“2044 - Abo de Homenaje al Alinirante (nllermo Brown. en el Bicentenatio del Combate Naval de Montevidea™

DIGROSICION K 8 2 & 5

Ministerio de Salud
Secretaria de Politicas, Regulacion
e Institulos
AN M.AT

BUENQS AIRES, 050T 201

VISTO el expediente N© 1-47-7884/13-7 del Registro de la Administracion

Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica v,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOSYSTEMS S.A. solicita
autorizacion para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto para
diagnédstico de uso “in vitro” denominado 1) K-Ras/ B-Raf Mutation Analysis Kit
(KRBR-RT50), 2) K-Ras Mutation Analysis Kit (KRAS-RTS0); y 3) BRAF Mutation
Analysis Kit (BRAF-RT50) / destinado a la deteccion de mutaciones de codones
KRAS 12, 13, 61 y coddn BRAF 600 en el DNA gendmico de los tumores de
pacientes diagnosticados con cancer colorrectal o cancer de puimén .

Que a fojas 303 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagnosticc que establecen que fos productes retnen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacién.

Que la Direccion Nacional de Productos Médicos ha tomado fa intervencion
de su competencia.

Que se ha dado cumplimiente a los términos que establece la Ley N©
16.463, Resolucion Ministerial N© 145/98 vy Disposicion ANMAT N@ 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos N© 1490/92 y 1886/14.
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Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de andlisis clinicos del producto
de diagnostico para uso in Vitro denominado 1) K-Ras/ B-Raf Mutation Analysis
Kit (KRBR-RT50), 2) K-Ras Mutation Analysis Kit (KRAS-RT50); y 3) BRAF
Mutation Analysis Kit (BRAF-RT50) / destinado a la deteccién de mutaciones de
codones KRAS 12, 13, 61y codé-n BRAF 600 en el DNA genomico de los tumores
de pacientes diagnosticados con céncer colorrectal o cancer de pulmon, ¢l que
serd elaborado por EntroGen Inc., 18750 Oxonard St. Suite 409, Tarzana, CA
941356 (U.S.A.) en envases conteniendo: 1) KRBR Reaction Master Mix (2X) (7 x
1300 pl), KRAS/BRAF Primer/Probe Mix (KRAS 12CGT, KRAS 12TGT, KRAS
12AGT, KRAS 12GTT, KRAS 12GCT, KRAS 12GAT, KRAS 13GAC, KRAS 61 CGA,
KRAS 61CAC, KRAS 61CTA, KRAS 61CAC, BRAF Val600Glu, cada uno contiene
300 ul), KRAS/BRAF Positive Control Mix (120 pl) para 50 pruebas, 2) KRBR
Reaction Master Mix (2X) (7 x 1300 pl), KRAS Primer/Probe Mix (KRAS 12CGT,
KRAS 12TGT, KRAS 12AGT, KRAS 12GTT, KRAS 12GCT, KRAS 12GAT, KRAS
13GAC, KRAS 61 CGA, KRAS 61CAC, KRAS 61CTA, KRAS 61CAC, cada uno
contiene 300ul), KRAS Positive Contro! Mix (120 pl) para 50 pruebas, y 3) KRBR
Reaction Master Mix (2X) (750 ul), BRAF Primer/Probe Mix (BRAF VélGOOGIu:
300 pl), BRAF Positive Control Mix (10 p[),'l para 50 pruebas, con una vida util de

DOCE (12) MESES desde la fecha de elaboracién, conservado a -20°C e
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importado terminado por la firma BIOSYSTEMS S.A. y que la compaosicion se

detalla a fojas 132.

ARTICULO 2°.- Acéptense los proyectos de rotulos y Manual de Instrucciones a

fojas 139 a 147 y 239 a 298. (Desglosandose 139 a 141 y 239 a 258) debiendo

constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el

elaborador impreso en los rétulos de cada partida.

ARTICULO 3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

métodos de control, estabilidad y elaboracion cuando las circunstancias asi lo

determinen.

ARTiCULO 50.- Registrese, girese a la Direccién de Gestidon de Informacion

Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direccién Nacional de

Productos Médicos notifiquese al interesado y hdgasele entrega de la copia
 autenticada de la presente Disposicién junto con la copia de los proyectos de

rétulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumpiido,

Archivese.-

EXPEDIENTE N°© 1-47-7884/13-7

DISPOSICION NO:
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Av. Dorrego 673
1414 - Buenos Aires
Tel.: 54-11-4854-7775
Fax: 54-11-4857-0884
e-mail: info@biosystems.com.ar
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ROTULOS

ROTULOS EXTERNOS
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K-Ras/B-Raf Mutation Analysis Kit
For Real-Time PCR Cat. No. KRBR-RT50

€ >EntroGen

K-Ras Mutation Analysis Kit
For Real-Time PCR Cat, No. KRAS-RTS0

For detecton of K-Ras codon 12, 13 and 61 mutations

For detection of B-2af codon 600 muiatios
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Importado por:

BioSystems S.A

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)
TEL:(54-11)4854-7775

Directora:Téenica: Silvina Zancla MN 14421
Producto para diagndstico de uso In Vitro
Liso Prolcsional Exclusivo

Autorizado por ANMATT Certificado N
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ROTULOS INTERNOS

Tubo
No.

Descripcion del contenido

Rétulo

K-Ras Codon 12 GGT>CGET Primer/Probe Mix - 1 tubo por kit

KRAS 12CGT {Glyi2Arg)
Mutant Primer Mix

Vol. 300 pl EG-KRBR-RTS0
Exp. 03/2011 Lot 12345678

K-Ras € t*don l? Gf.ﬂ >TGI‘ ancl,fProbe Mix - 1 tubo por kit

K-Ras Codon 12 GGTSAGT Primer/Probe Mix - 1 tubo por kit

KRAS 12TGT (Gly12Cys)
Mutani Primer Mix

Vol. 300 ul EG-KRBR-RT50
Exp. 03/2011 Lot 12650688

KRAS 12AGT {Gly125er)
Mutant Primer Mix

Vol 300 pl EG-KRBR-RTS0
Exp. 0372011 Lot 12650688

K-Ras Codon 1_2‘15GTT;(_j_(éf_E-)_rTr;é_r_;}F.’robe Mix - 1 tubo por kit

K-Ras Codon 12 GGT>GCT aner/Probe Mix - 1 tubro por kit

KRAS 12GTT (Glyl2val)
Mutant Primer Mix

Vol. 300 ul EG-KRBR-RT50

I Exp. 03/2011 Lot 12650688

KRAS 12GCT (Glyl2Ala)
Mutant Primer Mix

vol. 300 pl EG-KRBR-RTSO
_‘Exp, 03/2011 Lot 12650688

K-Ras Codon 12 GGT>GAT Pr:mer,fProbe Mix - 1 tubo por kit

KRAS 12GAT (Gly12Asp)
Mutant Primer Mix

Vol. 300 pl EG-KRBR-RTS0
Exp. 03/2011 Lot 12650688

‘K-Ras Codon 13 GGC>GAC Primer/Probe Mix - 1 tube por kit

K-Ras Codon 61 CAA>CGA Primer/Probe Mix - 1 tubo por kit

K-Ras Codon 61 AA>CA" aner;’P'cbe Mix - 1 tubo por kit

KRAS 13GAC{Gly13Asp)
Mutant Primer Mix

Vol. 300 ul EG-KRBR-RTS0
Exp. 03/2011 Lot 12650688

KRAS 61CGA{GING1Arg)
Mutant Primer Mix
Vol. 300 pl EG-KRBR-RT50

__Egcp;03/2011 Lot 12650688
KRAS §1CAC{GING1His)
Mutant Primer Mix

vol. 300 ul EG-KRBR-RTS0
Exp. 03/2011 Lot 12650688

10

K-Ras Codon 61 CA}\-;C,&T Primer/Probe Mix - 1 tubo por kit

11

K-Ras Codon 61 CAA>CTA Primer/Probe Mix - 1 tubo por kit

S I

KRAS 61CTA(GING1leu)
Mutant Primer Mix

Vol. 300 pi EG-KRBR-RT50

| Exp. 03/2011 Lot 12650688

KRAS 61CAC(GING1His)
Mutant Primer Mix

vol. 300 pl EG-KRBR-RTS0
| Exp. 03/2011 Lot 12650688

12

B-Raf Codon 600 GTG>GAG aner;’?r?obe Mix - 1tube por kit

BRAF Vale00Glu
Mutant Primer Mix
Vol. 300 pl EG-KRBR-RTS0

" Exp. 03/2011 Lot 12650688
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Reaction Master Mix, 2X concentration - 7 tubos por kit KRAS/BRAF

Vol. 1300u | EG-KRBR-RTS0
Exp. 03/2011 Lot 12650688

Positive Control Standard - 1 tubo por kit

KRAS 12, 13,61 / BRAFVGOOE
Positive Control Mix
Vol 120 ul 50 ng/ul

Exp. 03/2011 Lot 12650688

M 14 429
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KRBR-RT50
KRAS-RT50
BRAF-RT50

Kit para analisis de mutaciones de KRAS/BRAF

Por PCR tiempo real
Kit para la deteccién de mutaciones de los codones KRAS 12, 13, 61
Kit para la deteccién de mutaciones del codén BRAF 600

Valido en:

o ABI Prism® - 7000, 7300, 7500, 7900HT, StepOne, StepOne Plus
® Rotor-Gene 3, 3000, 6000

o LightCycler® 480

o Bio-RadCFX%6
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Kit para analisis de mutaciones de KRAS/BRA

Por PCR tiempo real

Kit para la deteccién de mutaciones de los codones KRAS 12, 13, 61, y mutaciones del codén
BRAF 600 en el ADN genémico de los pacientes con cancer colorrectal y de pulmén

1. Uso previsto

El kit para el analisis de la mutacién KRAS / BRAF estd destinado a la deteccldn de mutaciones de codones KRAS
12, 13, 61 y codén BRAF 600 {enumerados en la Tabla 1) en el ADN gendmico de los tumores de los pacientes
diagnosticados con cdncer colorrectal o cdncer de pulmdn.

Tabla 1: Lista de mutaclones KRAS y BRAF detectadas por este equipo

Gen Mutacién _ a.a. cambio | Gen | Mutacién_ a.a. cambio

KRAS 12GGT>AGT G125 KRAS 13GGC>GAC G13D ;
KRAS 12GGT>GAT G12D KRAS 61CAA>CAT Q61H

KRAS 12GGT>GTT Gl12v KRAS 61CAA>CTA a61L

KRAS 12GGT>TGT G12C KRAS 61CAA>CGA Q61R

KRAS 12GGT>GCT G12A KRAS 61CAA>CAC Q61H

KRAS 12GGT>CGT G12R BRAF 600GTG>GAG | VBODE

2. Reactivos e instrumentos i

2.1 Contenido del envase

Kit XRBR-RT50

I Nombre " | No.de Pruebas | No. de Tubos | Vol. por Tubo (pl) -
KRBR Reaction Master Mix {2X) 50 7 1300
KRAS/BRAF Primer/Probe Mix 50 12* 300
KRAS/BRAF Positive Control Mix 10 1 120

Kit KRAS-RT30

{Nombre ~ " ] No. de pruebas No.de Tubos | Vol. por Tubo (pl} —
KRBR Reaction Master Mix {2X} 50 7 1300
KRAS Primer/Praobe Mix 50 11* 300
KRAS Positive Cantrol Mix 10 1 120

Kit BRAF-RTS0

i Nombre . "T No. de Pruebas | No. de Tubos | Vol. por Tubo {ul}
KRBR Reaction Master Mix {2X) 50 1 750
BRAF Primer/Probe Mix 50 1 300
BRAF Posltive Control Mix 10 1 10 PR ]
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\,) v
S~ i
w0 - !
i 1 - S
RO N %raR. SILVINA 2+
b TIRECTORAT...~
Blodystems; S, PN 14 4

BIOSYSTENS & °



* Cada tube contiene una mezcla distinta de Primer/Probe Mix designada para detectar mutaciones KR
BRAF. El contenido de estos tubos no debe ser mezclado.

2.2 Manipulacién y Almacenamiento

Este producto se suministra con refrigerantes congelados. Deben conservarse a -20°C en freezer no frost
inmediatamente luego de recibido. Descongelar un vial de mezcla de reaccidn a la vez, Para el almacenamiento a
largo plazo (> 3 semanas) almacenar la reaccidn 2X Master Mix a -20°C. Si la mezcla se va a utilizar dentro de las 3
primeras semanas, almacenar entre 4 °Cy 8 °C {NO CONGELAR). Evitar |a repeticidn de ciclos de congelacién-
descongelacidn, ya que reduce la eficiencia de la enzima. Guarde todos los demds reactivos a -20°C.

e Guardar todos los componentes en el envase original sin abrir,

* La mezcla Primer/Probe Mix debe ser protegida de |a luz en todo momento para evitar la
fotodecoloracion

+ Centrifugar los tubos antes de ser abiertos

« Lafecha de caducidad de cada componente estd impreso en |a etiqueta de cada tubo. Este producto
mantendrd su rendimiento hasta esta fecha. Su funcionamiento no estd garantizado después de la fecha
de caducidad.

El almacenamiento y manipulacién de los componentes de este producto en condiciones distintas a las descriptas
pueden afectar el rendimiento de este ensayo y afectar negativamente los resuitados.

2.3 Estabilidad del producto

Este producto y sus componentes deberan mantener la performance {rendimiento) hasta la fecha de caducidad
impresa en fa etiqueta de cada tubo, siempre que las condiciones de almacenamiento y manipulacién descriptas
anteriormente se cumplan correctamente.

2.4 Control de Calidad

Los componentes de este producto estén fabricados bajo estindares cGMP (Buenas Précticas de Manufactura). ;
Las cGMP requieren una amplia validacién y documentacién de los pracedimientos de fabricacion para garantizar
la mas alta calidad de produccion

Cada lote es probado en un ABI Prism®7500. Se encuentran disponibles los Certificados de Andlisis en caso de ser
requeridos.

2.5 Advertencias y precauciones

La reaccion de amplificacidn por PCR es extremadamente sensible a la contaminacion cruzada. Es muy
importante llevar a cabo los pasos de pre-amplificacidn (es decir, aislamiento de ADN (purificacidn), y
preparacion de la reaccidn de PCR) en dreas separadas, perfectamente aisladas con sistemas de ventilacién de
aire puro. Es especialmente importante que Ja preparacion de la reaccion de PCR se lleve a cabe en una
habitacién con presién de aire positiva (o cabina de flujo laminar).

Otras precauciones adicionales se requieren para evitar 1a contaminacion entre muestras / reactivos:

« limpiar la zona de trabajo con etano! 70%.

+ Limpiar las pipetas y equipos con etanal 70%. _

e Abrir cada tubo de microcentrifuga con cuidado después de agitar (vortexear) y mezclar, evitando tocar,
el interior de la tapa ya que puede haber gotas de liguido dentro de la tapa. o '

s Use tips con filtro para todos los pasos de pipeteo para evitar la contaminacion cruzada, g L’ \/’/

A
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» Cambie los tips de pipeta entre todas las transferencias de liquides.

s Siempre use guantes al manipular ADN / reactivos y cambiar los guantes entre los pasos de pre-
amplificacidn y post- amplificacién.

¢  Elflujo de los tubos, pipetas y otros equipos utilizados deberan ser de pre-amplificacién a post-
amplificacion, y nunca al revés.

3. Equipo y materiales requeridos
3.1 Reactivos

Este kit no contiene reactivos para la extraccion de ADN gendmico de muestras tumorales,

Por medio de un Kit comercial de ADN puede ser extraide ADN gendmico a partir de tejidos congelado o fijado
con farmalina embebidos en parafina {FFPE)

Por medio de reactivos de laboratorio comunes {por ejemplo, QlAamp DNA Mini Kit de Giagen) puede ser
extraido ADN gendmico a partir de tejidos congelado o embebidos en parafina fijado con formalina (FFPE)

Este ensayo requiere ef uso de agua de calidad molecular libre de nucleasa {grado PCR).
3.2 Equipos
Equipamiento requerido para el ensayo es: i

e Equipo de PCR en tiempo real que aparece en la portada de este documento
+ Guantes desechables estériles y libres de talco

e Pipetas i
e Tips estériles |
*  \ortex !
s Centrifuga |
s Ptaca de 96 pocillos {consultar el manual del equipo para placas compatibles)
s Lamina de sellado optico para placas PCR

s« Lamina de sellado éptico

* Tubos para microcentrifuga

4. Descripcion del producto

4.1 Introduccion

£l gen KRAS codifica una GTPasa pequefia que juega un papel clave en la transduccidn de sefiales del receptor de!
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) a efectores intermedios. Mutaciones de KRAS se han encentrado en
varios tipos de tumores malignos humanos, tales coma el cancer colorrectal metastdsico (CCRm),
adenocarcinoma de putmaén y cancer de tiroides. Las mutaciones mas comunes se encuentran en los codones 12,
13 ye6l.

Varios estudios han demostrado que los tumares que llevan cualquiera de estas formas mutantes del pen KRAS
son menos propensos a responder a la terapia con anticuerpo anti-EGFR. La Sociedad Americana de Oncofogia
Clinica (ASCO), recientemente lanzé su primer dictamen clinico provisional (PCO), sugiriendo que todo paciente
que ha de administrarse terapia con anticuerpos monoclonales anti-EGFR (por ejemplo, cetuximab,
panitumumab y erlotnib} debe ser examinado para mutaciones KRAS; por lo que sugieren que es necesario

identificar con mayor precisién {a deteccién de ambas mutaciones KRAS y BRAF en los pacientes que no

BioSysterms 3.A.



Estudios reciantes han demostrado que no todos los pacientes con cancer colorrectal metastético con t
KRAS de tipo salvaje responden a la terapia anti-EGFR, Esto sugiere que las vias y/o genes adicionales pue
estar implicades en el mecanismo de resistencia a estos farmacos. Las mutaciones ens BRAF, han sido
identificadas en hasta el 8 % de tumores de céncer colorrectal metastatico. Los estudios con pacientes con cancer
colorrectal metastatico han mostrado resistencia a la terapia anti-EGFR en pacientes con tumores que expresan
BRAF mutado. Esas mismas perscnas también disminuyeran la supervivencia libre de progresién { PFS)yla
supervivencia global { OS) cuando fueron tratados con antaganistas del EGFR .

Estos hallazgos sugieren que la deteccidn de ambas mutaciones KRAS y BRAF, son necesarias para identificar con
mayar precisién los pacientes gque no responden a la terapia anti- EGFR.

4.2 Principio analitico del ensayo

El ensayo en tiempo real del andlisis de la mutacidn KRAS / BRAF se basa en la reaccion en cadena de ta
pofimerasa (PCR} alelo-especifica. Esta reaccidn alelo-especifico usa cebadores que son el 100 % complementario
a las variantes mutantes del gen.

ta ADN polimerasa amplifica sélo aquelios moldes gue contienen un ADN totalmente complementario. La
mayoria de las muestras tumorales contienen una mezcla de tipo salvaje y variantes mutante del gene [p. ej.
KRAS o BRAF). El ensayo estd disefiado para amplificar preferentemente ADN mutante, incluso en las muestras
que tienen en su mayorfa ADN de tipo salvaje. El ensayo también amplifica un gen enddgeno de control con el fin
de asegurar que una cantidad suficiente de ADN estd disponible para la amplificacidn .El gen enddgeno se
amplifica en todas las muestras, independientemente de la presencia de una mutacidn en los genes KRAS o BRAF,

L2 deteccidn del producto de amplificacién se realiza mediante el uso de sondas de hidrolisis fluorescentes. Cada
sonda contiene un fiuordforo (FAM o CIV) en el extremo 5-prime y un inhibidor en el extremo 3-prime. El
inhibidor impide a! fluoréforo emitir una sefial debido a la proximidad, mientras que ambos son conjugados con
la sonda de oligonucledtido. Las sondas son complementarias a las regiones de interés y se hibridan con el ADN
malde. Durante el proceso de amplificacién, la ADN polimerasa se escinde del fluoréforo y el inhibidor de la
sonda. Tras la separacién del inhibidor de la fluorescencia, la sefial de fluorescencia aurnenta drasticamente, y es
visto por los detectores de un equipo de PCR en tiempo real. :

Las sondas complementarias a los genes KRAS y BRAF estdn marcadas con el fluoréforo FAM, mientras que la
sonda complementaria al gen endégeno de control se marca con el fluoréforo VIC. La sefial de |a sonda VIC indica
que hay suficiente ADN amplificable en la reaccion, mientras que una sefial del fluoréforo FAM indica la presencia
de una mutacién. Una sefial de VIC debe ser detectada en todas las muestras, incluyendo las de tipo salvaje,
mientras qite una sefial de FAM se detecta sélo en las muestras con mutaciones (ver nota mas abaje).

4.3 Limite de deteccién

Cada ensayo s capaz de detectar el 1 % de la mutacién del ADN de tipo saivaje. Sin embargo es necesario tener
aproximadamente 10 ng de ADN presente en la reaccidn de PCR para permitir 1a deteccidn del 1% de la
mutacién. Esto da un Ct de control de aproximadamente 29. Los ensayos no seran capaces de detectar la
mutacién del 1% en muestras con valores de Ct de control {es decir, |a sefial de VIC para una muestra dada}
mayores que 29. La concentracién de ADN requerido para detectar la mutacion de! 1% estd basada en la
cuantificacién PCR y puede diferenciarse de fa cuantificacién basada en lecturas de densidad dptica (es decir,
analisis UV). Si una muestra da un resultado positivo en el que la mutacidn Ct es mayor a 35 el ensayo debe
repetirse por duplicado y todas las repeticiones deben ser positivas para que la muestra sea clasificada como

mutacion positiva. (
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5. Instrucciones de uso

5.1 Aislamiento de ADN

Existen varios métodos para el aislamiento de ACN. Se recomienda el uso de un kit comercial, como Bioline
ISOLATE Il Kit DNA gendmico. !

Seguir el procedimiento de aislamiento de ADN gendmico de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cantidad
suficiente de ADN puede aislarse a partir de tejido fresce o fijado en taco de parafina {aproximadamente 2-10

pg). Este ensayo requiere un totai de 120-360ng de ADN por muestra {10-30ng/reaccién). 1
Después del aislamiento de ADN, medir la concentracidén mediante anilisis espectrofotométrico '
{espectrofotometro UV) y diluir a esta por debajo de 30 ng/ pl. 1
5.2 Preparacién de los Reactivos 1

- Descongele todos las mezclas cebadores / sondas, mezcia de control positivo y la mezcla de reaccidn Maestra i
2X.

« (Cadatubo de la mezcla de reaccién maestra 2X en el Kit XRAS-RT50 y Kit RTS0-KREBR contiene t
suficientes reactivos para realizar la prueba en 10 muestras (incluidos los controles) l

-Centrifugar los tubos durante unos 10 segundos a 10.000 rpm a temperatura ambiente.

Las reacciones de PCR estan configuradas (seteadas) en un volumen total de 30 pul/muestra. Las mezclas de
reaccién para muestras mitiples (asi como muestras de cantrol) deben ser pre-mezcladas como una mezcla
maestra de reaccion con un exceso de volumen del 5% para compensar las pérdidas debido al pipeteo.

Los siguientes volimenes entran en cada 30 pl de reaccion:

Componente Volumen

Mezcla Maestra de reaccion 2X 15 pl

Mezcla de cebadores 6 pt

Muestra ADN 10-3Q nglarriba de 9ul} t
Agua calidad Molecular ajustar a 30 p! de volumen de reaccidn total }

Para Kits KRAS v KRBR

Once (por KRAS) o doce {por KRBR) reacciones se configuran para cada muestra de paciente (1 para cada
mutacién). Una unica placa de PCR de 96 pocillos con capacidad para 6 muestras de los pacientes, un mix de
contrel positivo y uno sin contrel de molde.

J* 'n

E ; R
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1. Preparar una mezcla de reaccién Maestra para cada muestra cdmo siguef{con un 5% de excede R

" Solo KRAS KRAS y BRAF
Reactivo "7 77| Concentracién Final | Volumen por Volumen por muestra
! _ L muestra o
2X Reaccidn Master Mix 1% 174 189
Positive control mix, Agua, or DNA at | 10-30 ng/rxn 11.6 12.6 pl
10-30 ng/ul
Nuclease (libre de agua) 92.8 ul 100.8

2. Mezclar con vértex y centrifugar durante 10 segundos a 10.000 rpm a temperatura amblente.
I

3. Agregar 24 l de la mezcla maestra de reacclén por pociifo en una sela fila (es declr, cada fila en una placa
de 95 pocillos representa el molde a partir de un solo paciente),

4. Afladir 6 pl de cada mezcla cebador/ sonda en su pocilla correspondiente como se indica en la Figura 1.
5. Mezclar pipeteando arriba y abajo varias veces.

6. Sellar la placa con un papel film dptico.

Para Kits BRAF solo

Una reaccion es conflgurada para cada muestra. Una Unlca placa de PCR de 96 pocillos con capacidad para 94
muestras de pacientes, una mezcla de control positivo y uno sin control de molde.

1. Preparar una Mezcla maestra de reaccién para cada muestra cdmo sigue({con un 5% de excedente):

" Reactivos Concentracién | VolumenporN
e Final muestra
2¥ Reaccidn Master Mix 1X 15 x N x1.05 ul
BRAF Primer/Probe mix 1X 6xNx1.05u
Nuclease {libre de agua) 8xNx1.05u

N = nimero de muestras que se supervisaran (incluyendo PC y NTC)
2. Mezclar con el vértex y centrifugar durante 10 segundos a 10.000 rpm a temperatura ambiente.
3. Agregar 29 ! de la mezcla maestra de reaccién por pocillo,
4. Afiadir 10-30 ng de ADN de la muestra, 1 de PC, o agua {para NTC) por pocillo.
5. Mezclar pipeteando arrlba y abajo varias veces.
6. Sellar la placa con un papel film dptico.

Colocar |a placa en el termocictador y ejecutar el siguiente programa:

[ Temperatura __| Tiempo | Clclos ,
95°C 10min__ | X1 v
a5°C 15 seg X40
60'C 60 seg
o
DIRECT(Of ‘ )
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Figura 1: Configuracién sugerida para un solo experimento analizando muestras desconocidas con el kit
tltima columna [BRAF VEDOE) queda excluida si el andlisis es sélo KRAS. El mimero mdaximo de muestras
desconocidas que pueden ser analizadas en una placa de 96 pocillos y un rotor 72-posillos es 6 y 4,
respectivamente,

A. Designacién de tubos

B. Disposicién placa de 96 pocillos [PRISMA ®/LightCycler ®}
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5.3 instrumento ABI Prism ® 7500 (SDS versién del software 2.0 y superior)

Crear un nuevo experimento; Archivo> Nuevo Experimento> Configuracidn avanzada.

En Propiedades del experimento

1. Escriba un nombre para el experimento vy seleccionar el instrumento (7500 o 7500 Fast).
2. Seleccione Cuantificacion - Comparativa CT {AACT) para el tipo de experimento.

3. Seleccione Reacciones TagMan ® y Estandar para el tipo de reactivos y |a velocidad de rampa,
respectivamente.

4, Haga clic en Configuracidn de placa en el mend de navegacion de la izquierda.
En Definir ohjetivos y Muastras
5. Haga clic en Afiadir nuevo objetivo y establecer lo siguiente, como se muestra en la Figura 2:

s Cambio de nembre de destino para KRBR para Objetivo 1, Reporte: FAM, inhibidor; NFQ-MGB o
Ninguno.

¢ Cambio de nombre de destino de IC para Objetivo 2, Reporte: CIV, inhibidor: NFQ-MGB o Ninguno.

En el lado derecho de la pantalla en Definir muestras

6. Haga clic en Agregar nuevo muestra para afiadir una muestra para ef control positive proporcionado y el
nombre de PC. '

7. Agregar una muestra adicionai de Control Sin Molde y etiquetar NTC. ' K

8. Afadir hasta 6 muestras, una para cada muestra desconocida y etiquetar adecuadamente (por ejemplo, S1,
Pt1).

Segun los objetivos y la ficha Asignar muestras (véase la Figura 4)

9, Seleccione todos las pocillos en el pane! Disefio Placa View y asignar objetivos a jos cuadros seleccionados
marcando ias casillas para KRBR e IC en Asignar objetivo(s) en los pocillos seleccionados det panel en la esquina
superior izquierda. '

10. Seleccione Ninguno par el colorante de referencia pasiva en la esquina inferior izquierda (por defecto es .
ROX).

11. Asignar PC a todos los pocillos de la fila A:
12. Asignar NTC a pocillos de la fita B.
13. Asignar muestras desconocidas a fas filas C 2 H {una muestra por cada fila)

14. Haga clic en Método Ejecutar del menu de navegacién de la izquierda para configurar los parametros de los
ciclos que se indican a continuacion.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 min X1l
95°C 15 seg Xa0
60°C 60 seg
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15. Aseglrese de que los “Datos Recopilados en” se seleccionan para la etapa de calent}l
extensién de 60°C

16. Ingrese 30 1 | en el campo Volumen de reaccién por pocille.
17. Haga clic en el botdn verde Inicio Ejecutar en la esquina superior derecha.
5.4 Rotor-Gene Q {versién de software 1.7 y superiores)

1. Seleccione Archive> Nuevo, haga clic en la ficha Opciones avanzadas del cuadro de didlogo, seleccione Paso
Dos y haga clic en Nuevo,

2. Seleccione Rotor de 72 pocilios, margue la casilla Blogueo Anillo unido, haga clic en Siguiente v, a continuacién
Saltar Wizard.

3. Vaya a Ver> Configuracién Ejecutar, escriba 30 pl de volumen de reaccidn y haga clic en Aceptar.
4. Vaya a Ver> Editor de perfiles. Deberia haber dos ciclos fistados en el cuadro; Mantener y Ciclismo.

5. Haga clic en No Conservar, introduzca 95 @ C para Mantener la Temperatura y 10 minutos para tiempo de
retencion.

6. Haga clic en Ciclisma, introduzca Este ciclo se repite 40 veces, a continuacidn, introduzca Paso Temporizados
haciendo clic en cada paso en el panel de |a derecha: i

Mantener 95°C 10 min

Pasc 95°C 15 segundos | No Adquirir
temporizado

Paso 60°C 60 segundos | Adquisicién del ciclo A
temporizado . en verde, amarillo

7. Haga clic en Aceptar. También puede guardar este perfil para su uso futuro con el botdn Guardar Como, en la
parte superior del cuadro de dialogo,

8. Ir a Ver> Obtener Optimizacién, seleccionar Todos los Canales de la configuracion de Canal menu desplegable,
y seleccione 1a casilla junto a realizar la optimizacién Antes primera adquisicién. Nota: Este paso 5610 es necesario
para llevar a cabo una vez para cada nuevo lote de reactivos. Una vez determinados los valores de ajuste, utilice
los mismos ajustes para futuras corridas con reactivos con el mismo nimero de lote.

g, Cargue las tiras de tubos en el rotor.
10. Ir a Ejecutar> Inicio Ejecutar, a continuacion, haga clic en el botén Inicio para comenzar la corrida.

Nota: El cuadro de dialogo Editar Muestras se abre una vez que comience la corrida. La informacion de la
muestra puede introducirse mientras el instrumento corre o después de que la corrida se ha completado.

5.5 Roche LightCycler ® 480 {versidn de software 1.5 o superior)
1. En el Navegador, haga clic en Nuevo para iniciar un nueve Experimento LightCycler ® 480.

2. Seleccione la Sonda de Hidrélisis Dual En color / Sonda UPL para el Formato de Deteccidn.

" \1'1
il .
3. Haga clicen Personalizar para asegurarse que FAM (460-510) y VIC/HEX/Yellow555 {533-580).se AN lécﬂo an.

ra ?1 LN ZAN % -

ey CTORATECN TA
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4. Cambiar el volumen de reaccidon a 30 pl.

5. Agregue el sigulente programa y los objetivos de temperatura

| Nombre de! Programa Clclos | Modo de anélisls
Desnaturalizar 1 Ninguno
Ciclo a0 Cuantificacldn

Para el paso Desnaturalizar:

« ObJetivo {*C) Modo de adquisicién ___ |Mantener {hh:mmss}
35 Ninguno | 00:10:00

Para el paso de ciclo:

| Objetivo (*C) ~ | Modo de adquisicién _[ Mantener {hhimm:ss) _ Velocidad de rampa {-C/s)
a5 Ningung 00:00:15 4.4
60 solo 00:00:60 2.2

6. Ir a Editor de Muestras y seleccione Rel Quant como el Flujo de Trabaje, a continuacién, asignar muestras a la
placa.

7. Seleccione el botén Experimento y haga clic en Inicio EJecutar para guardar el archivo y comenzar la corrida. _
Bio-Rad CFX96 {versidn det software 1.4 y superlores)

1. £n el Asistente de inicio, seleccione Crear nuevo experimento y aseglrese de seleccionar CFX96en Ia lista
desplegable. Haga clic en Aceptar.

2. En |a ficha Protocolo de la ventana Configuracién Experimento seleccione Crear Nuevo e introduzca fos
slguientes pardmetros de os clclos

"Paso | Temperatura | Tiempo _
1 95°C 10 min
2 95*C 15 seg
3 60°C 60 seg
+ Plate Read :
4 GOTO 2 39 veces mas .
FIN |

3 Cambiar el volumen de muestra a 30 i .

4 .Cuando haya terminado, haga clic en Aceptar para guardar el modelo de protocolo. Tenga en cuenta la
ubicacién del modelo de protacolo guardado para utilizarlo para las siguientes ejecuciones. Haga clic en Siguiente
para ir a la ventana de configuracién de la Placa.

5 .En la pestafia de la Placa, haga clic en Crear nuevo para crear un disefio de la placa.

. 1
6. Haga clic en el botén Seleccionar fluoréforos y selecclone las casillas FAM y CIV. Todo lo demds debd estar gn
marcar. Haga clic en Aceptar. e

ppodersdo
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7. Seleccione la primera fila {(A1-A12) en el disefio de la placa y cambie el tipo de muestra a control poNRY&!

9. Seleccione el resto de los pocilles (C1-C12) en la disposicién de la placa y cambie el tipe de muestra a
Desconocido.

10. Seleccione cada fila individual (comenzando con la fila C) y escriba el nombre de la muestra en et campo
Nombre de la muestra. Cuando haya terminado, pulse Introducir en el teclado para grabar el nombre de la
muestra. Realice este paso para cada muestra.

11. Haga clic en Configuracidn y seleccione el tipo de placa utilizado (por ejemplo, BR BR blanco o transparente).
12. Cuande haya terminado, haga clic en Aceptar para guardar el disefio de la placa.

13. Haga clic en Siguiente, haga clic en Inicio y luego en Ejecutar para iniciar la corrida.
6. Analisis de Datos

6.1 Andlisis de los pasos

Applied Biosystems 7500, SDS version 2.0 and above.

Analizar Jos datos en el software del equipo de PCR en tiempo real utilizando Jos siguientes criterios:
*+ Umbral Manual (véase la tabla siguiente para los valores de umbral)
e |nicio automatico

‘Instrumento | Umbral FAM | Umbral Vi€
StepOne/StepCne 10,000 1,000

Plus

7500/7500Q Fast 50,000 50,000
7900HT 3.0 1.0

Rotor-Gene Q, version de software 1.7 y superiores y Rotor-Gene 3000 Software version 6.1.93.

Analizar los datos en el software del equipe de PCR en tiempo real utilizando los siguientes criterios:

» Tubo Dinamico: On

s  Pendiente correcta: On

e  Eliminacidn de las demas: 5%
« Umbral Canal Verde: 0.02

e Umbral Canal Amarille: 0.04

LightCycler © 480, versidn de software 1.5 o superior.

Analizar los datos en el software del equipo de PCR en tiempo real utilizando los siguientes criterios:

»  Abs Quant/2nd Max Derivado de todas las muestras

Bino-Rad CFX96, version de software 1.4 o superior.




«  Modo Determinacidn Ct; Umbral simple

* Modo de anilisis: Baseline Subtracted Curve Fit
+ linea de base y Umbral: Automatico

Las instrucciones siguientes son para todos los instrumentos.

1. Seleccione los pociflos de control positivo en el disefio de la ploca y seleccione ef VIC®/ sefial amaritla.

2. Ajuste el umbral en la fase de crecimiento exponencial de la gréfica de amplificacion.

3. Compruebe las gréficas de amplificacidn de cada muestra para el VIC®/sefial amarilla para asegurar que cada
reaccion se ha cargado carrectamente. Todos los pocillos excepto para las reacciones de NTC deberan tener una

VIC®/ sefial amarilla.

Si VIC®/amarillo Ct es:

Descripcion del Andlisis

Accidn

Entre 25y 30

Rango ldeal de Ct

Continde con el paso 4

Abajo de 25

Reaccidn scbrecargada

Diluir el ADN y volver a probar

Por encima de 30

El ADN y/o la fragmentacidn son
insuficientes {la muestra puede
contener altas cantidades de ARN),
o existe presencia de inhibidores
de la PCR en el ADN,

El ensayo es solamente para las
muestras que contienen alta
cantidad de variante mutante.

Si el ADN y / o fragmentacion son
insuficiente, aumentar la entrada
de ADN pot reaccidn y repetir la
prueba.

Si la muestra contiene inhibidores
de {a PCR, disminuir la cantidad de
entrada de ADN por reaccion y
volver a probar.

Ausente

Uno de los componentes de Ja
reaccion o el ADN no se agrego
correctamente.

La prueba para esa muestra en
particular ha fallado. No continue
con el anélisis

4. Seleccione los pocillos de control positivo en el plato y sefeccionar el reportero FAM ¢ / verde.

5. Ajuste el umbral en |a fase de crecimiento exponencial de la grafica de amplificacién (véase abajo para mas
informacidn sobre la creacién de ta linea de umbral) .

6. Comprobar el grafico de amplificacién para cada muestra para la presencia de una sefial.

Los valores de Ct mutantes dependen de la cantidad de la variante mutante del gen en una muestra . Mayores
cantidades de la variante mutante dardn un valor inferior Ct, mientras gue una menor cantidad de la variante

mutante dardn un valor Ct superior.

b . Los graficos de amplificacidn de cada muestra deben ser inspeccionados visualmente para asegurarse de que
aquelias muestras con una sefial mayor al umbral son verdaderas amplificaciones y no ruido de fondo.

7. Exportar los valores de Ct en un archive delimitado por comas utilizando la funcidn de exportacién del
software del instrumento en tiempo real.

s Las muestras con un valor FAM ® / verde Ct por debajo de 35 se considera positivo (dado que el
gréfico de amplificacién ha sido inspeccionado y la sefial est4 decidida a no ser la de un alto ruido

de fondo) .

s Las muestras con uh valor FAM @ / verde Ct por encima de 35 deben repetirse con una mayor
cantidad de ADN molde {aproximadamente 5-10 veces mas ADN) . Si el valor de Ct se desplaza por

debajo de 35 en el periodo previo repetida, la muestra se considera positivo para la mutacion dlada.
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La siguiente tabla resume los pasos de andlisis para el canal FAM ® / verde

Si FAM®fverde Ct es: | Estado de la Mutacion
38.5 o mas baja Positivo

Par encima de 38,5 0 | Negativo

ninguna sefal

Nota: Debido a la reactividad cruzada, algunas muestras pueden tener sefiales positivas para multiples
mutaciones. En tales casos, la muestra es positiva solamente para la mutacidn que corresponde a la reaccion con
ta sefial mads prominente (valor de Ct mas bajo).

7. Caracteristicas de rendimiento

Las caracteristicas de funcionamiento de este producto fueron estaklecidas sabre un ABt StepOne, 7500 Fast,
7900HT, y Qiagen Rotor-Gene®Q Roche LightCycler 480, y el Bic Rad CFX96. Los siguientes datos son del ABI
7500 FAS y fueron analizados con fa version 2.4 de software.

Los ensayos se realizaron para determinar el [imite de deteccién (LOD), la precisidn, la exactitud, la reactividad
cruzada y el cicle de la tolerancia.

7.1 Limite de deteccién {LOD)

Cuando est3 disponible, el ADN aislado a partir de materiales de referencia de FFPE (Horizon Discovery) es
utilizado para determinar el limite de deteccidn {sensibilidad analitica) de este ensayo. Para tas mutaciones en
donde las lineas celulares no estan disponibles, se utilizan mutantes control ultramer-based en concentraciones
equimolares. Diluciones seriadas de un amplio rango de ADN extraido a partir de materiales de referencia de
FFPE con mutaciones conocidas o con controles ultramer-based se reaizaron utilizando ADN gendmico de tipo
salvaje para producir 10%, 5%, 1%, 0,5% y 0,1% mas de carga alélica mutante en moldes de tipo salvaje. El ensayc
se realizé 3 veces por duplicado utilizando reactivos de dos lotes diferentes en un ABI 7500 Fast. Rasandose en
los resultados, diluciones en serie de rango estrecho (en incrementos del 25%) fueron hechos a partir dela
dilucién minima detectable. Los resultados del ensayo se muestran en la tabla 7.1. !
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Tabla 7.1: Limite de deteccidn

\ , &, Mutant Didution
Mutatiom
*s Carrect Call
1CCT (G2 ! a 5 1
100 Ll 80 50 ]
1TGT(G120) ! 7 ' B 1
100 100 0 10 0
DAGT(G125) ! B . B .
100 10 0 0 0
1 i3 3
LGTTIGIV ' B 1
i 100 100 Li 10 10
1GCTIG124) : i G 1
; 100 100 10¢ 11 10 !
7 3 .
NGATIG12D) s - B !
00 30 50 . [} 0
1 7 3
13GAC (GL3D) ° X aad j
X) 90 i X 20
1 . ;
61CGA (Q6IR) i ' B -
10 100 0 n 0
7 50 5 1
$1CAC (QS1H} >
W %0 0 0 0
G1CAT (QH1H) ! B i >
100 100 0w N o
61CTA (Q61L) ! 5 5 B
0 % %0 10 10
80GAG 7 50 2 1
{VG00E [0 50 50 0 ¢
7.2 Precisién

La precisién del ensayo se establecié mediante su realizacién usando material de referencla FPE mutante
positivos y controles ultramer-based {marcados con *). Lotes de dilucién Independientes de los controles, asi
como dos lotes diferentes de los reactivos se utilizan para realizar el ensayo durante 5 dias. La siguiente tabla
muestra los valores medios de Ct de 18 corrldas en un perfodo de 3 dias. El mismo ensayo se realiz6 en un
instrumento AB1 7500 FAST,
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Tabla 7.2: Resultados del estudio de precision

Reaction . Average | Standard
Tube Mutation | Detector Ct Deviation
1 1CCT FAM 2844 0.1063
- VIC 2993 0.0920
2 \9TCT FAM 28.96 0.2515
VIC 2991 0.0746
3 12AGT FAM 2791 0.0603
VIC 29.84 0.0842
4 12CTT FAM 28.32 0.6255
VIC 29.50 0.7281
5 12GCT FaM 2942 0.0410
VIC 29.66 0.0496 i
6 12CAT FAM 27.59 0.0867
VIC 29.79 0.0697 !
- 13CAC TAM 2854 0.0585
VIC 29.85 0.0213
g CLCCA FAM 29.10 0.2093 :
VIC 29.77 0.0826
g CLCAC FAM 28.77 0.3463
VIC 2971 0.0615
10* 61CAT FAM 27.98 0.3732 |
VIC 29.67 0.0640 I
i1+ G1CTA FaM 27.86 0.2847 1
VIC 2944 0.0795 ,
12 COOGAG FAM 27.68 0.1307
VIC 29.66 0.0707 . l

7.3 Exactitud

La exactitud del ensayo se establecié mediante el ensayo de 36 muestras de ADN aisladas de las secciones FFPE
de muestras de tumores colorrectales y 5 muestras de ADN aisladas a partir de lineas celulares con mutaciones
de KRAS o BRAF conocidas. El ensayo se repitié dos veces y los datos fueron comparados con los obtenidos a
partir de |a secuenciacién de terminacion de tinte bi-direccional de fas mismas muestras. Estos resultados se

-

resumen en la siguiente tabla, b
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Tabla 7.3: Resultados del estudio de exactitud

:Estado de la mutaclén | Detectado por PCRen | Detectado por |
i tiempo real {n = 41} secuenclaclén de
| terminacidn de
! o colorante {n = 41)
Wild-Type 21 25
KRAS 12GAT 6 5
KRAS 12GTT 3 3
KRAS 13GAC 4 3
KRAS 12TGT 1 1
KRAS 61CTA 2 2
KRAS 12CGT 1 0
BRAF 600GAG 3 2

Las reacciones en tlempo real se realizaron en un ABI 7500 Fast y Rotor-Gene ® Q. La secuenciacién se realizd
utllizando un secuenciador ABI 3730. Habla 4 muestras de mutanies que no fueron detectados utilizando
secuenciacién de terminacién de tinte tradicional. Estos resultados eran esperables ya que el limite de deteccién
para la secuenciacién ha quedado demostrado estar entre 20-25%, mlentras que el limite de deteccidn para este
ensayo se determind que era 1% o inferior.

Adicionalmente, se utillzaron controles sintéticos diluldos en 1% para determinar la exactitud del ensayo para
todas las mutaciones. Este experimento se realizé 3 veces en un ABI 7500 fast, y un Rotor-Gene®Q. Los l
resultados fueron 100% coincidentes con el estado de la mutacién de los controles.

7.4 Reactividad cruzada. Validacidn

*

Para determinar la reactividad cruzada de los cebadores, se utilizaron controles sintétices diluidos en un 25%

para llevar a cabo el ensayo en un Instrumento ABI 7500 Fast. El patrén de reactividad cruzada se determind
utllizando valores CT obtenidos en el software SDS. Los resultados se enumeran en la Tabla 7 a continuacién

Tabla 7: resultados de la validacidn de reactividad cruzada para ABI 7500 Fast

Al%ﬁz\ f

Apoderado
BloSystermns S.A.

PRIME.R 12CGT | 12T6T | 12AGT 12G-'.i"l' 12GCT | 12GAT | 13GAT
12CG6T 37.37

12TGY | 37.20 37.82 | 37.37 3219 | 37.36
12AGT

12GTT 35.66 | 31.42 34.30 | 29.56 | 35.85
12GCT 4.1 37.86

12GAT 6.0

13GAC :
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PRIMER | 61CGA | 81CAC | 61CAT | 61CTA
61CGA : 37.06 | 36.11%

61CAC M 36.82

61CAT 36.83

61CTA 32.19

Nota: El patrdn de reactividad cruzada puede ser diferente cuando se utiliza el ADN aislado a partir de muestras
tumorales FFPE.

7.5 Limite de! blanco

Varios lotes de reactivos se realizaron sin melde para evaluar el nivel de ruido de fondo cunado ningiin molde
esta presente. No se detectaron sefiales de contral interno o mutantes en ninguna de las corridas.
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9. Historial de revisiones

Fecha de fa Ultima edicién: junio 2013 Version 3.0

Resumen de cambios: Se ha cambiado los pardmetros de ciclo para el uso con la nueva mezcla de enzimas.
Fecha de Ia Ultima edicion: febrero 2013 Versién 2.8

Resumen de cambios; Afiadido Bio-Rad instruccienes CFX.

I
'
[l

Fecha de la Ultima edicidn: octubre 2012 Version 2.7 \Qﬁ

Pl
, NP , " WV
Resumen de cambios: Actualizacion instrucciones andlisis RGQ. )
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Fecha de la Ultima Edicién: Mayo 2012 Version 2.6

Resurnen de cambios: ARadido Roche LightCycler ® configuracidn y las instrucciones de andlisis.

10. Simbolos utilizados

{ os siguientes simbolos utilizados en las etiquetas y envases de este producto cumplen con las normas
armonizadas EN980.

LOT i

-20C

s E o

tE

11. Aviso al Comprador

11.1 Condiciones de la garantia

EntraGen garantiza que, en el momento del envio, los productos estan libres de defectos de materiales y
fabricacién y se ajustan a las especificaciones de EntroGen. Sujeto a verificacion por EntroGen y previa i
notificacidn por escrito del cliente, st cualquier producto no se ajuste a las especificaciones, o cualquier defecta
de material o fabricacién aparece dentro de los 30 dias a partir de la fecha de envio; EntraGen, a su sola
discrecién se compromete a reparar o sustituir los productos defectuosos. .

11.2 Limitacién de la garantia

Esta garantia no cubre los dafios a los productos, debida al mal use, seleccidn del sitio inadecuado de
funcicnamiento por e! Cliente o cualquier otra que accién que sea contraria a las instrucciones recomendadas y a
los pardmetros de disefio de los productes.

Esta garantfa no cubre dafios ¢ defectos ocasionados por reparaciones a traslados de los productos por cualquier
persona que no sea representante de EntroGen . Ademds, este producto esté disefiado para llevar a cabo las
reacciones en la sensibilidad analitica especificada, en funcién de que el ADN no estd muy fragmentado y no
contiene materiales que padrian inhibir la reaccidn de amplificacian. Esta garantia no cubre los dafios debidos a
los accidentes, vandalismo, incendio, inundacién, u otros factores ambientales o de cualguier otra indole,de
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fuerza mayor. La garantla no Incluye elementos suministrados por terceros, tales como computadoras y
relacionado. Si usted tiene preguntas acerca de la cobertura de garantfa, por favor péngase en contacto
servicio al Cliente de EntroGen.

12. Informacion de Contacto

EntroGen, Inc
18750 Oxnard Streat, Sulte 409

Tarzana, CA 91356, USA ! t
Tel: +1 B18 342 2770

Fax:+1 818 342 3801 I
Emall: infoftentrogen.com; support@eatronen.com

Web: www.enirogen.com

EC[REP|  Antiselsa
116 Michatskopoutou Street

115 27, Athens, Greece
Tel: +30210 779 5930

. Fax: +30 2107716932
Ermnall: antlset@antlsel.gr
Waeb: www antisel.ar

-
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DIRECTORs - -
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USQO IN VITRO
Expediente n® 1-47-7884/13-7

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A. a importar y comercializar el Producto

para diagnostico de uso in vitro denominado 1) K-Ras/ B-Raf Mutation Analysis

Kit (KRBR-RT50), 2) K-Ras Mutation Analysis Kit (KRAS-RT50); y 3) BRAF
Mutation Analysis Kit (BRAF-RT50) / destinado a la deteccion de mutaciones de
codones KRAS 12, 13, 61 y codén BRAF 600 en el DNA gendmico de los tumores
de pacientes diagnosticados con cancer colorrectal o cancer de pulmén. Envases
conteniendol) KRBR Reaction Master Mix (2X) (7 x 1300 pl), KRAS/BRAF
Primer/Probe Mix (KRAS 12CGT, KRAS 12TGT, KRAS 12AGT, KRAS 12GTT, KRAS
12GCT, KRAS 12GAT, KRAS 13GAC, KRAS 61 CGA, KRAS 61CAC, KRAS 61CTA,
KRAS 61CAC, BRAF Valo00Glu, cada uno contiene 300 ul), KRAS/BRAF Positive
Control Mix (120 pl) para 50 pruebas, 2) KRBR Reaction Master Mix (2X) (7 x
1300 pl), KRAS Primer/Probe Mix (KRAS 12CGT, KRAS 12TGT, KRAS 12AGT,
KRAS 12GTT, KRAS 12GCT, KRAS 12GAT, KRAS 13GAC, KRAS 61 CGA, KRAS
61CAC, KRAS 61CTA, KRAS 61CAC, cada uno contiene 300ul}, KRAS Positive
Control Mix (120 ub) para 50 pruebas, y 3) KRBR Reaction Master Mix {2X) (750
K1), BRAF Primer/Probe Mix {BRAF Val600GIu: 300 ul), BRAF Positive Control Mix
{10 ul), para 50 pruebas. Vida atil: DOCE (12) MESES desde la fecha de
elaboracion, conservado a -20°C. Se le asigna la categoria: venta a Laboratorios
de anadlisis clinicos por hallarse en las condiciones establecidas en la Ley N©
16.463 y Resolucion Ministerial N© 145/98. Lugar de elabaracién: EntroGen Inc.,
18750 Oxonard St. Suite 409, Tarzana, CA 941356 (U.S.A.). En las etiquetais de
e .
./__,"::/ 1
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tos envases, anuncios y prospectos deberd constar PRODUCTO PARA
DIAGNOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION

NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA. Certificado

-0.0.8112

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTQS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
MEDICA

Buenos Aires,

)

05T 8K Firma y sello

v
PEZ

Administrador Naciona!
AJNMAT.
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