOR::CCNB3 (SBC), el
cual es una entidad genética recientemente definida entre los sarcomas de células
redondas indiferenciadas, que inicialmente se clasifico y se trat6 de manera similar
a la familia de tumores del sarcoma de Ewing.(® En contraste con el sarcoma de
Ewing, el SBC, muestra una sobreexpresion constante de BCOR, y la evidencia
preliminar sugiere que estos tumores comparten caracteristicas morfolégicas con
otros tumores que albergan alteraciones genéticas de BCOR, incluida la duplicacién
interna en tindem (ITD) de BCOR y BCOR::MAML3. 9 Actualmente en la literatura
encontrada, no existe registro que se hayan realizado estudios de este tipo en la
poblacion pediatrica mexicana. La oportunidad de contar con in marcador especifico
para su diagndstico, permite su identificacién y asi mismo, definir sus caracteristicas
anatomoclinicas. El Instituto Nacional de Pediatria es un centro de consulta de
tumores malignos de dificil prondstico. La investigacion propuesta, contribuird al
conocimiento de esta entidad pediatrica, en especial, a la utilizaciébn de nuevos
esquemas y protocolos de diagndstico y tratamiento que requieren estudios con un

mayor niumero de sujetos y con diagndésticos de certeza.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cual es la frecuencia relativa y las caracteristicas anatomoclinicas e

inmunofenotipicas de los sarcomas de fusion BCOR::CCNB3 en los pacientes

diagnosticados y tratados en el Instituto Nacional de Pediatria ?

|15



V. JUSTIFICACION:

Los sarcomas de células redondas indiferenciados son neoplasias que pueden
representar un problema para su diagndstico y subclasificacion precisos, debido a
su similitud morfolégica, sobreposicion de la expresibn de anticuerpos de
inmunohistoquimica con otros sarcomas de la familia Ewing. El conocimiento de la
biogénesis de estos tumores proporcionado por la biologia molecular, asi como la
aparicion de nuevas estrategias terapéuticas, ha resultado en una reclasificacion de
estas neoplasias, requiriendo una correcta y precisa identificacion. El diagnéstico
del sarcoma de fusion BCOR::CCNB3, se confirma con la sobreexpresion del
anticuerpo BCOR con técnica de inmunohistoquimica, ya que esta reaccion es
equivalente a la demostracién de la alteracién genética detectada en el estudio
molecular que no esta disponible en la mayoria de los laboratorios de patologia.
Adicionalmente, la subclasificacion precisa de un SBC permite que la induccién de
la quimioterapia especifica para los sarcomas con este tipo de fusion sea la mas
adecuada, ya que ha demostrado tener un impacto positivo en la sobrevida de los
pacientes, incluyendo mejor control local del tumor con quimioterapia sistémica
convencional a base de isofosfamida y antraciclina ?%- Actualmente en la literatura
encontrada, no existe registro de que se hayan realizado estudios de este tipo en la

poblacion pediatrica mexicana.

VI. OBJETIVOS:

General:
Identificar los sarcomas de células pequefias y redondas indiferenciados con fusién
BCOR utilizando la inmunoexpresién del anticuerpo BCOR como auxiliar

diagndstico en biopsias de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria

Especifico:

Describir las caracteristicas anatomoclinicas del sarcoma BCOR::CCNB3

116



VIl. HIPOTESIS

La inmunoexpresion del anticuerpo BCOR permitira la identificacion del sarcoma
con la fusion BCOR::CCNB3 en el diagnostico histopatolégico diferencial de los

sarcomas de células pequefias y redondas indiferenciados.

VII. MATERIALES Y METODOS:

Tipo de estudio:
1. Finalidad del estudio: Descriptivo
2. Secuencia temporal: Transversal
3. Control de la asignacion de los factores del estudio: Observacional
4. Inicio del estudio en relacién con la cronologia de los hechos: Retrolectivo.

Poblacién objetivo:
Pacientes con diagndstico de sarcoma de células redondas indiferenciado o
de “compatibilidad” con Sarcoma de Ewing.

Poblacién elegible:
Biopsias de pacientes con diagnostico de Sarcoma de células redondas
indiferenciado atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria en un periodo

de cincuenta afos.
Criterios de seleccion:

Inclusién:
1. Pacientes del Instituto Nacional de Pediatria con diagndstico
histopatoldgico de sarcoma de células redondas indiferenciado que
cuenten con biopsia embebida en parafina en el archivo del

departamento de patologia.
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2. Pacientes del Instituto Nacional de Pediatria con diagnéstico de
compatibilidad con sarcoma de Ewing que cuenten con biopsia

embebida en parafina en el archivo del departamento de patologia.

Exclusion:
1. Casos que no cuenten con informacion clinica.
2. Blogues de parafina insuficientes o inadecuados para técnicas de
inmunohistoquimica.

3. Casos de consulta extramuros

Procedimiento:
El material histolégico de los casos que cumplan con los criterios de inclusion
sera revisado simultaneamente por dos patélogos para confirmar o excluir el
diagnostico. Se evaluara la calidad de la muestra para estudio de

inmunohistoquimica.

Descripcién de la técnica de Inmunohistoquimica:

1. Se realizaran cortes con espesor de 3-5 micras de los tejidos embebidos en
parafina previamente fijados en formalina y posteriormente, se montaran en
portaobjetos electro cargados positivamente.

2. Se secaran al aire durante 2 horas a 58°C.

3. Se desparafinizaran, deshidrataran y rehidrataran los tejidos.

Los tejidos se someteran a la recuperacion de epitopos inducidos por calor
(HIER) usando una solucién de recuperacién como “ImmunoDNA Retriever”
con citrato (BSB 0020-BSB0023) o EDTA (BSB 0030-BSB 0033).

5. Se realizara tratamiento térmico por métodos Tinto retriever o convencional.
Después del tratamiento térmico, se transferirAn los portaobjetos en
immunoDNA Retriever con citrato o EDTA a temperatura ambiente y se

dejaran reposar durante 15-20 minutos.
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7. Para IHC manual, realice la incubacién de anticuerpos a temperatura
ambiente. Para métodos IHC automatizados, se realizara la incubacion de
anticuerpos de acuerdo con el instrumento e instrucciones del fabricante.

8. Se lavaran los portaobjetos con lavador ImmunoDNA o agua desionizada.

9. Se continuara con el protocolo IHC. Lave los portaobjetos entre cada paso

con solucién de lavado ImmunoDNA.

La técnica se realiz6 utlizando el anticuerpo para BCOR (clona BSB-128
monoclonal de ratén). (Ficha técnica del anticuerpo en apéndice I).

La tincion nuclear de BCOR se calificO semicuantitativamente de acuerdo con el
método de “/HC SCORE” utilizado en los estudios de Pan H. et al ??, utilizando los
parametros de puntuacién segun extension (0, <25%; 1, 25-49%; 2, 50-75%; 3,
>75%) e intensidad de la inmunoexpresion (0-ausente; 1-débil; 2-moderada; 3-
fuerte) por dos patélogos (CR y JP). Se utilizd6 una puntuacion compuesta “/HC
SCORE” (rango de puntuacion: 0-6) que combinaba la extensién y la intensidad
(positiva: 21; débil: <4; moderada: 4-6; fuerte: >6) para cada caso. Los casos con

puntajes discordantes fueron adjudicados por consenso.

Variables:

a) Tumores de hueso y tejidos blandos con diagndéstico histopatolégico de
sarcoma de células redondas indiferenciado/tumor de células pequefias y
redondas sin otra especificacion.

b) Tumores de hueso y tejidos blandos con diagnéstico histopatolégico de
“compatibilidad” con sarcoma de Ewing.

c) Inmunoexpresion positiva o negativa del anticuerpo BCOR.

d) Sexo.

e) Edad.

f) Topografia anatomica del tumor.
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Cuadro de variables:

. Definicion . . Tipo de
Variable ) Valores posibles Unidades p'
operacional variable
Independiente
e Tumores de Grupo de
tejidos blandos neoplasias
diagnosticados malip nas
como “sarcoma g
de células altamente
redondas agresivas
- i histolégicamente | Sarcoma de células o .
indiferenciado Biopsia Dependiente

en el servicio de
anatomia
patoldgica del
Instituto
Nacional de
Pediatria.

descritas como
proliferaciones
mondtonas de
células pequefias
con escaso
citoplasma

redondas indiferenciados

Dependientes

Inmunoexpresion
del anticuerpo
BCOR

La presencia de
inmunoreaccion
nuclear de las
células
neopldsicas.

Negativo:

Positivo débil
Positivo moderado
Positivo intenso

Sistema propuesto:
H-Score

Independiente

De Control:
Tiempo vivido de | NUmero de anos cumplidos . .
Edad P . P Anos Continua
una persona por el paciente
Condicion
organica, Masculino Masculino o Cualitativa
Sexo . . . .
masculina o Femenino femenino Nominal
femenina.
Cabezay cuello
o, Cabezay cuello Tronco
; Localizacion . oL
Topografia del , . Tronco Extremidades Cualitativa
anatdmica de la . . . .
Tumor ) Extremidades Superiores Superiores nominal
neoplasia. . . . .
Extremidades inferiores Extremidades
inferiores
Estimacion médica
.. interdisciplinaria .
Etapa clinica b 1,1, 1, 1V Etapas Continua

de la extension del
cancer.

Tabla 2 Cuadro de variables.
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IX. TAMANO DE LA MUESTRA Y MUESTREO:

Se realizara muestreo a conveniencia, realizando un censo de los casos de
Sarcoma de células redondas indiferenciado/Tumor de células redondas compatible
con Sarcoma de Ewing registrados en el archivo y base de datos del sistema
electronico del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria del
afo 1972 al afio 2022.

Técnica de muestreo:

Es una muestra no probabilistica, incluyendo los casos elegibles que cumplan con

los criterios de inclusién y no cuenten con ningun criterio de exclusion.

X. ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizaran los siguientes pasos para el analisis estadistico:

1. Recopilaciéon de datos: Se conformara una base de datos con las variables
seleccionadas para el estudio, los cuales incluyen las caracteristicas
anatomoclinicas (edad, sexo, localizacion del tumor y etapa clinica) de los
pacientes diagnosticados con sarcoma BCOR, asi como los resultados de
las pruebas de inmunohistoquimica utilizadas para detectar el sarcoma
BCOR.

2. Resumen de datos: Se realizara un resumen descriptivo de los datos
recopilados. Segun el andlisis se podran incluir medidas de tendencia central
(como la media y la mediana) y medidas de dispersién (como la desviacion

estandar y el rango intercuartilico) para las variables cuantitativas. Para las
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variables cualitativas, se presentaran tablas de frecuencia que muestren la

distribucion de las caracteristicas anatomoclinicas.

3. Analisis univariado: Se realizara un andlisis univariado de las variables de
interés. Esto implica analizar cada variable por separado para identificar
patrones o tendencias, utilizando graficos, como histogramas o diagramas de
barras, para visualizar las distribuciones de las variables cuantitativas, y
tablas de contingencia o gréficos de “pastel” para analizar las variables

cualitativas.

4. Analisis bivariado: Se realizard un analisis bivariado en caso de ser
pertinente explorar las posibles relaciones entre las variables, utilizando
pruebas estadisticas, como la prueba de Student o el andlisis de varianza
(ANOVA), para comparar las caracteristicas anatomoclinicas entre diferentes
grupos de pacientes. Se plantea también calcular coeficientes de correlacion,
como el coeficiente de correlacion de Pearson, para evaluar la relacion entre

variables cuantitativas.

5. Interpretacion de resultados: Se analizaran e interpretaran los resultados
obtenidos en los analisis univariados y bivariados. Se identificaran las
caracteristicas anatomoclinicas mas comunes en los pacientes con sarcoma

BCOR y cualquier asociacion significativa encontrada en el analisis bivariado.
Es importante tener en cuenta que el andlisis estadistico especifico puede variar

dependiendo de la naturaleza de los datos y los resultados obtenidos del compilado

final de la base de datos del estudio.
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XI. CONSIDERACIONES ETICAS:

Posterior a revisar la declaracion de Helsinki (1964 y su ultima revision en el 2013),
en su Articulo 8 en el que se habla sobre el derecho del paciente a tomar decisiones
informadas y el derecho a su autodeterminacién, aunado al Articulo 5 en el que se
expresa que el bienestar del paciente debe ser siempre precedente sobre los
intereses de la ciencia o de la sociedad, asi mismo, posterior a revisar la
Norma Oficial Mexicana-004-SSA3-2012, del expediente clinico en su apartado
4.2 23 sobre el consentimiento informado y Ley general de salud en el su Articulo
13 en el que se expresa que toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto
de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién
de sus derechos y bienestar sumado a su Articulo 16 en el que establece que en
las investigaciones en seres humanos se protegera la privacidad del individuo sujeto
de investigacion, identificandolo sélo cuando los resultados lo requieran y éste lo
autorice; entendido esto, y asi como lo marca esta Ultima Ley se concluye que esta
es una investigacion sin riesgo ya que serd un estudio que emplea técnicas y
métodos de investigacion documental retrospectivos y no se realiza ninguna
intervencién o modificacion intencionada en las variables fisioldgicas, psicologicas
y sociales de los individuos que participan en el estudio, en este estudio no estan
considerados cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en
los que no se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta. Para el
presente estudio no se hard participe al paciente, soélo se utilizaran los informes
histopatolégicos y los bloques de parafina de estos. Los datos con los cuales se
identificara el material seran con el nimero de quirargico asignado, los cuales seran
manejados con estricta confidencialidad y sera sujeto a los lineamientos de
COFEPRIS Y CONBIOETICA.

Por dltimo, se revis6 la LEY GENERAL DE PROTECCION DE DATOS
PERSONALES EN POSESION DE SUJETOS OBLIGADOS, la cual en su articulo
veintidds, inciso IX @4, establece que el responsable del manejo de una base de

datos no estara obligado a recabar el consentimiento del titular para el tratamiento
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de sus datos personales en caso de ser sometidos a un procedimiento previo de

disociacion.
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Xll.  RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacién del estudio:

En el periodo comprendido entre el 01 de enero de 1972 al 31 de diciembre de 2022
se identificaron trece (13) casos en total; Nueve (9) correspondientes a pacientes
del sexo masculino y cuatro (4) correspondientes a pacientes del sexo femenino,
los cuales presentaron una edad promedio de ocho (8) afios cumplidos, con una
edad minima de seis (6) meses y una maxima de diecisiete (17) afios cumplidos.
Los casos seleccionados fueron cinco (5) con diagndstico de “compatible con
sarcoma de la familia Ewing, uno (1) con diagnéstico de “sarcoma de células
redondas indiferenciado”, dos (2) con diagnostico de “sarcoma de células redondas
sugestivo de rabdomiosarcoma”, tres (3) con diagndstico de “sarcoma de Ewing
atipico”, uno (1) con diagndstico de “sarcoma de células redondas sin otra
especificacion” y uno (1) con diagndstico de “sarcoma de Ewing/PNET con

comentario sobre la expresién inespecifica de CD99”.

Descripcién de los hallazgos del estudio de inmunohistoquimica:

En relacion con los resultados obtenidos por la evaluacién de la inmunoexpresion

del anticuerpo BCOR en los casos de estudio, se obtuvieron los siguientes datos:

e Cuatro (4) casos resultaron positivos y nueve resultaron (9) negativos con
un rango de IHC-score de 1 a 6.

e El predominio de la inmunoexpresion del anticuerpo fue de intensidad débil
a intensa, mientras que el porcentaje de células neoplasicas positivas en la
neoplasia fue de un minimo de 10% de hasta un maximo de 80%.

e La inmunoexpresion del anticuerpo CD99 de los cuatro casos positivos fue

de intensidad débil focal y en parches.
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Renal de Células Claras utilizado como control (A y B) y en un sarcoma de células redondas indiferenciado
(problema) de los casos de estudio de este protocolo (C y D).

En relacion con las caracteristicas anatomoclinicas de los casos de estudio, se

obtuvieron los siguientes datos:

e Dos (2) de los casos positivos tuvieron diagndstico histopatolégico de
Sarcoma de Ewing atipico, mientras que los dos restantes se diagnosticaron
como Sarcoma de células redondas sin otra especificacion y sarcoma de
células redondas sugestivo de rabdomiosarcoma.

¢ Delos casos positivos, tres (3) fueron de pacientes del sexo masculino y uno

(1) femenino.
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e La edad promedio de los casos positivos fue de 2.1 afios al momento del
diagndstico histopatoldgico.

e Lalocalizacion de los casos positivos fue predominante en region de cabeza
y cuello (parameningea y maxilar derecho) y el resto en region mediastinal
y de miembro pélvico derecho.

e La etapa clinica al momento del diagndstico de los casos positivos fue de
tres casos con pT1 pNx pMx y uno con pT2 pNx pMx segun la octava edicion
de la clasificacion AJCC (2018).

"PORCENTAJE DE CELULAS CON "LOCALIZACION DEL TUMOR".
INMUNOEXPRESION POSITIVA PARA EL

ANTICUERPO BCOR POR CASO "
35%

= MEDIASTINAL

= PARAMENINGEA

30%
25%
20%
= SACRA
15%
10% REGION
INFRATEMPORAL
59 Y CAVIDAD ORAL
0
0%
4 5 6 7 8 9

PORCENTAJE DE EXPRESION BCOR

1 2 3 10 11 12 13
Ilustracién 3. Porcentaje de células con llustracion 4. Localizacion anatémica de los
inmunoexpresion positiva para el sarcomas BCOR positivos.

anticuerpo BCOR por caso.
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EDAD/SEXO  LOCALIZACION ETAPA DIAGNOSTICO INMUNOEXPRESION PORCENTAJE
DE LA LESION CLINICA HISTOPATOLOGICO  BCOR /INTENSIDAD / DE EXPRESION
(TNM)* IHC SCORE BCOR EN LAS
CELULAS
NEOPLASICAS
1 8 meses/F Parameningea pT1 Nx Mx Sarcoma de células
redondas sugestivo
de rabdomiosarcoma POSITIVA (DEBIL) / 3 30%
2 10 afios/M Mediastinal pT2a Nx Mx Sarcoma de células
redondas sugestivo | NEGATIVA (AUSENTE) /
de rabdomiosarcoma 0 0%
3 6 meses/M Mediastinal pT1 Nx Mx Sarcoma de células POSITIVA (INTENSA) /
redondas 3 10%
4 12 afios/M Infratemporal pT1 Nx Mx Sarcoma de células
redondas NEGATIVA (AUSENTE) /
indiferenciado 0 0%
5 13 afios/F Sacrococcigea pT1 Nx Mx Compatible con
Sarcoma de la familia = NEGATIVA (AUSENTE) /
Ewing 0 0%
6 8 afios/F Mediastinal pT1 Nx Mx Compatible con
Sarcoma de la familia | NEGATIVA (AUSENTE) /
Ewing 0 0%
7 15 afios/F Pélvica pT2b Nx Mx Compatible con
Sarcoma de la familia = NEGATIVA / (AUSENTE)
Ewing /0 0%
8 4 afios/M Femoral pT1 Nx Mx Sarcoma de Ewing POSITIVA (INTENSA) /
atipico 6 80%
9 12 afios/M Lumbar pT2 Nx Mx Sarcoma de
Ewing/PNET con NEGATIVA (AUSENTE) /
CD99 indeterminado 0 0%
10 3 afios/M Maxilar pT2 Nx M1 Sarcoma de Ewing
atipico POSITIVA (DEBIL) / 3 30%
11 17 afios/M Intraabdominal | pT2b Nx Mx  Compatible con
Sarcoma de la familia = NEGATIVA (AUSENTE) /
Ewing 0 0%
12 3 afios/M Maxilar pT2 Nx M1 Sarcoma de Ewing NEGATIVA (AUSENTE) /
atipico 0 0%
13 6 afios/M lliaca pT2 Nx M1 Compatible con
Sarcoma de la familia = NEGATIVA (AUSENTE) /
Ewing 0 0%

Tabla 3. Factores anatomoclinicos y caracteristicas de la inmunoexpresion del anticuerpo BCOR en los casos

estudiados . F: Femenino, M: Masculino. ,* Clasificacion AJCC octava edicién 2018 para estadificacion de

tumores.
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XIll. DISCUSION

La inmunohistoquimica es una herramienta fundamental en el diagnostico y
caracterizacion de diversos tipos de canceres, incluidos los sarcomas. En este
estudio, se evaluo la expresion del marcador BCOR en muestras de tejido tumoral
de trece pacientes con sarcoma BCOR. Los resultados revelaron una insuficiencia
significativa en la inmunoexpresion del BCOR, con cuatro casos que mostraron una
inmunoexpresion positiva y nueve casos sin expresion del marcador. Esta
heterogeneidad en la inmunoexpresion del BCOR plantea preguntas importantes

sobre la biologia y el comportamiento de este tipo de sarcoma.

Aunque el tamafio de la muestra es limitado, se observaron casos positivos y
negativos en pacientes de diferentes edades y sexos. Esto sugiere que la
inmunoexpresion del BCOR no parece estar conectada directamente con estas

variables clinicas.

La presencia de inmunoexpresion positiva del BCOR en algunos casos y su
ausencia en otros sugiere que puede haber diferentes subtipos o subgrupos de
sarcoma BCOR, cada uno con caracteristicas clinicas y moleculares distintas. Esta
observacion es relevante, ya que podria tener implicaciones en el diagnéstico y
tratamiento de los pacientes. Los casos con inmunoexpresion positiva del BCOR se
distribuyeron en diferentes localizaciones, incluyendo regiones parameningeas,
mediastinales y femorales, lo que sugiere una diversidad en la distribucion
anatomica de este subtipo de sarcoma. Por otro lado, los casos negativos se
encontraron en varias localizaciones, como sacrococcigea, pélvica, lumbar, maxilar
e intraabdominal, lo que refuerza la idea de una posible heterogeneidad en la

presentacion clinica y anatdmica del sarcoma BCOR.

El diagndstico histopatoldgico también se mostro en los casos analizados, con
diferentes tipos de sarcoma BCOR, como sarcoma de células redondas sugestivo

de rabdomiosarcoma, sarcoma de células redondas no especificadas y sarcoma de
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Ewing atipico. Estas diferencias en el diagndstico indican que el sarcoma BCOR
puede presentar caracteristicas histopatologicas distintas, lo que podria influir en el

comportamiento bioldgico y el prondstico de los pacientes.

La inmunoexpresion del BCOR puede tener un papel clave en la patogénesis de
diferentes subtipos de sarcoma BCOR. Se ha informado que el gen BCOR esta
involucrado en la regulacion de la diferenciacion y la muerte celulares, lo que sugiere
su importancia en la proliferacion de estas neoplasias. La inmunoexpresion positiva
del BCOR podria estar relacionada con la activacién de vias de sefalizacion
asociadas con el crecimiento y la supervivencia celular, lo que podria contribuir al
desarrollo y progresion del sarcoma. Por otro lado, la ausencia de inmunoexpresion
del BCOR podria sugerir la participacion de mecanismos moleculares diferentes en

los casos negativos.

Las sugerencias terapéuticas de la inmunoexpresion del BCOR también son dignas
de consideracion. La identificacion de casos con inmunoexpresion positiva del
BCOR podria permitir la seleccion de tratamientos mas efectivos y especificos,
como terapias dirigidas a vias de sefializacién asociadas con el marcador BCOR.
Por otro lado, los casos sin inmunoexpresion del BCOR podrian presentar enfoques
terapéuticos diferentes. Sin embargo, es importante destacar que la relacion entre
la inmunoexpresion del BCOR y la respuesta al tratamiento necesita ser investigada
mas a fondo en futuros estudios con muestras mas grandes y seguimiento clinico a

largo plazo.

Este estudio tiene ciertas limitaciones que deben ser reconocidas. La muestra es
relativamente pequefa, lo que puede afectar la representatividad de los resultados
y limitar la generalizacion de las conclusiones. Ademas, el analisis se centrd en la
inmunoexpresion del BCOR y sus caracteristicas anatomoclinicas, por lo que se
necesitarian estudios moleculares adicionales para comprender completamente las

bases genéticas y moleculares de este subtipo de sarcoma.
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XIV. NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Correlacién con otros marcadores

Dado que la expresion de BCOR no se observa en todos los casos, se podria
investigar la alteracion de esta inmunoexpresion con marcadores tumorales o
moleculares para obtener una vision mas completa de la biologia de estos sarcomas

y su posible clasificacion.

Estudio de factores prondsticos

Se puede llevar a cabo un estudio de seguimiento a largo plazo de los pacientes
con sarcoma BCOR, dividiendo a los pacientes en segun la expresion de BCOR,
para evaluar si existe alguna garantia con la progresion de la enfermedad y el

prondstico clinico.

Caracterizacién molecular

La ausencia o baja expresion de BCOR en la mayoria de los casos podria sugerir
la existencia de subtipos moleculares en el sarcoma BCOR. Una investigacion mas
profunda sobre la caracterizacidbn molecular de estos casos podria revelar nuevos

aspectos biolégicos y terapéuticos relevantes.

Estudios funcionales

Realizar estudios funcionales para comprender el papel de BCOR en la
tumorigénesis y el comportamiento del sarcoma BCOR. Estos estudios podrian

incluir experimentos in vitro e in vivo para analizar como la presencia o ausencia de

BCOR afecta la destruccion, invasion y migracion de las células tumorales.
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XV. CONCLUSIONES

El presente estudio sobre las caracteristicas anatomoclinicas del sarcoma BCOR,
evaluado mediante la inmunohistoquimica con las funciones BCOR, ha
proporcionado resultados relevantes y esclarecedores sobre la expresion de este
marcador en trece casos de pacientes pediatricos y adolescentes con diferentes

tipos de sarcoma.

Se demostr6 una marcada heterogeneidad en la inmunoexpresion del BCOR entre
los casos estudiados. Mientras que algunos casos mostraron una inmunoexpresion
positiva del marcador, otros no presentaron expresion detectable. Esto sugiere que
la expresion del BCOR puede tener un papel relevante en la patogénesis de
subtipos especificos de sarcoma y podria estar influenciada por factores clinicos y

patoldgicos especificos.

La inmunoexpresion del anticuerpo BCOR mostr6 una asociacion con ciertos
subtipos histologicos de sarcoma. Los casos positivos para el BCOR estaban
principalmente asociados con sarcomas de células redondas sugestivos de
rabdomiosarcoma y sarcoma de Ewing atipico, mientras que los casos negativos se
encontraron en sarcomas de la familia Ewing y sarcomas de células redondas
indiferenciados. Esta relacién sugiere una posible implicacién del BCOR en la
determinacién de la histologia tumoral y podria tener implicaciones diagndsticas y

terapéuticas.

La expresion del BCOR podria tener una relevancia clinica significativa en el manejo
y tratamiento de sarcoma. Se identificaron casos de sarcoma BCOR positivos en
localizaciones criticas, como parameningea y mediastinica, lo que sugiere que este
marcador podria ser util como herramienta para la deteccion y clasificacion de

tumores en ubicaciones anatomicas complicadas.
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Aunque este estudio no incluye un analisis detallado del prondstico de los pacientes,
la heterogeneidad en la inmunoexpresion del BCOR plantea la hipétesis de que este
marcador podria estar asociado con diferentes resultados clinicos y pronosticos en
pacientes con sarcoma. Futuras investigaciones que analicen la coincidencia entre
la expresién del BCOR y la supervivencia y respuesta al tratamiento podrian

proporcionar informacion relevante para el manejo clinico de estos pacientes.

En conclusion, los resultados de este estudio aportan una contribucion para
proporcionar informacion valiosa sobre la inmunoexpresion del anticuerpo BCOR en
casos de pacientes con sarcoma de células redondas indeferenciados o de
compatibilidad con Sarcoma de Ewing y destacar con base en los resultados
obtenidos, la heterogeneidad en la inmunoexpresion de este marcador en diferentes
casos con caracteristicas histopatolégicas e inmunofenotipicas heterogéneas y
localizaciones tumorales. Estas conclusiones abren nuevas perspectivas de
investigacion para comprender mejor la biologia y el comportamiento de esta
enfermedad, lo que podria tener implicaciones importantes en el diagnéstico,
prondstico y enfoque terapéutico de los pacientes afectados con sarcoma BCOR.
Se necesitan investigaciones adicionales con muestras mas grandes y estudios
moleculares para validar y ampliar estas conclusiones, lo que podria llevar a cabo
mejoras significativas en el manejo clinico y los resultados de los pacientes con esta
neoplasia.

Heterogeneidad en la inmunoexpresion del BCOR: Los resultados muestran que la
inmunoexpresion del marcador BCOR en pacientes con sarcoma BCOR es
heterogénea. De los trece casos analizados, cinco mostraron una inmunoexpresion
positiva del BCOR, mientras que ocho casos no expresaron el marcador. Esto
puede tener en la expresion del BCOR sugiere que este marcador puede tener un
papel relevante en la patogénesis y comportamiento biolégico de subtipos

especificos de sarcoma.
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Diferencias en la localizacion y diagnéstico histopatoldgico: Se observaron
diferentes localizaciones del tumor entre los casos con inmunoexpresion positiva
del BCOR, incluyendo regiones parameningeas, mediastinales y femorales. Por otro
lado, los casos negativos se encontraron en diversas localizaciones, como
sacrococcigea, pélvica, lumbar, maxilar e intraabdominal. Asimismo, se identificaron
diagnoésticos histopatolégicos diversos, que incluyeron sarcoma de células
redondas sugestivo de rabdomiosarcoma, sarcoma de células redondas no

especificadas y sarcoma de Ewing.
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Inset: IHC of BCOR on a FFPE Cervix Tissue
Intended Use

For In Vitro Diagnostic Use.

This antibody is intended for use in Immunohistochemical applications on
formalin-fixed paraffin-embedded tissues (FFPE), frozen tissue sections and cell
preparations. Interpretation of results should be performed by a qualified
medical professional.

Immunogen
Synthetic peptide corresponding to residues of the N-terminus of the human
BCOR protein.

Summary and Explanation

BCOR is located on chromosome X, in the Xp11.4 locus, and derives its name
from its function as an interacting corepressor of BCL-6 that enhances
BCL-6-mediated transcriptional repression. BCOR is a gene that encodes for an
epigenetic regulator involved in the specification of cell differentiation and body
structure development. Various BCOR aberrations, represent driver elements of
various sarcomas such as Clear Cell Sarcoma of the Kidney, Primitive
Mesenchymal Myxoid Tumor of infancy, small round blue cell sarcoma,
endometrial stromal sarcoma and histologically heterogeneous CNS neoplasms
group with similar genomic methylation patterns known as CNS-HGNET-BCOR.
Furthermore, other BCOR alterations (often loss of function mutations) recur in a
large variety of Mesenchymal, Epithelial, Neural and Hematological Tumors,
suggesting a central role in cancer evolution.

Using next-generation sequencing, an increasing number of novel gene fusions
and other abnormalities have emerged recently in the spectrum of
EWSR1-negative Small Blue Round Cell Tumors (SBRCTs). A subset of SBRCTs
harboring either BCOR gene fusions (BCOR-CCNB3, BCOR-MAML3), BCOR internal
tandem duplications (ITD),or YWHAENUTM2B share a transcriptional signature
including high BCOR mRNA expression, as well as similar histologic features.
Furthermore, other tumors such as Clear Cell Sarcoma of Kidney (CCSK) and
Primitive Myxoid Mesenchymal Tumor of Infancy (PMMTI) also demonstrate
BCOR ITDs and high BCOR gene expression. Recent studies have found the IHC of
BCOR to be a highly sensitive marker for SBRCTs and CCSKs with BCOR
abnormalities and YWHAE rearrangements and can be used as a useful
diagnostic marker in these various molecular subsets.

In another study, Strong diffuse nuclear BCOR staining (defined as >95% of tumor
cells) was seen in the round cell component of 20 (100%) classic YWHAE-NUTM2
high-grade Endometrial Stromal Sarcomas and the 3 unusual high-grade
Endometrial Stromal Sarcomas. It was concluded that BCOR
immunohistochemical staining is a highly sensitive marker for YWHAE-NUTM2
high-grade Endometrial Stromal Sarcomas with both classic and unusual
morphology and identifies a subset of high-grade Endometrial Stromal Sarcomas
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with BCOR alterations, including BCOR rearrangement and internal tandem
duplication.

: Mouse
Antibody Type Mshodatiil Clone BSB-128
Isotype 1gG1/K Reactivity Paraffin, Frozen
Localization Nuclear Ri::t‘:l:.y Human

Testis, Cervix, Prostate, Transitional Cell Carcinoma,

Control ;
Angiosarcoma

Application | Sarcoma & Soft Tissue

Presentation

Anti-BCOR is a mouse monoclonal antibody derived from cell culture supernatant
that is concentrated, dialyzed, filter sterilized and diluted in buffer pH 7.5,
containing BSA and sodium azide as a preservative.

(Catalog No. Antibody Type Dilution Volume
BSB-2370-3 Tinto Predilute Ready-to-Use 3.0mL
BSB-2370-7 Tinto Predilute Ready-to-Use 70 mL
BSB-2370-15 Tinto Predilute Ready-to-Use 150 mL
BSB-2370-01 Concentrate 1:10-1:25 0.1mL
BSB-2370-05 Concentrate 1:10-1:25 0.5 mL
BSB-2370-1 Concentrate 1:10-1:25 1.0mL
Control Slides Available

Catalog No. Quantity
BSB-9032-CS 5 slides

Storage Store at 2-8°C (Control Slides: Store at 20-25°C)

Precautions

1. For professional users only. Results should be interpreted by a qualified
medical professional.

2.This product contains <0.1% sodium azide (NaNs) as a preservative. Ensure
proper handling procedures are used with this reagent.

3. Always wear personal protective equipment such as laboratory coat, goggles
and gloves when handling reagents.

4. Dispose of unused solution with copious amount of water.

5. Do not ingest reagent. If reagent is ingested, seek medical advice immediately.
6.Avoid contact with eyes. If contact occurs, flush with large quantities of water.
7.Follow safety precautions of the heating device used for epitope retrieval
(TintoRetriever Pressure Cooker or similar).

8. For additional safety information refer to Safety Data Sheet for this product.

9. For complete recommendations for handling biological specimens, please refer
to the CDC document, “Guidelines for Safe Work Practices

Human and Animal Medical Diagnostic Laboratories” (see References in this
document).

Stability

This product is stable up to the expiration date on the product label.
Do not use after expiration date listed on the package label. Temperature
fluctuations should be avoided. Store appropriately when not in use, and avoid
prolonged exposure to room temperature conditions.




Specimen Preparation

Paraffin sections: The antibody can be used on formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tissue sections. Ensure tissue undergoes appropriate
fixation for best results. Pre-treatment of tissues with heat-induced epitope
retrieval (HIER) is recommended using Bio SB ImmunoDNA Retriever with Citrate
(BSB 0020-BSB 0023), ImmunoDNA Retriever with EDTA (BSB 0030-BSB 0033) or
ImmunoDNA Digestor (BSB 0108-0112). See reverse side for complete protocol.
Tissue should remain hydrated via use of Bio SB Immuno/DNA Washer solutions
(BSB 0029 & BSB 0042).

Frozen sections and cell preparations: The antibody can be used on
acetone-fixed frozen sections and acetone-fixed cell preparations.

IHC Protocol

1. Cut and mount 3-5 micron formalin-fixed paraffin-embedded tissues on
positively charged slides such as Bio SB Hydrophilic Plus Slides (BSB 7028).
2. Air dry for 2 hours at 58° C.

3. Deparaffinize, dehydrate and rehydrate tissues.

4. Subject tissues to heat induced epitope retrieval (HIER) using a suitable
retrieval solution such as ImmunoDNA Retriever with Citrate (BSB 0020-BSB
0023) or EDTA (BSB 0030-BSB 0033).

5. Any of three heating methods may be used:

a.TintoRetriever Pressure Cooker or Equivalent

Place tissues/slides in a staining dish or coplin jar containing the ImmunoDNA
Retriever with Citrate or EDTA, and place on trivet in the pressure cooker. Add
1-2 inches of distilled water to the pressure cooker and turn heat to high.
Incubate for 15 minutes. Open and immediately transfer slides to room
temperature.

b. TintoRetriever PT Module or Water Bath Method

Place tissues/slides in a pre-warmed staining dish or coplin jar containing the
ImmunoDNA Retriever with Citrate or EDTAat 95°-99° C. Incubate for 30-60
minutes.

c.Conventional Steamer Method

Place tissues/slides in a pre-warmed staining dish or coplin jar containing the
ImmunoDNA Retriever with Citrate or EDTAin a steamer, cover and steam for
30-60 minutes.

6. After heat treatment, transfer slides in InmunoDNA Retriever with Citrate or
EDTA to room temperature and let stand for 15-20 minutes.

7.For manual IHC, perform antibody incubation at ambient temperature. For
automated IHC methods, perform antibody incubation according to instrument
manufacturer’s instructions.

8. Wash slides with ImmunoDNA washer or DI water.

9. Continue IHC protocol. Wash slides between each step with ImmunoDNA
washer solution.

Symbol Key / Légende des symboles/Erlduterung der Symbole

Abbreviated Immunohistochemical Protocol

Step ImmunoDetector | PolyDetector | PolyDetector
AP/HRP AP/HRP Plus HRP
Peroxidase/AP Blocker 5 min. 5 min. 5 min
Primary Antibody 30-60 min. 30-60 min. 30-60 min.
1st Step Detection 10 min. 30-45 min. 15 min.
2nd Step Detection 10 min. Not Applicable | 15 min.
Substrate- Chromogen 5-10 min. 5-10 min. 5-10 min.
Counterstain / Coverslip | Varies Varies Varies
Mounting Protocols

For detailed instructions using biodegradable permanent mounting media such
as XyGreen PermaMounter (BSB 0169-0174) or organic solvent based resin such
as PermaMounter (BSB 0094-0097), refer to PI0174 or PI0097.

Product Limitations

Due to inherent variability present in immunohistochemical procedures
(including fixation time of tissues, dilution factor of antibody, retrieval method
utilized and incubation time), optimal performance should be established
through the use of positive and negative controls. Results should be interpreted
by a qualified medical professional.
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