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1. Name und Verwendungszweck des Produkts

Das Labordiagnostikum M371-Test ist ein In-vitro-Diagnostikum (IVD), das auf der Messung der
relativen Haufigkeit (RQ) des Tumormarkers miR-371a-3p basiert. Dazu werden miR-371a-3p und eine
endogene Kontrolle in 200 pl Serum aus der Kubitalvene mittels gPCR quantifiziert.

Der M371-Test ist ein nicht-automatischer Test mit einer qualitativen Ergebnisinterpretation, der das
Vorhandensein testikuldrer Keimzelltumoren (KZT bzw. engl. TGCT) nachweist und zur Diagnose und
Verlaufskontrolle (englisch ,follow-up Monitoring®) dieses Tumors durch fachkundige Anwender
eingesetzt werden kann. Die Testpopulation umfasst mannliche, erwachsene Patienten mit Verdacht
oder Bestéatigung eines testikularen Keimzelltumors (Typ Il, Germ Cell Neoplasia in situ derived TGCT).
Das Testergebnis kann nicht zur alleinigen Primar-Diagnose eines testikuldren Keimzelltumors
verwendet werden. Jeder positive M371-Test sollte durch ein geeignetes Verfahren der klinischen
Diagnostik bestatigt werden.

2. Technologische Grundlagen des Testverfahrens

Das M371-Test-Kit enthélt alle Reagenzien, die zur Durchfiihrung des Bluttests zum Nachweis von
Keimzelltumoren des Hodens aus bereits extrahierter miRNA erforderlich sind. Zur Beurteilung der
Proben wird die M371-Test-Auswertdatei zur Verfligung gestellt.

Das Nachweisverfahren basiert auf dem fluoreszenzinduzierten Nachweis der microRNA miR-371a-3p
mittels quantitativer PCR. Um diesen Tumormarker zu messen, muss die RNA, einschlieBlich der
microRNA, aus der Patientenprobe (Serum) isoliert werden. Die Reagenzien flr diesen ersten
Isolationsschritt sind nicht im Kit enthalten.

Im nachsten Schritt werden der Tumormarker miR-371a-3p, sowie eine zusatzliche microRNA, die als
endogene Kontrolle dient (von hier an: Referenz-miR), mit spezifischen Primern in cDNA transkribiert.
Im folgenden Voramplifikationsschritt wird die cDNA in einer PCR amplifiziert (Prdamplifikation). Im
Anschluss wird mittels quantitativer PCR die relative Haufigkeit des Tumormarkers miR-371a-3p
bestimmt und liber die Referenz-miR normalisiert. Je friither ein Fluoreszenzsignal wahrend der gPCR
detektiert werden kann, desto mehr Molekiile des Tumormarkers bzw. der Referenz-miR waren in der
Probe vorhanden. Diese Werte werden als ,,Ct“ Werte wiedergegeben. Die relative Haufigkeit von miR-
371a-3p wird nach der AACt-Methode (Livak & Schmittgen, 2001) durch die Referenz-miR und einen
festen Wert (Kalibrator) berechnet.

Der M371-Test kann zu drei verschiedenen Ergebnissen fihren:

RQ < 5 = negativ, niedrige Tumorwahrscheinlichkeit
RQ 5-10 = unbestimmt, Wiederholung nach einigen Wochen empfohlen
RQ > 10 positiv, hohe Tumorwahrscheinlichkeit

Flr weitere Erklarung zur wissenschaftlichen Evidenz siehe Kapitel 13. Spezifische Leistungsdaten
dieser Gebrauchsanweisung.

Jeder Lauf wird mit einer Negativkontrolle (NC) und, wenn gewiinscht, auch einer Positivprobe (PP)
durchgefiihrt. Zur Auswertung und der Validitdit von Kontrollen siehe Kapitel 10.
Ergebnisanalyse dieser Gebrauchsanweisung.
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3. ImKit enthaltene Reagenzien

3.1. Komponenten

Der M371-Test wird in zwei Varianten angeboten (Artikelnummer MCS0105 und Artikelnummer
MCSO115HT).

Artikelnummer MCS0105 — enthalt Reagenzien fir finf Patientenproben und fiinf Negativkontrollen.
Der Anwender kann jede Probe einzeln mit einer Negativkontrolle und, falls gewiinscht, einer

Positivprobe messen (siehe Tabelle 1).

VORSICHT: Dabei werden Negativ- und Positivprobe in der Praamplifikation und gPCR jeweils nur
einmal gemessen!

Tabelle 1: Inhalt des M371-Test-Kits MCS0105.

Reagenz Behilter Volumen
(1]
cDNA Solution (schwarz) 1 Rohrchen 135
Reverse Transcriptase (gelb) 1 R6hrchen 19,68
RNase Inhibitor (durchsichtig) 1 Rohrchen 3,74
PreAmp Solution (grin) 1 Rohrchen 418
Target Solution (blau) 1 Réhrchen 410
Control Solution (violett) 1 Rohrchen 410
PCR-grade water (weild) 1 Rohrchen 1000
Artikelnummer MCS0115HT - enthdlt Reagenzien finfzehn Patientenproben,

Negativkontrolle und, falls gewliinscht, eine Positivprobe. Der Anwender muss dabei alle Proben in

einem Durchgang messen (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Inhalt des M371-Test-Kits MCSO115HT.

Reagenz Behalter Volumen
[pl]
cDNA Solution (schwarz) 1 Réhrchen 153
Reverse Transcriptase (gelb) 1 Réhrchen 22,30
RNase Inhibitor (durchsichtig) 1 Réhrchen 4,24
PreAmp Solution (griin) 1 Rohrchen 786
Target Solution (blau) 1 Réhrchen 770
Control Solution (violett) 1 Réhrchen 770
PCR-grade water (weild) 1 Réhrchen 1000 pl

3.2. Reaktive Komponenten des M371-Tests

Fir die reverse Transkription wahrend der cDNA-Synthese wird eine Reverse Transkriptase verwendet
(Komponente ,Reverse Transcriptase®). Die M371-Test-Komponente ,PreAmp Solution” enthalt
TagMan™ microRNA Assay. Dieses Reagenz enthalt miRNA-spezifische Primer und TagMan™ Sonden.
Die beiden Komponenten , Target Solution” und ,,Control Solution” enthalten TagMan™ microRNA-
Assay und DNA-Polymerase.
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3.3. Accessoires

Die M371-Test-Auswertdatei (Tabellenkalkulationssoftware mit hinterlegten Formeln) fir die
Beurteilung von Proben und die Gebrauchsanweisung werden in elektronischer Form tGbermittelt (via
E-Mail).

Die Gebrauchsanweisung, Sicherheitsdatenbladtter sowie Video-Tutorials sind ebenfalls iber den
Service-Bereich unter www.mirdetect.de/Service verfiigbar.

4.  Transport, Lagerung und Stabilitat

Der Versand des M371-Tests erfolgt < 5°C via Express-Versand. Bei einem Transportschaden wenden
Sie sich bitte unverziiglich sowohl an das Transportunternehmen als auch an Novatec
Immundiagnostica GmbH, part of Gold Standard Diagnostics Frankfurt. Beschadigte Reagenzien-
Rohrchen sind nicht zu verwenden, sondern sofort zu entsorgen. Komponenten unterschiedlicher Kit-
Lots sollten nicht miteinander vermischt werden.

Lagern Sie alle Reagenzien des Kits vor und nach dem ersten Offnen

-15°C bei -23°C bis -15°C. Schiitzen Sie die Target Solution (blau) und
Control Solution (violett) vor Lichteinfall. Jede Komponente kann bis
zu acht Mal aufgetaut und wieder eingefroren werden.

-23°C

Bei Einhaltung der Lagerbedingungen maximal bis zum auRen am Kit
angegebenen Verfallsdatum verwendbar (Maximal mogliche
Haltbarkeit: zehn Monate). Verwenden Sie keine Materialien nach
Ablauf des Verfallsdatums.

5.  Zusatzlich benotigtes Equipment

5.1. Allgemeine Laborausstattung
Die folgende Laborausstattung wird benétigt, um den M371-Test durchzufihren.

e Tabellenkalkulationssoftware*

e PCR-Werkbank

e Standard-PCR-Instrument

e Kihlblock fur die verwendeten Reaktionsgefalie

e Vortex Mixer

e Pipette mit veranderbarem Volumen in geeigneten GrofRen

e optional: Elektronischer Dispenser

e Tischzentrifuge mit einem Rotor fiir 0,2/1,5 ml ReaktionsgefiRRe

e Plattenzentrifuge fiir PCR-Platten

e Real-time PCR-Instrument™®*
* Validiert wurde die M371-Test-Auswertdatei mit Microsoft Excel 2019, 2003 sowie Apache
OpenOffice 4.1.5.

VO-4.2 Gebrauchsanweisung M371-Test-10 Seite 6 von 25


http://www.mirdetect.de/Service

Gebrauchsanweisung M371-Test (Version 10)

** Validiert wurde der M371-Test mit Roche Diagnostics LightCycler® 480 Il gPCR Instrument mit 96-
Well Heizblock und Software-Version 1.5.x

5.2. Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien sollten aus Polypropylen und frei von RNasen, DNasen, DNA
und PCR-Inhibitoren sein.

e Blutréhrchen*

e Kryorohrchen, selbststehend

e RNA-/miRNA Extraktions-Kit**

e 1,5 ml Reaktionsgefdlle mit konischem Boden und Sicherheitsdeckel (PP)
e 0,2 ml PCR-ReaktionsgefalRe (8-Streifen)

e Pipettenspitzen mit Filter

e optional: Aufsatz fiir elektronischen Dispenser

e  PCR-Platten mit Klebefolie

e Applikator fir das Aufkleben von Klebefolien

* notwendig fiir die Serumgewinnung. Empfohlen mit Sarstedt AG & Co. KG S-Monovette® Serum-Gel
(7,5 ml bzw. 9 ml Z-Gel).

** notwendig flr die Extraktion von miRNA. Empfohlen wird der Test mit QIAGEN GmbH miRNeasy
Serum/Plasma Kit und Promega Corporation Maxwell RSC mit miRNA Plasma- und Serum-Kit.

5.4. Gerateanforderungen

Die Installation, Kalibrierung, Funktionsqualifizierung und Wartung aller verwendeten Gerdte und
Geratschaften muss entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt werden und obliegt dem
Anwender des Tests. Ihm obliegt ebenfalls das Festlegen entsprechender Qualitatskontrollverfahren.

6. VorsichtsmaRnahmen

Der Fachanwender ist verantwortlich fir das Einhalten anwendbarer Laborvorschriften. Tragen Sie bei
der Arbeit mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einweghandschuhe und eine
Schutzbrille.

6.1. VorsichtsmaRnahmen im Labor

Die Einhaltung der Regeln zur Guten Laborpraxis (Good Laboratory Practices, GLP) ist erforderlich, um
vor, wahrend und nach der RNA-Extraktion das Risiko einer Kreuzkontamination von Patientenproben
zu vermeiden. Verhindern Sie wahrend der Extraktion das Einbringen von Nukleasen in die Proben.
Verwenden Sie ausschlieflich Einmal-Pipettenspitzen mit Filter, um eine Kreuzkontamination zwischen
Patientenproben zu vermeiden.

Messergebnisse konnen durch stark erhohte Auentemperaturen beeinflusst werden. Lagern Sie
Reagenzien und Proben aullerhalb der Gefrierschranke immer in Kihlblocks.

Die Reagenzien fiir die gPCR (Control Solution (violett) und Target Solution (blau)) sind
lichtempfindlich. Das Pipettieren der gPCR-Platte sollte nicht unter direkter Lichteinstrahlung erfolgen.
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Die Reagenzien des M371-Tests kbénnen bis zu acht Mal aufgetaut werden. Darliber hinaus sollten die
Reagenzien nicht wiederverwendet werden.

Der M371-Test darf nur von professionellen Anwendern durchgefiihrt werden, die mit Methoden der
Serum-Gewinnung, RNA-Extraktion und gPCR vertraut sind.

6.2. VorsichtsmaRRnahmen zum Schutz vor Infektionen

Humane Blut- und Serumproben, die mit diesem Test untersucht werden, sollten grundsatzlich als
potenziell infektidos behandelt werden und alle VorsichtsmalRnahmen eingehalten werden, wie sie in
der Richtlinie fuir mikrobiologische und biologische Sicherheit fiir Laboratorien, ,Direktive 2000/54/EC
Uber den Schutz der Arbeitnehmer gegen Gefahrdung durch biologische Arbeitsstoffe bei der Arbeit”,
oder anderen Vorschriften zur biologischen Sicherheit vorgeschrieben sind.

6.3. Meldung von Ereignissen im Zusammenhang mit dem Produkt

Alle schwerwiegenden Zwischenfille oder Ereignisse, die in Verbindung mit dem Produkt stehen,
miissen umgehend an mir|detect und die zustdndigen Behérden gemeldet werden. Bitte treffen Sie
keine medizinisch relevanten Entscheidungen, ohne vorher einen Gesundheitsexperten zu
kontaktieren.

6.4. Entsorgung der Arbeitsmaterialien und Reagenzien

Alle Reagenzien des M371-Tests sind nicht gesundheitsschadlich. Abgelaufene Reagenzien bzw. leere
Reagenzien-Behélter kénnen im Restmiill entsorgt werden. Ortliche Bestimmungen sind hierbei zu
beachten. Bitte entfernen Sie niemals die Folie von benutzten qPCR-Platten und achten Sie auf eine
beschadigungsfreie Entsorgung.

Fir den Umgang mit Serumproben und ihre Entsorgung bzw. den zur RNA-Extraktion verwendeten
Arbeitsmaterialien und -reagenzien lesen Sie bitte aufmerksam die Hinweise in den
Gebrauchsanweisungen der entsprechenden Kits und befolgen Sie diese strikt.

7. Qualitatskontrolle

In Ubereinstimmung mit dem ISO 13485-zertifizierten Qualititsmanagementsystem von mir|detect
GmbH wird jede Charge des M371-Tests anhand vorgegebener Spezifikationen getestet, um eine
gleichbleibende Produktqualitdt sicherzustellen. Dies halt die Batch-to-Batch-Variabilitat gering.
Chargenzertifikate sind auf Anfrage vom Hersteller erhiltlich.
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8.  Probenentnahme und Probenprozessierung

8.1. Blutentnahme und Blutlagerung

Die Blutentnahme sollte zur Reduzierung einhergehender Risiken fiir den Patienten von qualifiziertem
Fachpersonal durchgefiihrt werden und die anschlieBende Blutlagerung und Serumgewinnung, wie
nachfolgend beschrieben, erfolgen:

e S-Monovette® Serum-Gel R6hrchen oder dhnliche Rohrchen ohne weitere Zusatzstoffe sollten
fir die Blutentnahme entsprechend den Herstellerangaben verwendet werden.

e Das Serum sollte moglichst sofort nach der Blutentnahme von den Blutzellbestandteilen
getrennt werden (siehe 8.2.  Serumgewinnung, -lagerung und -transport).

e Vollblutproben diirfen nicht eingefroren werden, da dies zu Hamolyse fuhrt.

8.2. Serumgewinnung, -lagerung und -transport

e Das Blut im Blutrohrchen einige Male invertieren und hochkant fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur (15 — 25°C) inkubieren.
e Das Blutréhrchen fiir 10 Minuten bei 2500 x g zentrifugieren.
e Blutrohrchen vorsichtig aus der Zentrifuge entnehmen.
e Serum in ein beschriftetes Kryorohrchen pipettieren. Es sollten in etwa 3-5 ml Serum aus
insgesamt 10 ml Vollblut gewonnen werden.
e Das Serum kann fir bis zu 6 Stunden bei 2 — 8°C gelagert werden, wenn die RNA-Extraktion
noch am selben Tag durchgefiihrt wird.
e Fiir eine langerfristige Lagerung ist das Serum zu aliquotieren und bei -20°C oder -80°C zu
lagern.
e Das Serum sollte in einem geeigneten Gefal3, gefroren transportiert werden. Stabilitat kann
aufrecht erhalten werden fir folgende Dauer:
o 90 Stunden bei<-1°C
o 16 Tage bei<-20°C

8.3. VorsichtsmalRnahmen bei der Serumgewinnung

Bei einer auffalligen Rotfarbung des Serums ist eine photometrische Messung bei einer Absorption von
414 nm empfohlen. Ein Wert Gber 0,3 deutet auf einen unter Umstdnden problematischen Grad an
Hamolyse hin, der das Messergebnis des M371-Tests negativ beeinflusst (Myklebust et al., 2019). In
diesem Fall ist eine erneute Blutprobenentnahme ratsam und das hamolytische Serum zu entsorgen.

Ein sehr niedriger Ct-Wert <12 der Referenz-miR kann ebenfalls auf eine vorliegende Hamolyse
hinweisen und das Ergebnis verfilschen (siehe Kapitel ,,10.2.2. Referenz-miR “).

Sollte es Hinweise darauf geben, dass das Serum besonders fetthaltig ist, lassen Sie es eine Weile bei
Raumtemperatur ruhen. Hierbei bildet sich eine Fettschicht, die anschlieend vorsichtig entfernt
werden kann.

Achten Sie darauf, dass die Schicht des Buffy Coats (Leukozytenfilm) nach dem Zentrifugationsschritt
oberhalb der roten Blutkorperchen nicht zerstoért oder mittransferiert wird. Dieser Schritt ist besonders
wichtig, da ein Ubertrag die gréRtmégliche Kontaminationsquelle mit zelluldrer microRNA bzw. RNA
darstellt.
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8.4. miRNA-Extraktion

Materialien zur Extraktion von RNA bzw. miRNA aus Patientenserum sind nicht Bestandteil des M371-
Tests.

Zur Vermeidung von Degradationen des Probenmaterials wahrend der RNA-Extraktion ist auf die
Verwendung von RNase-, DNase-, sowie DNA-freien Arbeitsmitteln und persénliche Schutzausristung
zu achten. Zusatzlich sind Kreuzkontaminationen zwischen den Patientenproben zu vermeiden.

Achtung: Vermeiden Sie ausgedehnte Inkubationen und mehrmaliges Auftauen, da dies zu
Degradationen fuhren kann!

Die RNA-Extraktion erfolgt laut entsprechender Gebrauchsanweisung. mir|detect GmbH empfiehlt,
die RNA-Extraktion aus 200 pL Serum durchzufiihren. Zur Gewahrleistung einer gleichbleibend
effizienten Extraktion sind die Herstellerangaben fiir das Extraktions-Kit strikt zu befolgen.

e Die extrahierte miRNA kann direkt fiir die Durchfihrung des M371-Tests verwendet werden.

e Die Lagerung von miRNA sollte bei -20°C oder -80°C erfolgen.

o Achtung: Wiederholte Einfrier- und Auftau-Zyklen von miRNA sind zu vermeiden, da sie zu
Degradationen fuhren kénnen!

9.  Durchfihrung M371-Test

Alle Reagenzien des M371-Test-Kits sind ,ready-to-use” und direkt fir die Durchfiihrung des Tests
einsatzbereit.

9.1. Generelle Durchfiihrung des Tests

Vor dem erstmaligen Einsatz des M371-Tests empfiehlt es sich, einen Probedurchlauf mit bekannten
Proben durchzufiihren. Fiir Unterstiitzung und Beratung kontaktieren Sie Novatec Immundiagnostica
GmbH, part of Gold Standard Diagnostics Frankfurt (17.3. Distributor).

Fir die Uberwachung und gleichwertige Durchfiihrung des M371-Tests in allen Laboren empfiehlt
mir|detect GmbH die Teilnahme an regelmaRigen Ringversuchen.

Eine Negativkontrolle (NC) aus PCR grade water muss fiir dessen Giiltigkeit in jedem Lauf mit
prozessiert werden. Die Kontrolle wird hierbei in der cDNA-Synthese umgeschrieben, aber - anders als
bei einer Patientenprobe - auch nur einfach in der abschlieRenden miR-371a- und Referenz-miR-
Messung analysiert.

Hinweis: Mixen Sie ALLE Lésungen des Kits - exklusive Reverse Transcriptase (gelb) und RNase Inhibitor
(durchsichtig) - vor ihrer Verwendung fir ca. 3 Sekunden bei ca. 2,800 U/min auf einem Vortex Mixer,
um eine homogene Losung zu gewahrleisten.

Hinweis: Zentrifugieren Sie ALLE Losungen des Kits - inklusive Reverse Transcriptase (gelb) und RNase
Inhibitor (durchsichtig) - vor ihrer Verwendung fiir ca. 3 Sekunden bei 2,000 x g, um Tropfen am Deckel
zu entfernen.

Hinweis: Entnehmen Sie alle Losungen des Kits nur fir die Durchfiihrung des M371-Tests aus ihren
Lagerbedingungen. Verwenden Sie den cDNA-Synthese Mastermix (MM) direkt nach seiner
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Herstellung. Nach Benutzung sind alle Lésungen sofort wieder einzufrieren bzw. leere Behaltnisse zu
entsorgen.

9.2.

Durchfihrung der cDNA-Synthese

cDNA Solution (schwarz) und PCR grade water (weiR) bei Raumtemperatur auftauen.

cDNA Solution auf dem Vortex Mixer fir ca. 3 Sek. mixen, abzentrifugieren und im Kihlblock
lagern.

Reverse Transcriptase (gelb) und RNase Inhibitor (durchsichtig) durch Anschnipsen mischen
(nicht vortexen), abzentrifugieren und im Kihlblock lagern.

Fuhren Sie die ndchsten Schritte unter einer sauberen PCR-Bank durch.

Mastermix (MM) fiir die cDNA-Synthese aus der cDNA Solution, der Reversen Transcriptase
und dem RNase Inhibitor entsprechend ihrer Anzahl an Proben in einem geeigneten
Reaktionsgefdll zusammen pipettieren. Dabei das Verhéltnis aus Tabelle 3 beachten.
Mastermix (MM) durch Anschnipsen oder mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mischen und
abzentrifugieren. Mastermix (MM) im Kiihlblock lagern.

jeweils 9 ul des cDNA-Synthese Mastermixes (MM) je Patientenprobe und Kontrolle in einen
8er-PCR-Streifen pipettieren (siehe Tabelle 4).

Jeweils 6 pl Probe oder Kontrolle hinzufiigen.

Tabelle 3: Pipettierschema fir die Herstellung eines cDNA-Synthese-Mastermixes (MM)
Rxn = Reaktionen.
Mastermix Einzelansatz MM (2 Proben)
(MM)
1 Rxn 4 Rxn (inkl. NC und optionale PP +
Reagenz [l 10 % Uberschuss)
[ui]

cDNA Solution (schwarz) 7,81 34,36

Reverse Transcriptase (gelb) 1,00 4,4

RNase Inhibitor (durchsichtig) 0,19 0,84

Gesamtvolumen 9,00 39,6
Tabelle 4: Verteilung des cDNA-Synthese-Mastermixes (MM) und der Proben in die PCR-

ReaktionsgefdRe (8-Streifen). Darstellung der Durchfiihrung fiir zwei Proben, eine Negativkontrolle
(NC) und eine Positivprobe (PP).

PCR-ReaktionsgefaRe

MM + Probe 1

MM + Probe 2

MM + NC

MM + PP*

*optional

cDNA-Synthese-Ansatze durch Anschnipsen oder mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
mischen und abzentrifugieren.
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e cDNA-Synthese Ansatze flir mindestens 5 Minuten im Kihlschrank bzw. auf Eis bei +4°C
inkubieren.

e cDNA-Synthese entsprechend Tabelle 5 durchfuhren.
e Fertige cDNA kann lber Nacht im Kiihlschrank (+4°C) gelagert werden. Fiir langere Lagerung
bei -20°C einfrieren.

Tabelle 5: Parameter des cDNA-Synthese-Programms fiir ein Standard-PCR-Instrument.

Zieltemperatur [°C] Dauer [hh:mm:ss] Segment
16 00:30:00 Primer Hybridisierung
42 00:30:00 Reverse Transkription
85 00:05:00 Enzyminaktivierung
>4 bis< 10 oo Abkiihlen

9.3. Durchflihrung der Praamplifikation

e PreAmp Solution (grin) bei Raumtemperatur auftauen, anschlieRend fir ca. 3 Sek. auf dem
Vortex Mixer mischen, abzentrifugieren und im Kihlblock lagern.

Fuhren Sie die ndachsten Schritte unter einer sauberen PCR-Bank durch.

e Je Patientenprobe drei Ansatze aus 16 pl PreAmp Solution in PCR 8er-Streifen vorlegen und je
4 ul der neu synthetisierten cDNA hinzugeben (siehe Tabelle 6).

e Fir die Negativkontrolle und Positivprobe (optional) geniigt einmal 16 pl PreAmp Solution und
4 pl cDNA-Ansatz.

e Praamplifikations-Ansatze durch Anschnipsen oder mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
mischen und abzentrifugieren.

e Praamplifikation entsprechend der Tabelle 7 durchfihren.

e Fertige Praamplifikate kdnnen Giber Nacht im Kihlschrank (+4°C) gelagert werden. Fiir langere
Lagerung bei -20°C einfrieren.

Tabelle 6: Darstellung der Durchfiihrung einer Praamplifikation fiir zwei Proben, eine Negativkontrolle
(NC) und eine Positivprobe (PP).

PCR-ReaktionsgefaRe
Probe 1
Probe 1
Probe 1
Probe 2
Probe 2
Probe 2
PP*
NC

*optional
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Tabelle 7: Parameter des Praamplifikations-Programmes fiir ein Standard-PCR-Instrument.

Zyklen | Zieltemperatur [°C] Dauer [hh:mm:ss] Segment
1 95 00:01:00 Enzymaktivierung
15 95 00:00:15 Denaturierung
60 00:04:00 Primer Hybridisierung + Elongation
1 <10 oo Abkiihlen
9.4. Vorbereitung der praamplifizierten Proben

Target Solution (blau) und Control Solution (violett) bei Raumtemperatur lichtgeschitzt
auftauen. PCR-grade water (weill) bei Raumtemperatur auftauen. Reagenzien in Kiihlblock
lagern.

Ggf. Praamplifikate bei Raumtemperatur auftauen, abzentrifugieren und im Kihlblock bis zur
weiteren Verwendung lagern.

Fihren Sie die nachsten Schritte unter einer sauberen PCR-Werkbank durch.

9.5.

Fir jede Patientenprobe 60 ul PCR-grade water (weiR) in einem frischen ReaktionsgefaR
vorlegen.

Alle drei Ansatze jeder Probe zu dem PCR-grade water hinzufiigen. Dies entspricht einer 1:1
Verdinnung (3 x 20 pl Praamplifikat = 60 ul + 60 ul PCR-grade water).

Fiir Negativ- bzw. Positivprobe 20 pl PCR-grade water in einem frischen Reaktionsgefald
vorlegen und die Prdamplifikate hinzufiigen.

Belegung der gPCR-Platte

Target Solution (blau) und Control Solution (violett) fiir ca. 3 Sekunden auf dem Vortex Mixer
mischen, abzentrifugieren und im Kiihlblock lagern.

Fir jede Patientenprobe werden sechs Wells bendtigt (drei fur die Target Solution, drei fir die
Control Solution). Fur jede Negativ- bzw. Positivprobe je zwei Wells (siehe Tabelle 8).

15 pl der Target Solution bzw. Control Solution in die entsprechenden Positionen der qPCR-
Platte pipettieren.

5 ul der gepoolten und verdiinnten Praamplifikate in die entsprechenden Positionen der gPCR-
Platte pipettieren.

gPCR-Platte mit einer optischen Abdeckfolie verschlieBen und blasenfrei mit einem Applikator
flr Folien glattstreichen.

PCR-Platte fiir 1 min bei 500 x g mit einer Plattenzentrifuge abzentrifugieren.
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Tabelle 8: Empfohlene Plattenbelegung der qPCR-Platte fiir die Messung von zwei Proben (P1, P2),
einer Negativkontrolle (NC) und Positivprobe (PP).

miR-371a Referenz-miR miR-371a Referenz-miR
Target Solution Control Solution Target Solution Control Solution
(blau) (violett) (blau) (violett)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A P1 P1 P1 P1 P1 P1 P2 P2 P2 P2 P2 P2

B — — — — — — — — — — — —

C — — — — — — — — — — — —

D — - - - - — — — - - — -

E — - - - - — — — - - — -

F — - - - - — — — - - — -

G | PP* | - — | PP* | -

H | -— NC NC

*optional

9.6. Laden der qPCR-Platte

Besonderheit LightCycler® 480l (Roche): Bei den Plattenbelegungsschemata missen die Proben in
den parallel ablaufenden Messungen der miR-371a und Referenz-miR als Triplikate zueinander

definiert werden.

e In der qPCR-Cycler-Software ein gPCR-Programm entsprechend Tabelle 9 anlegen.

e Unter dem Punkt ,Sample Editor” missen die drei Ansatze flir jede Patientenprobe und jede
miRNA als Replikate gekennzeichnet werden. Dazu je drei Positionen auswahlen und auf den
Button ,,Make Replicates” klicken

e Bsp.: A1-A3 = ein Replikat, A4-A6 = ein Replikat (siehe Tabelle 8)

e Ladeklappe des gPCR-Instruments 6ffnen und die gqPCR-Platte in den Rahmen legen. Stellen
Sie sicher, dass die Platte genau in den Rahmen passt. SchlieRen Sie die Ladeklappe.

e Den gPCR-Lauf mit Klick auf ,Start Run” starten und eindeutig zu identifizierenden Namen

einfligen.

e Nach Beendigung des Laufs die qPCR-Platte aus dem qPCR-Instrument entnehmen und
entsorgen, ohne die Schutzfolie zu entfernen.

Tabelle 9: qPCR-Programm fiir das LightCycler® 480 Il Instrument.

Programm Enzymaktivierung PCR Abkiihlen
Parameter
96-well Block Heizrate 4,4°C/s & Abkiihlgeschwindigkeit 2,2°C/s
Analysemodus None Quantification Mode None
Zyklen 1 40 1
Schritte 1 1 2 1
Zieltemperatur [°C] 95 95 60 37
Dauer [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:15 00:01:00 00:01:00
Heizrate [°C/s] 4,4 4,4 2,2 2,2
Detektionsmodus kein kein einmalig kein
Fluorophor kein kein FAM" kein

“Filter-Set: Anregung 465 nm und Emission 510 nm
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10. Ergebnisanalyse

Hinweis: Cp (= Crossing point) und Ct (= Cycle threshold) sind identisch und austauschbar. In dieser
Gebrauchsanweisung wird der Begriff Ct verwendet.

10.1. M371-Test-Auswertdatei und Daten-Import

Die M371-Test-Auswertdatei ist als Software ein fester Bestandteil des M371-Tests und wird bei
Erwerb des Kits in elektronischer Form Gbermittelt (via E-Mail). Fir den sicheren Gebrauch der M371-
Test-Auswertdatei diurfen die gesperrten Bereiche der Datei nicht verandert werden! Es sollte eine
aktuelle Version der Tabellensoftware verwendet werden.

In der M371-Test-Auswertdatei sind beschreibbare Zellen farblich in hellem griin hervorgehoben (z. B.
Bezeichnung der Proben und das Einfligen von Daten aus der qPCR); alle weiteren Zellen sind gesperrt
und dirfen nicht verandert werden.

Nach Einfigen der Daten aus dem gPCR-Lauf in die Auswertdatei wird die relative Haufigkeit (RQ) der
miR-371a automatisch berechnet und das Testergebnis angezeigt.

10.2. Ergebnisanalyse (LightCycler® 480 Il Instrument)

Fur diesen Schritt wird die von mir|detect bereitgestellte M371-Test-Auswertdatei benétigt. Das hier
beschriebene Verfahren bezieht sich auf das Roche Diagnostics LightCycler® 480 Il qPCR Instrument
mit 96-Well Heizblock und Software-Version 1.5.x.

e Inder LightCycler® 480 Basic Software das vorherige Experiment auswahlen und auf den Reiter
,Analysis” klicken.

e, Abs Quant/2nd Derivative Max” fur alle Proben auswahlen und auf ,OK“ klicken.

e ,Median” anstelle von ,,Mean” im Dropdown-Meni auf der unteren rechten Seite auswahlen
und durch ,Calculate” auf der unteren linken Seite berechnen.

e Die medianen Ct-Werte der miR-371a und Referenz-miR werden fiir jede Probe automatisch
berechnet und in der Ergebnistabelle , Replicate Statistics“ unten links angezeigt.

o Alle Ergebnisse aus der Ergebnistabelle , Replicate Statistics” in die M371-Test-Auswertdatei
Ubertragen. Dafiir in das Feld , Replicate Statistics” klicken, mit Strg + A alle Daten markieren
und anschlieBend mit Strg + C die Daten kopieren.

e Zur M371-Test Auswertdatei wechseln.

e Das Feld ,Samples” anklicken und mit Strg-V (Einfligen) die Daten einfligen.

e Die Ergebnisse der Negativkontrolle fir die miR-371a und Referenz-miR-Messung miussen
manuell in die Auswertdatei eingetragen werden. Durch Halten des Cursors (Mauszeiger) Gber
die entsprechende Well-Position in der LightCycler® Software wird der gemessene Ct-Wert
angezeigt.
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10.2.1. Negativkontrolle

In jedem gPCR-Lauf muss eine Negativkontrolle (NC, PCR grade water) sowohl fiir die miR-371a und
die Referenz-miR-Messung eingesetzt werden, um die erfolgreiche Durchfiihrung des Tests zu
bestatigen.

Ein gPCR-Lauf ist GULTIG, wenn die Negativkontrolle fiir die miR-371a und die Negativkontrolle fiir die
Referenz-miR-Messung NEGATIV ist. Die Negativkontrolle ist negativ, wenn der Ct-Wert fiir beide
gemessenen microRNA mindestens 10 Zyklen spater als der hochste Wert der entsprechenden miRNA
einer Probe liegt oder bei einem Wert von 35 oder mehr liegt.

Ein qPCR-Lauf ist UNGULTIG, wenn die Negativkontrolle POSITIV ist. Die Negativkontrolle fiir die miR-
371a und die Referenz-miR-Messung ist positiv, wenn der Ct-Wert fiir die jeweils spezifisch gemessene
microRNA weniger als 10 Zyklen spater als der hochste Wert einer Probe liegt.

Wenn die Negativkontrollen POSITIV sind, konnen die Proben, die zusammen mit den Kontrollen
prozessiert wurden, nicht bewertet werden. Der M371-Test muss in solch einem Lauf fiir alle Proben

wiederholt werden.

Die M371-Test-Auswertdatei zeigt an, ob alle Kontrollen bestanden wurden (M371-Test-Auswertdatei
=> Ergebnisse: NC miR-371a und NC Referenz-miR).

10.2.2. Referenz-miR
Die Referenz-miR gibt Aufschluss dariiber, ob von jeder Probe eine ausreichende microRNA-Menge im
jeweiligen Ansatz vorhanden war. Das Ergebnis der miR-371a qPCR ist vom Ergebnis der Referenz-miR

abhangig.

Der Normalbereich fur den Ct-Wert der Referenz-miR liegt mit dem LightCycler® 480 Il Instrument
zwischen 12 und 22. In diesem Fall ist ausreichend miRNA vorhanden und die Ergebnisse sind valide.

Ist der Ct-Wert der Referenz-miR einer Probe héher als 22 weist dies auf sehr geringe Ausgangsmengen
nach der RNA-Extraktion hin und gefahrdet unter Umstdnden eine eindeutige Diagnose.

Ist der Ct-Wert der Referenz-miR einer Probe niedriger als 12, lag moglicherweise eine Hamolyse der
Probe vor und eine klare Aussage liber den Tumorstatus ist anhand dieser Probe nicht moglich.

Patientenproben, deren Ct-Wert der Referenz-miR unter 12 oder iiber 22 liegen, sollten neu
abgenommen und mit dem M371-Test prozessiert werden.

10.2.3. Beurteilung der Proben

Eine Probe ist POSITIV getestet, wenn die relative Haufigkeit (RQ) groRer als 10 ist.

Eine Probe ist NEGATIV getestet, wenn die relative Haufigkeit kleiner als 5 ist.

Eine klare Aussage fiir Patienten mit einer relativen Haufigkeit zwischen 5 und 10 ist nicht moglich

(UNBESTIMMT), da sich hier der Bereich der Quantifizierungsgrenze des Tests befindet. In diesem Fall
sollte ein weiterer M371-Test mit einer frischen Probe nach einigen Wochen erfolgen.
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11. Leitfaden zur Fehlerbehebung (Troubleshooting Guide)

e |Ist fiir einen gPCR-Lauf eine Negativkontrolle nicht bestanden, so ist der gesamte Lauf zu
wiederholen (Proben inklusive Negativkontrolle fir die miR-371a und die Referenz-miR-
Messung).

e Liegt fiir eine Probe der Ct-Wert der Referenz-miR Uber 22, sollte die Probe neu genommen
und mit dem M371-Test prozessiert werden, da die Menge an Ausgangsmaterial nicht
ausreichend war.

e Liegt flir eine Probe der Ct-Wert der Referenz-miR unter 12, sollte die Probe neu genommen
und mit dem M371-Test prozessiert werden, da die urspriingliche Probe wahrscheinlich
hamolytisch war.

e Liegt fur eine Probe der RQ zwischen 5 und 10, bitte dem Patienten nach einigen Wochen
frisches Blut abnehmen und das Serum anschliefend erneut mit dem M371-Test analysieren.

e LightCycler®-Software: Wenn die Tabelle ,Replicate Stats" fehlt, prifen Sie, ob die Replikate
einer Patientenprobe einander als Replikate zugeordnet sind.

12. Grenzen des Verfahrens

o Der Test ist nur fir die In-vitro-Diagnostik geeignet.

e Der Test ist ausschlieBlich ausgelegt auf die Detektion von testikuldaren Keimzelltumoren Typ Il
(Germ Cell Neoplasia in situ derived GCNis).

e Es wurden nur die in Kapitel 5.1. Allgemeine Laborausstattung genannten qPCR-Cycler
validiert. Andere gPCR-Cycler miissen vor Gebrauch vom Nutzer validiert werden.

e Dieses Produkt wurde fiir die Analyse von Serum entwickelt. Es wurden ausschlielRlich die S-
Monovette® Serum-Gel Blutentnahmerdhrchen 7,5 und 9 ml Z-Gel der Firma Sarstedt AG &
Co. KG validiert.

e Andere Arten von Patientenproben und andere Blutentnahmerdéhrchen wurden nicht validiert.

e Dieses Produkt darf nur von Personen mit Erfahrung und Training in PCR-Tests verwendet
werden.

e Das Testergebnis kann nicht zur alleinigen Priméar-Diagnose eines testikuldaren Keimzelltumors
verwendet werden. Jeder positive M371-Test sollte durch ein geeignetes Verfahren der
klinischen Diagnostik bestatigt werden.

e Das Testergebnis des M371-Tests muss im Zusammenhang mit anderen klinischen Parametern
beurteilt werden.

e Reine Teratome zeigen so gut wie keine erhdhte Expression des Tumormarkers miR-371a-3p,
weshalb diese Tumorentitat nicht nachweisbar ist.

e Die Referenz-miR ist bei Alzheimer-Patienten differentiell exprimiert, was zu falschen
Ergebnissen fiihren kann (Song et al., 2019).

e Positive Testergebnisse wurden bei schwangeren Frauen beobachtet, die jedoch nicht zur
Zielgruppe der zu analysierenden Patienten mit dem M371-Test gehoren (Gu et al., 2013).
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13. Spezifische Leistungsdaten

13.1. Analytische Leistung
13.1.1. Analytische Sensitivitat

Der kleinste messbare Unterschied in RQ-Werten und Ct-Werten wurde anhand 3 Verdiinnungen von
mimic-miRNA-Proben, bestehend aus miR-371a und Referenz-miR, gemessen. Jede Verdlinnung
wurde in 10 Replikaten mit einer Kit-Charge gemessen. Daraus resultierte, dass der kleinste messbare
Unterschied bei 2,56 — 3,08 pmol/L bei einer Konzentration von 61,5 pmol/L liegt.

13.1.2. Analytische Spezifitat

Drei verschiedene patientensimulierende Proben (hohe, mittlere, keine miR-371a-Expression) wurden
pur, mit starker oder geringer Verunreinigung (DNA, Protein-Kontamination) gemessen. Fir alle
Messungen wurde die gleiche M371-Test-Kit-Charge verwendet. Die Ergebnisse wurden durch eine
Regressionsanalyse untersucht.

Der Ct-Wert der miR-371a stieg bei stark exprimierenden Proben durch die Verunreinigung an. Dies
kann zu einem niedrigeren RQ fiihren (p=0,005, R?=0,698).

Bei moderat exprimierenden Proben fiihrte die Verunreinigung mit DNA/Protein zu signifikant
héheren Ct-Werten von miR-371a und Referenz miR sowie RQ-Werten (p=0,001, R*=0,798; p=0,004,
R2=0,711; p=0,001, R?>=0,812).

In Anbetracht der Ergebnisse sollte besonders auf eine korrekte miRNA-Extraktion gemalR
Herstellerprotokoll geachtet werden, um eine mdgliche Kontamination einer Patientenprobe zu
vermeiden.

13.1.3. Nachweis- und Quantifizierungsgrenze (LoD, LoQ)

Die Nachweis- und Quantifizierungsgrenze (Limit of Detection (LoD) & Limit of Quantification (LoQ))
des M371-Tests wurde in einer Verdinnungsreihe der miR-371a und der Referenz-miR mit sechs
Verdinnungsstufen mit je sechs Replikaten bestimmt. Alle Messungen wurden mit einer M371-Test-
Kit-Charge durchgefihrt.

Die Nachweisgrenze (LoD) wurde im Studienprotokoll so definiert, dass mindestens 5/6 Verdiinnungen
detektierbar sein sollten. Dies war im Versuch bis zu einer Konzentration von 7,575 fM der Fall. Der
Variationskoeffizient betrug 77,33 %.

Die Quantifizierungsgrenze (LoQ) war im Vorhinein so definiert, dass der Variationskoeffizient
hochstens 50 % betragen sollte. Dies war bis zu einer Konzentration von 30,3 fM miR-371a der Fall. Fur
diese Konzentration liegt der Variationskoeffizient bei 44,07 %. Der mittlere RQ am LoD liegt bei 1,05,
der mittlere RQ am LoQ liegt bei 8,71. Dies bedeutet, dass das LoQ knapp Uber dem Cut-off-Wert von
RQ =5 liegt. Da Werte unter 8,71 nicht genau quantifiziert werden kénnen, wurde der Cut-off-Wert zu
einem Cut-off-Bereich erweitert, der RQ-Werte von 5 bis 10 umfasst. Werte innerhalb dieses Bereichs
kdnnen nicht genau gemessen werden und gelten als unbestimmt.
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13.1.4. Linearitat

Fir die Messung der Linearitdat wurde eine mimic-miRNA-Probe in einer Konzentration von 500 pM
sechsmal 1:10 verdiinnt. Jede Verdiinnung wurde dreimal unabhangig vom selben Operator mit einer
M371-Test-Kit-Charge an unterschiedlichen Tagen gemessen. Daraus ergab sich eine Effizienz der PCR
von durchschnittlich 90 %, der Korrelationskoeffizient (R?) lag bei 0,993-0,997. Bei Betrachtung der
miR-371a-Ct-Werte befanden sich Konzentrationen von 5 fM bis 500 fM im linearen Bereich. Bei einer
Konzentration von 0,5 fM war die miR-371a nicht detektierbar.

13.2. Prazision
13.2.1. Wiederholungsprazision

Die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse wurde durch wiederholtes Testen von Proben mit vier
unterschiedlichen Konzentrationen (hohe, mittlere, geringe und keine miR-371a-Expression) ermittelt.
Jede Probe wurde in 30 Replikaten mit einer Charge des M371-Test-Kits von einem Operator
prozessiert. Der Variationskoeffizient fiir Proben mit hoher und mittlerer Expression betradgt ca. 14 %.
Flr niedrig exprimierende Proben betragt der Variationskoeffizient bis zu 85 %, aus diesem Grund
muss das Limit of Quantification bei der Auswertung beachtet werden.

13.2.2. Vergleichsprazision
Fiir die Vergleichsprazision wurden folgende Parameter untersucht:

e Unterschiedliche Operatoren

e Unterschiedliche Verbrauchsmaterialien (qPCR-Platten)

e Unterschiedliche Labore (unterschiedliche PCR-Cycler und qPCR-Cycler-Instrumente
(LightCycler® 480II)

Pro Operator wurden vier unterschiedliche Konzentrationen an Proben in zwei Replikaten gemessen
(hohe, mittlere, niedrige und keine miR-371a-Expression). Pro Plattentyp wurden vier Konzentrationen
(hohe, mittlere, niedrige und keine miR-371a-Expression) mit je vier Replikaten gemessen. Pro Labor
wurden vier Konzentrationen (hohe, mittlere, niedrige und keine miR-371a-Expression) mit je vier
Replikaten gemessen.

Operatoren und Verbrauchsmaterialien wie gPCR-Platten hatten keinen signifikanten Einfluss auf den
RQ der untersuchten Proben (p= 0,09 — 0,33, Kruskal Wallis bzw. p= 0,25 — 0,81, Mann-Whitney U).
Beim Vergleich zweier Labore ergab sich im héheren Bereich des RQ ein signifikanter Unterschied
(p=0,014, Mann-Whitney U im RQ-Bereich 200-2000). Dieser betraf allerdings nicht den Bereich der
klinischen Entscheidungsgrenze (RQ= 10) und bewegte sich flir den Variationskoeffizient in einem
Bereich von 21-22 %.

13.3. Klinische Leistungsfahigkeit

Die klinische Leistungsfahigkeit des M371-Tests wurde unter anderem in einer multizentrischen Studie
an 37 Kliniken aus Deutschland, Osterreich, der Schweiz, Ungarn und Italien nachgewiesen (Dieckmann
et al., 2019). Fir die Studie wurden Serumproben von 616 Patienten mit Keimzelltumoren und von 258
Kontrollpatienten mit dem M371-Test gemessen. Zur Bestimmung der klinischen Leistungsfahigkeit fur
die Primardiagnostik wurden Proben von 522 Tumorpatienten mit Proben von 258 Kontrollpatienten
verglichen. Die Auswertung der klinischen Leistungsfahigkeit erfolgte sowohl tGber die empirisch in der
Studie erhobenen Daten als auch Uber eine Kernel-Dichteschatzung. Mit diesem mathematischen
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Verfahren wurden die klinischen Leistungsmerkmale des M371-Tests fiir einen unbegrenzten
Stichprobenumfang modelliert. Da die Dichteschatzung generell konservativere Ergebnisse liefert, sind
in Tabelle 10 nur diese Leistungsmerkmale angegeben.

Tabelle 10: Klinische Leistungsmerkmale des M371-Tests aus der Kernel Dichteschatzung.

Gruppe AUC Sensi- Spezi- PPW* NPW* LR+ LR-
tivitat fitat
KZT (n = 522) vs.| 0,966 90,1 94,0 97,2 82,7 23,675 | 0,086

Kontrollen (n = 258) (0,953 - (869 —| (91,4 —-1|(929 —-|(740 -] (12,89 - (0,06 -
0,976) 91,7) 96,8) 99,2) 89,4) 43,49) 0,11)
Seminome (n=323) vs. | 0,959 87,1 94,0 - - - -
Kontrollen (n = 258) (0,94 - |(826 —| (91,4 -
0,972) | 89,3) 96,6)

Nichtseminome (n = 0,976 94,1 94,0 - - - -
199) vs. Kontrollen (n | (0,958 — | (90,2 - (91,3 -

=258) 0,989) 96,4) 96,8)

CS | (n = 371) vs.| 0,953 86,7 94,0 - - - -

Kontrollen (n = 258) (0,934 - | (82,3 —| (91,3 -
0,967) 88,8) 96,8)
CS /1l (n = 151) vs. | 0,996 98,4 94,0 - - - -
Kontrollen (n = 258) (0,992 — | (96,2 —| (91,4 -
0,999) 99,5) 96,9)
Die klinischen Leistungsmerkmale fir den PPW und NPW basieren auf n = 155 KZT und n = 90
Kontrollen. AUC: Area under the curve (Flache unter der Kurve), CS: Clinical stage (klinisches Stadium),
KZT: Keimzelltumor, LR+: Positiver likelihood-ratio, LR-: Negativer likelihood-ratio, NPW: Negativ
Pradiktiver Wert, PPW: Positiv Pradiktiver Wert. Werte in Klammern = 95 % Konfidenzintervall.

Rezidive von KZT-Patienten konnten in 10 von 10 bzw. 4 von 4 Rezidiven mittels erhéhter miR-371a
Expression korrekt bestimmt werden (Dieckmann et al., 2017; van Agthoven et al., 2017). Eine andere
Gruppe zeigte bei Proben von 10 TGCT-Patienten einen Anstieg der miR-371a-3p-Expression wahrend
eines Rickfalls (Terbuch et al., 2018).

Dieckmann et al. zeigten eine Sensitivitdt von 83 % bei n = 46 TGCT-Rezidiven mit einer Normalisierung
der miR-371a-3p-Serumwerte nach erfolgreicher Rezidivtherapie (Dieckmann et al., 2019). Ein Anstieg
von miR-371a-3p beim Rezidiv wurde auch von Rosas Plaza X. et al. festgestellt (Rosas Plaza X. et al.,
2019).

In einer Serie von n = 151 klinischen TGCT-Patienten im Stadium 1 fanden Lobo und Kollegen n = 34
Falle von Ruckfallen. Davon konnten sie n = 32 (94 %) mit der miR-371a-3p-Messung nachweisen,
wahrend der klassische Goldstandard (AFP und BHCG) nur in 38 % der Félle erhdht war (Lobo et al.,
2020).

Die Zuverlassigkeit, mit der die miR-371a-Expression Rezidive nachweist, konnte weiterhin von
Fankhauser et al. bekraftigt werden. In einer Studie mit 30 Patienten konnte eine erhéhte miR-371a-
Expression in 10/10 Patienten mit Rezidiven festgestellt werden, wohingegen miR-371a nur in einem
Patienten ohne Rezidiv erhdht war (Fankhauser et al., 2022). Diese Erh6hung normalisierte sich bereits
bei der nachsten Messung, was darauf hindeutet, dass auch nach einer erhéhten Expression der
Anstieg der miR-371a verfolgt werden sollte. Rezidive konnten im Median zwei Monate friher als mit
den herkdmmlichen Methoden gemessen werden, bei einem Patienten allerdings sogar lUber finf
Monate friher (Fankhauser et al., 2022).
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13.4. Interferenz

13.4.1. Hamolyse

Eine erh6hte Hamolyse fiihrt zu einer vermehrten Freisetzung der im Test detektierten Referenz-miR.
Daraus resultiert eine erhebliche Verminderung der Ct-Werte der Referenz-miR, die zu verfalschten
RQ-Werten und im unglinstigsten Fall zu einem falsch-negativen Testergebnis fiihren kann. Zwanzig
Seren von Patienten wurden auf Hamolyse anhand der Verfarbung und durch photometrische
Messung (414 nm) untersucht. Jede Probe wurde mit dem M371-Test einfach gemessen. Der Grad an
Hamolyse hatte einen signifikanten Einfluss auf die Messung der Referenz-miR (p=0,002). Ein hoherer
Grad an Hamolyse hat einen niedrigeren Ct-Wert der Referenz-miR zur Folge (R?>=0,437-0,743).

13.4.2. Andere medizinische Zustande

Ebenfalls zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren kann eine Alzheimer-Erkrankung bei Patienten. Bei
diesem Krankheitsbild liegt ebenfalls die Referenz-miR erhéht vor und verfalscht das Testergebnis.
Positive Testergebnisse wurden zusatzlich bei schwangeren Frauen beobachtet, die jedoch nicht zur
Zielgruppe der zu analysierenden Patienten gehdren. Neueste Studien deuten an, dass die miR-371a-
3p bei Patienten mit Covid-19 Erkrankung erhoht ist (Goebel et al., 2022). Sollten sich diese Studien
bestatigen, wird im Verdachtsfall empfohlen, den Covid-19 Status der Patienten parallel zu
untersuchen.

13.4.3. Cross-Reactivity

Folgende Substanzen wurden auf eine Interferenz mit dem M371-Test getestet: DNA-Verunreinigung,
Proteine, EDTA, Citrate, Heparin, dhnliche miR-Sequenzen (miR-372-3p).

Fir die Interferenztestung wurde CLSI Interference Testing in Clinical Chemistry 3rd ed. genutzt. Initial
wurde eine Serumprobe fir jeden Interferenten in zwei Gruppen aufgeteilt, von denen eine mit einer
dreimal héheren Konzentration an Interferent angereichert wurde, als normalerweise zu erwarten
ware. Die andere Gruppe wurde nicht mit Interferenten angereichert und diente als Kontrolle. Jede
Gruppe wurde in 7 Replikaten gemessen. Uberstieg der Unterschied des Ergebnisses ein vorher
festgelegtes Mal} (50 %) der Test-Gruppe zur Kontrollgruppe, wurde ein Dose-Response Experiment
durchgefihrt.

Bei Verunreinigungen mit DNA, Protein und Heparin zeigte sich ein Einfluss auf den RQ und das
Ergebnis des Tests bereits bei sehr geringen Verunreinigungen.

Obwohl die empfohlene miRNA-Isolierung und &hnliche Methoden DNA und Protein aus den
Serumproben entfernen, kann ein Nicht-Beachten des Herstellerprotokolls eine Kontamination der
Patientenproben mit DNA oder Protein nach sich ziehen. Diese Kontamination kann zu verfalschten
Ergebnissen fiihren. Die mir|detect GmbH empfiehlt deshalb dringend, den Herstellerprotokollen
strikt zu folgen.

Da bereits geringe Mengen Heparin die Ergebnisse der Patientenproben beeinflussen kénnen,
empfiehlt mir|detect GmbH die Verwendung von Sarstedt AG & Co. KG S-Monovette® Serum-Gel zur
Blutabnahme bzw. Serumgewinnung bzw. ein dhnliches Serum-Gel R6hrchen ohne Zusatze.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Zukunft weitere mogliche Interferenzen detektiert
werden.
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13.5. Kurzbericht flr Sicherheit und Leistung

Der aktuelle Kurzbericht fiir Sicherheit und Leistung kann tGiber EUDAMED eingesehen werden oder
Uber das Kontaktformular auf www.mirdetect.de/Service angefordert werden.

14. Bedeutung von Symbolen

Die Verwendung von Symbolen erfolgt anhand der DIN EN ISO 15223-1 (2016) (Medizinprodukte - Bei
Aufschriften von Medizinprodukten zu verwendende Symbole, Kennzeichnung und zu liefernde
Informationen - Teil 1: Aligemeine Anforderungen (ISO 15223-1:2016, korrigierte Fassung 2017-03);
Deutsche Fassung EN ISO 15223-1:2016).

Im Folgenden sind die Symbole mit ihren Bedeutungen dargestellt (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Darstellung von Symbolen und ihren Bedeutungen.

c € CE-Kennzeichnung

IVD In-vitro-Diagnostikum
Ii: Gebrauchsanweisung beachten
REF Artikelnummer

LOT Fertigungslosnummer, Charge

Hersteller

% Distributor

Ausreichend fir <n> Prufungen

//TY Vor Sonnenlicht schiitzen

Temperaturbegrenzung

Verwendbar bis

o
u
®

Bei beschadigter Verpackung nicht verwenden
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15. Anderungen zur vorherigen Gebrauchsanweisung (Version 09)

e Korrektur der Konzentrationen fiir LoD und LoQ in Kapitel 13.1.3. Nachweis- und
Quantifizierungsgrenze (LoD, LoQ)
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27572 Bremerhaven, Deutschland

Flr weitere Informationen und Hilfestellungen besuchen Sie unsere Internetprdsenz oder senden Sie
uns bitte eine E-Mail bzw. rufen Sie uns an:

Website: www.mirdetect.de
E-Mail: info@mirdetect.de
Telefon: +49 (0) 421 /40 89 37 11-0

17.2. Trademarks

Alle in diesem Dokument genannten Warenzeichen, Marken und Namen sind Eigentum der jeweiligen
Firmen.

17.3. Distributor

> Novatec Immundiagnostica GmbH,
/0’ part of Gold Standard Diagnostics Frankfurt
ﬁ Waldstralle 23 A6
63128 Dietzenbach

E-Mail: info@goldstandarddiagnostics.eu
Phone: +49 6074 23698-0
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18. Anhang

Gebrauchsanweisung M371-Test (Version 10)

18.1. Vorlagen fiir die Herstellung des cDNA-Synthese-Mastermixes (MM)

Tabelle 12: Pipettierschema fiir die Herstellung eines cDNA-Synthese-Mastermixes fir 2, 3, 4 und 5
Proben (inkl. 10 % Uberschussvolumen), Rxn = Reaktionen.

Mastermix
(MM)

MM (2 Proben)

MM (3 Proben)

MM (4 Proben)

MM (5 Proben)

4 Rxn (inkl. NC &
optionale PP +

5 Rxn (inkl. NC &
optionale PP +

6 Rxn (inkl. NC &
optionale PP +

7 Rxn (inkl. NC &
optionale PP +

Uberschuss) Uberschuss) Uberschuss) Uberschuss)

Reagenz M| [ul] (] (1]
cDNA Solution 34,36 42,96 51,55 60,14
(schwarz)
Reverse Transcriptase 4,4 5,5 6,6 77
(gelb)
RNase Inhibitor

4 1 1,2 1,4
(durchsichtig) 08 05 25 46
Gesamtvolumen 39,6 49,5 59,4 69,3
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