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1. Denominacién y uso previsto del producto

El M371-Test es un diagndstico in vitro (DIV) certificado segun el Reglamento (UE) 2017/746 DIVR
basado en la medicién de la abundancia relativa (RQ) del marcador tumoral miR-371a-3p. Para ello, se
cuantifican el miR-371a-3p y un control enddgeno en 200 pl de suero o plasma sanguineo mediante
qPCR.

M371-Test es una prueba no automatizada con una interpretacién cualitativa de los resultados que
detecta la presencia de tumores testiculares de células germinales (tipo 2, Germ Cell Neoplasia in situ
derived (TGCT derivado de GCNis) y puede ser utilizada para el diagnéstico y el seguimiento de este
tumor por parte de usuarios profesionales. La poblacién de la prueba incluye pacientes adultos varones
con sospecha o deteccion de tumor testicular de células germinales (tipo Il, TGCT derivado de GCNis).
El resultado de la prueba no puede utilizarse como Unico diagndstico primario de un tumor testicular
de células germinales ni para detectar recidivas. Todo M371-Test positivo debe confirmarse mediante
un procedimiento de diagndstico clinico adecuado.

2. Fundamentos tecnologicos del procedimiento de prueba

El kit del M371-Test contiene todos los reactivos necesarios para realizar el andlisis de sangre para la
deteccion de tumores de células germinales del testiculo a partir de miRNA ya extraido. Se incluye el
archivo de evaluacién del M371-Test opcional para la evaluacién de las muestras.

El procedimiento de deteccidon se basa en la deteccion por fluorescencia del microRNA (miRNA) miR-
371a-3p mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Para medir este marcador tumoral, es necesario
aislar el RNA, incluidos los miRNA, de la muestra del paciente (suero o plasma). Los reactivos para este
primer paso de aislamiento no se incluyen en el kit.

En el siguiente paso, el marcador tumoral miR-371a-3p, asi como un miRNA adicional que sirve de
control enddgeno (en lo sucesivo, denominado miR de referencia), se transcriben en cDNA con
cebadores especificos. En el siguiente paso de preamplificacion, el cDNA se amplifica en una PCR
(preamplificaciéon). A continuacion, se determina la abundancia relativa del marcador tumoral miR-
371a-3p mediante PCR cuantitativa y se normaliza mediante el miR de referencia. Cuanto antes pueda
detectarse una sefial de fluorescencia durante la gPCR, mayor sera el nimero de moléculas del
marcador tumoral o del miR de referencia presentes en la muestra. Estos valores se expresan como
valores «Ct». La abundancia relativa (RQ) de miR-371a-3p se calcula segin el método AACt (Livak y
Schmittgen, 2001) mediante el miR de referencia y un valor fijo (calibrador). Primero se calcula el valor
ACt para cada muestra: ACt = Ct (miR-371a-3p) — Ct (miR de referencia). A continuacidn se calcula la
diferencia entre el valor ACt de la muestray el valor ACt del calibrador, cuya expresion relativa de miR-
371a-3p se establece en 1: AACt = ACt (muestra) — ACt (calibrador). La expresion relativa se calcula
mediante la siguiente férmula: RQ = 2722, E| valor RQ es un multiplo de la expresion del calibrador. El
archivo de evaluacidn opcional («Archivo de evaluacién del M371-Test», consulte el capitulo 3.4.

Accesorios opcionales para el M371-Test) puede realizar estos calculos después de haber
transferido correctamente los valores Ct medidos.

Los resultados del M371-Test deben evaluarse teniendo en cuenta el escenario clinico, dependiendo
de si la prueba se utiliza para realizar un diagndstico primario o para detectar recidivas en el
seguimiento de pacientes con tumores testiculares (tabla 1). En el contexto de un diagndstico primario,
no puede establecerse un resultado claro (INDETERMINATE) (no confirmado) para muestras con una
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abundancia relativa de entre 5y 10, ya que este es el limite de cuantificacidn de la prueba. En tal caso,
el M371-Test debe repetirse con otra muestra al cabo de unas semanas.

Tabla 1: interpretacion de los resultados de M371-Test en funcién del escenario clinico.

Diagnéstico primario (deteccion de tumores primarios)

RQ<5 Negativo, baja probabilidad tumoral
5<RQ<10 Indeterminado (INDETERMINATE), repetir la prueba después de unas semanas
RQ =10 Positivo, alta probabilidad tumoral

Seguimiento (deteccion de recidivas)

RQ < 15 Negativo, baja probabilidad de recidiva
RQ =15 Positivo, alta probabilidad de recidiva
Para una explicacion mas detallada de la evidencia cientifica, consulte el capitulo «13. Datos de

rendimiento especificos» de las presentes instrucciones.

Toda prueba se realiza con un control negativo (NC). Para evaluar y validar los controles, consulte el
capitulo «10.  Andlisis de resultados» de las presentes instrucciones.
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3. Reactivos incluidos en el kit

3.1. Componentes

El M371-Test esta disponible en dos versiones (nimero de articulo MCS0105 y nimero de articulo

MCSO115HT).

Numero de articulo MCS0105: contiene reactivos para cinco muestras de pacientes y cinco controles
negativos. El usuario puede medir cada muestra de forma separada con un control negativo (consulte

la tabla 2).

ATENCION: jen este caso, el control negativo solo se mide una vezen la preamplificaciéon y en la qPCR!

Tabla 2: contenido del kit del M371-Test MCS0105.

Reactivo Recipiente Volumen
[pl]
cDNA Solution (negro) 1 tubo 90
Reverse Transcriptase (amarillo) 1 tubo 13,12
RNase Inhibitor (transparente) 1 tubo 2,49
PreAmp Solution (verde) 1 tubo 350
Target Solution (azul) 1 tubo 328
Control Solution (violeta) 1 tubo 328
PCR-grade water (blanca) 1 tubo 1000

Numero de articulo MCSO115HT: contiene reactivos para cinco muestras de pacientes y un control
negativo. El usuario debe medir todas las muestras en un tnico proceso (consulte la tabla 3).

Tabla 3: contenido del kit del M371-Test MCSO115HT.

Reactivo Recipiente Volumen
[pl]
cDNA Solution (negro) 1 tubo 153
Reverse Transcriptase (amarillo) 1 tubo 22,30
RNase Inhibitor (transparente) 1 tubo 4,24
PreAmp Solution (verde) 1 tubo 786
Target Solution (azul) 1 tubo 770
Control Solution (violeta) 1 tubo 770
PCR-grade water (blanca) 1 tubo 1000
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3.2. Componentes reactivos del M371-Test

cDNA Solution (negro)
e cebadores en forma de horquilla (stem-loop) especificos de miRNA para el miRNA diana y de
referencia

Reverse Transcriptase (amarillo)
e Reverse Transcriptase

PreAmp Solution (verde)
e cebadores especificos de miRNA para el miRNA diana y de referencia
e DNA polimerasa

Target Solution (azul)
e cebadores especificos de miRNA y sonda para el miRNA diana
e DNA polimerasa

Control Solution (violeta)
e cebadores especificos de miRNA y sonda para el miRNA de referencia
e DNA polimerasa

3.3. Informaciéon y documentos sobre el M371-Test

Las instrucciones de uso y los tutoriales en video para realizar el test estan disponibles en el sitio web
de mir|detect en https://www.mirdetect.de/download. Cuando se publiquen las instrucciones de uso
revisadas, se notificard a los clientes la nueva versién por correo electrénico. Puede solicitar una
version en papel de las instrucciones de uso a través del formulario de contacto de nuestro sitio web
(https://www.mirdetect.de/Service/) o por correo electrénico.

3.4. Accesorios opcionales para el M371-Test

El archivo de evaluacion del M371-Test («M371-Test Evaluation File»; solo disponible en inglés) es una
aplicacion informatica de hoja de célculo opcional con féormulas para la evaluacién de muestras y se
transmiten en formato electrénico (por correo electrdnico). Las versiones actualizadas también se
envian por correo electrdnico.

3.5. Sustancias peligrosas y componentes de origen animal en el kit del M371-Test

Los componentes PreAmp Solution, Target Solution y Control Solution contienen formamida en
concentraciones muy bajas. Ninguno de los componentes del M371-Test es perjudicial para la salud.
De conformidad con la Directiva 1999/45/CE y los Reglamentos (CE) 1907/2006 y 1272/2008, no se
precisa una ficha de datos de seguridad para el M371-Test, ya que contiene menos de un 1% de
componentes clasificados como peligrosos y no mas de un 0,1 % de componentes clasificados como
cancerigenos. Por este motivo, mir|detect GmbH no proporciona una ficha de datos de seguridad para
este producto.

Si bien siempre se deben usar guantes protectores, ropa adecuada y gafas de seguridad al trabajar con
estas u otras sustancias quimicas, mir|detect GmbH no asume ninguna responsabilidad por dafios
materiales y/o lesiones derivados del uso o contacto con este producto.
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Una materia prima utilizada para la produccién de la Target Solution y la Control Solution contiene
gelatina animal. El fabricante de la materia prima asegura que el riesgo de contaminacidn por EEB/EET
es insignificante.

Ademas, el riesgo se minimiza mediante el uso de ropa protectora (guantes, bata de laboratorio y gafas
de seguridad, consulte el capitulo «6. Precauciones») y el trabajo bajo una mesa de laboratorio para
preparar PCR mientras se realiza el M371-Test. El M371-Test solo puede ser realizado por usuarios
especializados.

4.  Transporte, almacenamiento y estabilidad

El M371-Test se envia a una temperatura < 0°C por correo urgente. En caso de dafos durante el
transporte, péngase en contacto inmediatamente con la empresa de transporte asi como con
mir|detect GmbH o con nuestro socio de distribucion a través del cual adquirié el M371-Test. Los
datos de contacto figuran en el capitulo «17. Informacidon para el comprador». Los tubos de
reactivos dafiados no deben utilizarse, sino eliminarse inmediatamente. Lo mismo se aplica a los kits
gue no se han refrigerado lo suficiente durante el transporte. No deben mezclarse componentes de
diferentes lotes del kit.

Guarde todos los reactivos del kit entre -23°C y -15°C antes y
-15°C después de abrirlo por primera vez. Proteja de la luz la Target

Solution (azul) y la Control Solution (violeta). Todos los componentes

pueden descongelarse y volver a congelarse hasta ocho veces.

-23°C

Si se cumplen las condiciones de almacenamiento, pueden utilizarse
hasta la fecha de caducidad indicada en el exterior del kit (periodo
de validez maximo: diez meses). No utilice ningun material después
de la fecha de caducidad.
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5.

5.1.

Equipo adicional necesario

Material general de laboratorio

Para utilizar el M371-Test se necesita el siguiente material de laboratorio.

Accesorios opcionales: archivo de evaluacién del M371-Test («M371-Test Evaluation file»)*
Mesa de laboratorio para preparar PCR

Instrumento de PCR convencional

Bloques de refrigeracion para los reactivos en uso

Agitador Vortex

Pipetas con volumen ajustable en los tamafios adecuados

Opcional: dispensador electrénico

Centrifuga de sobremesa con un rotor para tubos de reaccién de 0,2/1,5 ml

Centrifuga de placas para placas PCR

Instrumento de PCR en tiempo real**

* El archivo de evaluacion del M371-Test se validd con Microsoft Excel para Microsoft 365 MSO.
** El M371-Test se validd con los siguientes termocicladores de PCR en tiempo real:

5.2.

LightCycler® 480 Il gPCR Instrument (Roche Diagnostics) con bloque calefactor de 96 pocillos
cobas® z 480 qPCR Instrument (Roche Diagnostics) con bloque calefactor de 96 pocillos
LightCycler® PRO gPCR Instrument (Roche Diagnostics) con bloque calefactor de 96 pocillos
QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific) con bloque calefactor de 96 pocillos
QuantStudio™ 5 Dx (Thermo Fisher Scientific) con bloque calefactor de 96 pocillos

AriaDx (Agilent) con bloque calefactor de 96 pocillos

CFX96™ gPCR Instrument (BioRad) con bloque calefactor de 96 pocillos

Fungibles y reactivos generales

Todos los fungibles deben ser de polipropileno y no contener RNasas, DNasas, DNA ni inhibidores de

la PCR.

Tubo de recogida de sangre*

Criotubos autoportantes

Kit de extraccion de miRNA**

Tubos de reaccién de 1,5 ml con fondo cénico y tapa de seguridad (polipropileno)
Tubos de reaccién para PCR de 0,2 ml (p. ej., tiras de 8 tubos)

Puntas de pipeta con filtro

Opcional: accesorio para dispensador electrénico

Placas de PCR con ldminas de aluminio adhesivas

Aplicador para las laminas de aluminio adhesivas

* Necesarios para la obtencién de suero o plasma. Para suero, se recomienda utilizar S-Monovette®
Serum-Gel (7,5 ml 0 9 ml) Para el plasma, utilice exclusivamente S-Monovette® cfDNA Exact (9,2 ml);
encontrard informacidon mds detallada sobre la obtencién de suero o plasma en el capitulo «8.

Obtencién y procesado de las muestras».

** Necesarios para la extraccién del miRNA. Se recomienda la extraccion de RNA mediante los
siguientes métodos:

Para suero y plasma: kit de suero/plasma miRNeasy Serum de QIAGEN GmbH.
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e Parasueroy plasma: kit de plasmay suero Maxwell® RSC miRNA de Promega
e Solo para plasma: kit de aislamiento de RNA total MagMAX™ mirVana™ con el KingFisher®
Apex Dx de Thermo Fisher Scientific

5.3. Requisitos del instrumento

La instalacién, calibracién, calificacidn funcional y mantenimiento de todos los instrumentos utilizados
debe realizarse de conformidad con las instrucciones del fabricante y es responsabilidad del usuario
de la prueba. El usuario también es responsable de implementar procedimientos de control de calidad
adecuados.

6. Precauciones

El usuario técnico es responsable de cumplir con las normas de laboratorio pertinentes. Llevar siempre
bata de laboratorio, guantes desechables y gafas protectoras adecuados al trabajar con productos
guimicos.

6.1. Precauciones en el laboratorio

Deben respetarse normas como DIN EN ISO 17025 o DIN EN ISO 15189 para evitar el riesgo de
contaminacién cruzada de las muestras de los pacientes antes, durante y después de la extraccion de
RNA. Evite introducir nucleasas en las muestras durante la extraccion. Utilice solo puntas de pipeta con
filtro desechables para evitar la contaminacion cruzada entre las muestras de los pacientes.

Los resultados analiticos pueden verse afectados por una temperatura exterior considerablemente
elevada. Fuera del congelador, mantenga siempre los reactivos y las muestras en bloques de
refrigeracion.

Los reactivos para la gPCR (Control Solution (violeta) y Target Solution (azul)) son sensibles a la luz y
deben protegerse de la luz solar directa. Una exposicidn excesiva a la luz puede afectar a las sondas
fluorescentes.

Los reactivos del M371-Test pueden descongelarse 8 veces como maximo. A partir de entonces, los
reactivos no deben reutilizarse.

El M371-Test solo pueden utilizarlo profesionales familiarizados con métodos de obtencién de
suero/plasma, extraccion de RNA y gPCR.

6.2. Precauciones de proteccion frente a infecciones

Las muestras humanas de sangre y suero/plasma analizadas con esta prueba siempre deben tratarse
como potencialmente infecciosas y deben tomarse todas las precauciones requeridas por la directiva
de seguridad microbioldgica y bioldgica para laboratorios «Directiva 2000/54/CE, sobre la proteccion
de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicién a agentes biolégicos durante el
trabajo» u otras normas relativas a la seguridad bioldgica.
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6.3. Notificacion de incidencias relacionadas con el producto

Notifique inmediatamente todas las incidencias o acontecimientos graves relacionados con el
producto a mir|detect GmbH (vigilance@mirdetect.de) y a las autoridades pertinentes.

No tome ninguna decision relevante desde el punto de vista médico sin antes contactar con un
profesional sanitario.

6.4. Eliminacidn del material y los reactivos de trabajo

Ninguno de los reactivos del M371-Test es perjudicial para la salud. Los reactivos caducados y los
recipientes de reactivos vacios pueden eliminarse en el contenedor de residuos domésticos. Deben
respetarse las disposiciones legales vigentes en cada region. No retire nunca la lamina de las placas
de qPCR usadas y asegurese de que las placas se eliminan integras.

Para la manipulacién y eliminacién de muestras de suero y plasma, asi como de los materiales y
reactivos utilizados para la extraccién de RNA, le rogamos que lea atentamente las instrucciones de
uso de los kits correspondientes y las siga al pie de la letra.

7. Control de calidad

De acuerdo con el sistema de gestion de la calidad con certificacion ISO 13485 de mir|detect GmbH,
todos los lotes del M371-Test se analizan teniendo en cuenta especificaciones predeterminadas para
garantizar una calidad del producto homogénea. Esto asegura una baja variabilidad entre lotes.
Pueden solicitarse los certificados de los lotes al fabricante.
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8. Obtencién y procesado de las muestras

8.1.

Extraccion de sangre y conservacion de muestras

La extraccion de sangre debe ser realizada por personal especializado cualificado, con el fin de reducir
los riesgos asociados para el paciente, y la posterior obtencion y conservacién del suero/plasma deben
llevarse a cabo tal y como se describe a continuacion.

Notas importantes:

e Llene siempre los tubos de sangre hasta el volumen nominal.
e jLas muestras de sangre total no deben congelarse, ya que podria producirse hemdlisis!

Tabla 4: Resumen del procesamiento, la conservacidn y el envio de suero y plasma.

Muestra de suero

Muestra de plasma

Material

Recomendacién:

e S-Monovette® Serum-Gel CAT
9,0 ml, n.2 de articulo
02.1388.001 o

e S-Monovette® Serum-Gel CAT
7,5 ml, n.2 de articulo
01.1602.001

e No utilizar tubos de plasma,
EDTA, heparina o PAXgene

Exclusivamente:
S-Monovette® cfDNA Exact, 9,2 ml,
n.2 de articulo 01.2040.001

Pasos a seguir
inmediatamente
después de la
extraccion de
sangre

e Agitar varias veces la muestra
de sangre en el S-Monovette®
Serum-Gel CAT Yy, a
continuacion, incubarla en
posicidon vertical a temperatura
ambiente durante 30-

60 minutos.

e Centrifugar durante 10 minutos
a 2500 g.

e Con la pipeta, trasvasar el
suero a un criotubo etiquetado

Es posible el envio directo sin
refrigeracion al laboratorio en un
embalaje exterior adecuado. iNo
guardar en el refrigerador ni en el
congelador!

Se ha demostrado que la muestra de
sangre conservada en el S-
Monovette® cfDNA Exact se
mantiene estable durante un
periodo de hasta 48 horas a una
temperatura de hasta 30 °C.

Condiciones de
transporte

Congelado, maximo 96 horas.

Transporte a temperatura ambiente,
maximo 48 horas.

Obtencion de
plasma tras la
recepcion de la
muestra en el
laboratorio

N. a.

e Centrifugar S-Monovette®
cfDNA Exact durante
10 minutos a 2500 g.

e Verter el plasma en tubos de
reaccion adecuados (1,5 ml o
2,0 ml) y centrifugarlo
durante 15 minutos a
15.000 g.

e Trasvasar el plasma con una
pipeta a un tubo criogénico
etiquetado.

Condiciones de
conservacion del
suero/plasma
separado

e Solo si se tiene previsto realizar la extraccion de RNA el mismo dia:
durante un maximo de 6 horas a una temperatura de entre +2 °Cy
+8 °C.
e A-20°Cdurante un maximo de 16 dias.
e Alargo plazo, a -80 °C.
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8.2. Precauciones para la obtencion de suero y plasma

En caso de que el suero o el plasma tenga una coloracion roja perceptible, se recomienda realizar una
medicién fotométrica a una absorbancia de 414 nm. Un valor por encima de 0,3 indica un grado de
hemdlisis potencialmente problematico, que afecta negativamente el resultado analitico del M371-
Test (Myklebust et al., 2019). En este caso, es recomendable volver a extraer sangre y eliminar el suero
o plasma hemolizado.

Un valor de Ct muy bajo (<12) del miR de referencia también puede indicar la presencia de hemolisis y
dificultar la interpretacion del resultado (consulte «10.2.2. miR de referencia »).

Si hay alguna indicacién de que el suero o el plasma es particularmente graso, déjelo reposar un rato
a temperatura ambiente. Esto hard que se forme una capa de grasa que luego podrd eliminarse.

Asegurese de que la capa de Buffy Coats (leucocitica) que queda por encima de los eritrocitos tras la
centrifugacion no se destruye o se recoge junto con el suero. Este paso es especialmente importante
porque la transferencia de esta capa a la capa de suero constituye la mayor fuente potencial de
contaminacidn con miRNA o RNA celular.

8.3 Extraccion de miRNA

Los materiales para la extraccion de RNA o miRNA del suero o plasma de los pacientes no se incluyen
en el M371-Test.

Para evitar la degradaciéon del material de las muestras durante la extraccién del RNA, debe
garantizarse el uso de materiales de trabajo sin RNasas, DNasas ni DNA, asi como de equipos de
proteccion individual. Ademads, debe evitarse la contaminacidn cruzada entre muestras de diferentes
pacientes.

Atencidn: jevite incubaciones demasiado largas y descongelaciones reiteradas, ya que podria
producirse degradacién!

Se recomienda la extraccion de RNA mediante los siguientes métodos:
e Parasueroy plasma: kit de suero/plasma miRNeasy de QIAGEN GmbH.
e Parasueroy plasma: kit de plasma y suero Maxwell® RSC miRNA de Promega
e Solo para plasma: kit de aislamiento de RNA total MagMAX™ mirVana™ con el KingFisher®
Apex Dx de Thermo Fisher Scientific

La extraccion del RNA debe llevarse a cabo segln las instrucciones de uso correspondientes.
mir|detect GmbH recomienda realizar la extraccién de RNA a partir de 200 uL de suero o plasma. Para
conseguir unos resultados homogéneamente eficientes, siga estrictamente las instrucciones del
fabricante del kit de extraccién.

e El miRNA extraido puede utilizarse directamente con el M371-Test.

e El miRNA debe almacenarse a -20 °C durante un mdaximo de 16 dias o a -80 °C durante un
periodo mas largo.

e Atencion: jdebe evitarse la congelacién y descongelacién reiteradas del miRNA, ya que podria
producirse degradacion!
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0. Realizacion del M371-Test

Todos los reactivos del kit del M371-Test estan listos para llevar a cabo la prueba.

9.1. Realizacion general de la prueba

Antes de utilizar el M371-Test por primera vez, es recomendable hacer una prueba con muestras
conocidas. Si necesita ayuda o asesoramiento, pdngase en contacto con mir|detect GmbH (formulario
de contacto en https://www.mirdetect.de/Service/) o con nuestro socio de distribuciéon a través del
cual adquirié el M371-Test. (17.3. Distribuidores).

Para llevar un seguimiento del funcionamiento homogéneo del M371-Test en todos los laboratorios,
mir | detect GmbH recomienda participar en comparaciones periddicas de laboratorios (formulario de
contacto a través de https://www.mirdetect.de/Service/).

Para que el resultado sea valido, debe incluirse un control negativo (NC) PCR-grade water en cada
analisis. Aqui, el control se transcribe en la sintesis de cDNA, pero, a diferencia de una muestra de
paciente, se analiza solo en la medicion final de miR-371a-3p y miR de referencia.

Notas importantes:

e Los componentes Reverse Transcriptase (amarillo) y RNase Inhibitor (transparente) no deben
mezclarse en un agitador Vortex. En su lugar, dé golpecitos en el tubo con el dedo. Mezcle los
componentes restantes en un agitador Vortex durante unos 3 segundos a aproximadamente
2800 rpm antes de usarlas para conseguir que sean homogéneas.

e Centrifugue todos los reactivos del kit durante unos 3 segundos a aproximadamente 2000 g
antes de usarlos para que no queden gotitas en el tapon.

e Retire todas las soluciones del kit de sus condiciones de almacenamiento solo para realizar el
M371-Test. Utilice la Mastermix (MM) de sintesis del cDNA directamente después de su
preparacion. Después de su uso, todas las soluciones deben volver a congelarse
inmediatamente o eliminarse los envases vacios.

e Serecomienda utilizar bloques de refrigeracidn / cooling racks adecuados para todos los tubos
de reaccion, incluidas las tiras de 8 pocillos y la placa de 96 pocillos. Estos facilitan la
manipulacion y garantizan la refrigeracién continua de los reactivos.

e Los programas de temperatura (tablas 7, 9 y 10) especifican las condiciones necesarias para
las respectivas reacciones. Ademas, debe activarse la tapa térmica (recomendada: 105 °C).
Consulte el manual de instrucciones de su instrumento.
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9.2. Realizacion de la sintesis del cDNA

e Descongele brevemente la cDNA Solution (negro) y el PCR-grade water (blanco) a temperatura
ambiente o en el refrigerador.

e Mezcle la cDNA Solution en el agitador Vortex durante aprox. 3 s, centrifugue y guarde en el
bloque de refrigeracion.

e Mezcle la Reverse Transcriptase (amarilla) y el RNase Inhibitor (transparente) agitando (no
mezcle en Vortex), centrifugue y guarde en el bloque de refrigeracion.

Realice los pasos siguientes bajo una mesa de laboratorio para preparar PCR limpia.

e Pipetee la Mastermix (MM) de sintesis del cDNA a partir de la cDNA Solution, la Reverse
Transcriptase y el RNase Inhibitor en un tubo de reaccion adecuado en funcién del nimero de
muestras. Al hacerlo, observe la proporcién de la tabla 5.

e Mezcle la Mastermix (MM) dando golpecitos en el tubo o pipeteando unas cuantas veces y
centrifugue brevemente. Guarde la Mastermix (MM) en el bloque de refrigeracion.

e Con una pipeta, reparta 9 pl de la Mastermix (MM) de sintesis del cDNA por muestra y control
en los tubos de una tira de 8 (consulte la tabla 6).

e Afada 6 pl de muestra o control a cada tubo.

Tabla 5: esquema de pipeteo para preparar una Mastermix (MM) de sintesis del cDNA
Reac. = Reaccion.

Mastermix | Una preparacion MM (2 muestras)
(MM™)
1 Reac. 3 Reac. (incl. el NC y 10% extra)
Reactivo [ui] [wn
cDNA Solution (negro) 7,81 25,77
Reverse Transcriptase (amarillo) 1,00 3,3
RNase Inhibitor (transparente) 0,19 0,63
Volumen total 9,00 29,7

Tabla 6: distribucién de la Mastermix (MM) de sintesis del cDNA y de las muestras en los tubos de
reacciéon de PCR (tiras de 8). Representacion del procedimiento para dos muestras y un control
negativo (NC).

Tubos de reacciéon de PCR
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e Mezcle las preparaciones de sintesis de cDNA dando golpecitos en el tubo o pipeteando unas
cuantas veces y centrifugue brevemente.
e Incube las mezclas de sintesis de cDNA durante al menos 5 minutos en el refrigerador o en

hielo a +4 °C.

e Realice la sintesis de cDNA segun la tabla 7. Asegurese de que la tapa térmica esta activada.
e El cDNA obtenido puede conservarse durante la noche en el frigorifico (entre +4 °C y +8 °C).

Para una conservaciéon mas prolongada, congélelo a -20 °C.

Tabla 7: pardmetros del programa de sintesis de cDNA para un instrumento PCR estandar.

Temperat[t:(r:zla\ objetivo Duracién [hh:mm:ss] Segmento
16 00:30:00 Hibridacién
42 00:30:00 Transcripcién inversa
85 00:05:00 Inactivacion enzimatica
4 hasta 10 oo Refrigeracion
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9.3. Realizacion de la preamplificacidn

e Descongele brevemente la PreAmp Solution (verde) a temperatura ambiente o en el
refrigerador, mezcle durante unos 3 segundos en el agitador Vortex, centrifugue y guarde en
el bloque de refrigeracion.

Realice los pasos siguientes bajo una mesa de laboratorio para preparar PCR limpia.

e Por cada muestra de paciente, prepare tres preparaciones de 16 pl de PreAmp Solution en
tiras de PCR de 8 y afiada 4 pl cada una del cDNA recién sintetizado (consulte la tabla 8).

e Para el control negativo, basta con una PreAmp Solution de 16 pl y una preparacion de cDNA
de 4 pl.

e Mezcle las preparaciones de preamplificacion dando golpecitos en el tubo o pipeteando unas
cuantas veces y centrifugue brevemente.

e Realice la preamplificacion segun la tabla 9. Asegurese de que la tapa térmica esta activada.

e las preamplificaciones listas para su uso pueden conservarse durante toda la noche en el
refrigerador (entre +4 °Cy +8 °C). Para una conservaciéon mas prolongada, congélelo a -20 °C.

Tabla 8: esquema sobre como realizar una preamplificacion para dos muestras y un control
negativo (NC).

Tubos de reacciéon de PCR

(
(
(
(
«

Tabla 9: parametros del programa de preamplificacion para un instrumento PCR estandar.

Ciclos 1;1';'::::;2;? Duracion [hh:mm:ss] Segmento
1 95 00:01:00 Activacién enzimatica
15 95 00:00:15 Desnaturalizacion
60 00:04:00 Hibridacion + alargamiento
1 4 hasta 10 oo Refrigeracion

Nota: es importante asegurarse de que se programa el nimero correcto de ciclos, ya que la entrada
de ciclos puede variar en los distintos sistemas de termocicladores de PCR (nimero total de ciclos o
numero de repeticiones de ciclos).
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9.4.

Preparacion de las muestras preamplificadas

Descongele la Target Solution (azul) y la Control Solution (violeta) protegidas de la luz solar
directa en el refrigerador o brevemente a temperatura ambiente, también protegidas de la luz
solar directa. Descongele PCR- grade water (blanca) a temperatura ambiente. Guarde los
reactivos en el bloque de refrigeracion.

Si es necesario, descongele brevemente las muestras preamplificadas a temperatura ambiente
o en el refrigerador, centrifugue y guarde en el bloque de refrigeracién hasta su uso posterior.

Realice los pasos siguientes bajo una mesa de laboratorio para preparar PCR limpia.

9.5.

Para cada muestra de paciente, prepare 60 ul de PCR-grade water (blanca) en un tubo de
reaccion.

Afada las tres preparaciones de cada muestra al PCR-grade water (3 x 20 ul de productos de
preamplificaciéon = 60 pl + 60 pl de PCR-grade water).

Para el control negativo, prepare 20 ul de PCR-grade water en un tubo de reaccién y afiada los
productos de preamplificacion correspondientes.

Asignacion de la placa gPCR

Mezcle la Target Solution (azul) y la Control Solution (violeta) durante unos 3 segundos en el
agitador Vortex, centrifugue y guarde en el bloque de refrigeracion.

Se necesitan seis pocillos para cada muestra de paciente (tres para la Target Solution y tres
para la Control Solution). Dos pocillos para cada control negativo (consulte la figura 1).
Pipetee 15 pl de la Target Solution o de la Control Solution en las posiciones correspondientes
de la placa qPCR.

Mezcle los productos preamplificados diluidos en el mezclador Vortex durante unos 3
segundos antes de utilizarlos, centrifugue y guarde en el bloque de refrigeracién

Pipetee 5 ul de los productos preamplificados diluidos en las posiciones correspondientes de
la placa gPCR.

Selle la placa gqPCR con un cubreobjetos éptico y alisela sin burbujas con un aplicador de
l[dminas.

Centrifugue la placa PCR con una centrifuga de placas (al menos 2 minutos (en total) a 500 g).

Target Solution
(blue)
miR-371a-3p

Target Solution
(blue)
miR-371a-3p

(violet)
Reference-miR

(violet)
Reference-miR
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Figura 1: asignacion de la placa recomendada de la placa qPCR para la medicién de una muestra (M1)
y un control negativo (NC).
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9.6. Cargarlaplaca qPCR

Consulte la informacién del fabricante relativa a la programacién de su termociclador de PCR en

tiempo real.

e Cree un programa gPCR en el programa informatico del termociclador de qPCR de acuerdo con

la tabla 10.

e Se pueden mantener las velocidades méximas de calefaccion y refrigeracion especificas de

cada instrumento (tabla 11).

e La gPCR debe configurarse como cuantificacion relativa. Ademas del Target miR-371a-3p, el

miRNA de referencia sirve como control enddgeno para la normalizacién.
e Deben realizarse los siguientes ajustes generales:

Volumen de reaccion: 20 pul

Canal de deteccién: FAM

e Abra la tapa de carga del instrumento qPCR y coloque la placa qPCR en el marco. Aseglrese

de que la placa encaja exactamente en el marco. Cierre la tapa de carga.
e Inicie el analisis de gPCR y dé al analisis un nombre Unico.

e Al final del experimento, retire la placa gPCR del instrumento gPCR y eliminela sin retirar la

|dmina protectora.

Caracteristica especial de LightCycler® 4801l y cobas® z 480 (Roche): en los esquemas de asignacion
de placas, las muestras en las mediciones paralelas de miR-371a-3p y miR de referencia deben definirse

como triplicados entre si.

e En el punto «Sample Editor (editor de muestras)», las tres preparaciones para cada muestra
de paciente y cada miRNA deben marcarse como réplicas. Para ello, seleccione tres posiciones

en cada caso y pulse el boton «Make Replicates (hacer réplicas)».
e Ej.: A1-A3 = una réplica, A4-A6 = una réplica (consulte la figura 1)

Tabla 10: perfil de temperatura de la gPCR.

Numero | Paso Temperatura | Duracion | Deteccidn

de [°C] [mm:ss]

ciclos

1 Activacién de la polimerasa | 95 10:00

Desnaturalizacion 95 00:15

40 Hibridacidn/alargamiento | 60 01:00 Medicion de la
fluorescencia al final
de cada ciclo

1 Refrigeracion 37 01:00

Tabla 11: velocidades de calefaccidn y refrigeracién especificas del instrumento de los termocicladores

de qPCR validados.

Termociclador de | Velocidad maxima de calefaccion y refrigeracion
gPCR [°C/s]

LightCycler® 480 Il 4,4 (calefaccion), 2,2 (refrigeracion)

LightCycler® PRO 4,4 (calefaccion), 2,2 (refrigeracion)

cobas® z 480 4,4 (calefaccion), 2,2 (refrigeracion)
QuantStudio™ 5 3,28 (calefaccidn), 2,52 (refrigeracién)
QuantStudio™ 5 Dx 3,28 (calefaccidn), 2,52 (refrigeracién)

AriaDx 6,0

CFX96™ 4,4 (calefaccion), 2,2 (refrigeracion)
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10. Analisis de resultados

Nota: Cp (= Crossing point, punto de cruce) y Ct (= crossing threshold, punto de corte o umbral) son
términos idénticos e intercambiables. En las presentes Instrucciones de uso se utiliza el término Ct.

Una vez finalizada la qPCR, antes de evaluar los valores de Ct, se debe comprobar que las curvas de
amplificacidn sigan la tipica curva sigmoidea.

10.1. Archivo de evaluacion del M371-Test e importacion de los datos

El archivo de evaluacién del M371-Test es un programa informatico opcional que se envia en formato
electrdnico por correo electrénico previa solicitud a través del formulario de contacto de nuestro sitio
web (https://www.mirdetect.de/Service/). El archivo denominado «M371-Test Evaluation File» solo
estd disponible en inglés. Debe utilizarse siempre la tltima versién del archivo de evaluaciéon del M371-
Test para una evaluacién fiable y segura. Tan pronto como esté disponible una nueva version, se
informara por correo electrénico a los clientes que ya hayan recibido el archivo de evaluacién. Para
garantizar un uso seguro, el archivo de evaluacién del M371-Test contiene dreas bloqueadas que no
pueden ni deben modificarse. Las celdas editables se resaltan en verde claro, como el nombre de las
muestras y el drea para insertar los datos de la gPCR. Después de introducir los datos del analisis de
gPCR en el archivo de evaluacion del M371-Test, se calcula automaticamente la abundancia relativa
(RQ) del miR-371a-3p y se muestra el resultado de la prueba.
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10.2. Analisis de resultados

Ajustes del analisis:

Tabla 12: ajustes del analisis especificos del instrumento.
Termociclador de
gPCR

LightCycler® 480 1l | Abs Quant/2nd Derivative Max

Umbral Linea de base

LightCycler® PRO Baseline Substracted

El ciclo inicial y final deben
seleccionarse para no tener en cuenta
QuantStudio™ 5 Auto threshold el ruido inicial de la sefial y para que la
linea de base termine antes de que se
detecte una fluorescencia significativa.

cobas® z 480 Abs Quant/2nd Derivative Max

QuantStudio™ 5 Dx | Auto threshold

Aria Dx Auto threshold

CFX96™ Baseline Substracted Curve Fit

A continuacién se describe el andlisis de resultados con el archivo opcional de evaluacién del M371-
Test. El procedimiento aqui descrito se refiere al LightCycler® 480 Il qPCR Instrument de Roche
Diagnostics con bloque calefactor de 96 pocillos y version de software 1.5.x. Cuando utilice otros
termocicladores de gPCR validados, aseglrese de que los valores Median Ct se transfieren
correctamente a la pantalla de entrada del M371-Test. Los ajustes del analisis especificos del
instrumento de los sistemas de termocicladores de gPCR validados pueden verse en la tabla 12.

e Enel programa informatico LightCycler® 480, seleccione el experimento anterior y haga clic en
la pestafia «Analysis» (analisis).

e Seleccione «Abs Quant/2nd Derivative Max» (cuant. abs./max. 2.2 derivada) para todas las
muestras y haga clic en «OK».

e Seleccione «Median» (mediana) en lugar de «Mean» (media) en el menu desplegable de la
parte inferior derecha y haga clic en «Calculate» (calcular) en la parte inferior izquierda.

e la mediana de los valores de Ct de miR-371a-3p y el miR de referencia se calcula
automaticamente para cada muestra y se muestra en «Replicate Statistics» (estadisticas de las
réplicas), en la parte inferior izquierda.

e Todos los resultados de la tabla de resultados «Replicate Statistics» (estadisticas de las
réplicas) deben transferirse al archivo de evaluacion del M371-Test. Para ello, haga clic en el
campo «Replicate Statistics» (estadisticas de las réplicas), marque todos los datos con Ctrl + A
y, a continuacioén, copie los datos con Ctrl + C.

e Cambie al archivo de evaluacidn del M371-Test y siga las instrucciones que alli se indican para
la transferencia de datos.

e Los resultados del control negativo para la medicién de miR-371a-3p y el miR de referencia
deben introducirse manualmente en el archivo de evaluaciéon. Manteniendo el cursor (puntero
del raton) sobre la posicion del pocillo correspondiente en el programa informatico
LightCycler®, se muestra el valor Ct medido.

e El archivo de evaluacidon contiene columnas de resultados separadas para el diagndstico
primario y el seguimiento. Debido a los diferentes umbrales, los resultados de estas columnas
pueden diferir. Hay que tener cuidado de leer el resultado de la columna correspondiente al
escenario respectivo.
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10.2.1. Control negativo

En cada analisis de qPCR, debe utilizarse un control negativo (NC, PCR-grade water) tanto para la
medicion de miR-371a-3p como para la del miR de referencia, a fin de confirmar el buen
funcionamiento del test.

Un andlisis de qPCR es VALID (valido) si tanto el control negativo de miR-371a-3p como el control
negativo del miR-referencia dan como resultado NEGATIVO. El control negativo da como resultado
negativo si el valor de Ct de ambos miRNA medidos es de al menos 10 ciclos mds que el valor mas alto
del miRNA correspondiente de una muestra o es igual o superior a 35.

Un andlisis de qPCR es INVALID (invalido) si el control negativo da POSITIVO. El control negativo de la
determinacién del miR-371a-3p y del miR de referencia es positivo si el valor de Ct para el miRNA

medido especificamente es inferior a 10 ciclos posterior al valor mas alto de una muestra.

Si los controles negativos dan POSITIVO, las muestras procesadas junto con estos controles no pueden
evaluarse. Si pasa esto, debe repetirse el M371-Test con todas las muestras.

El archivo de evaluacién del M371-Test indica si todos los controles cumplen los requisitos (controles
del =» archivo de evaluacion del M371-Test: CN miR371 y CN miR de referencia).

10.2.2. miR de referencia

El miR de referencia indica si habia suficiente cantidad de miRNA en cada muestra. El resultado de
gPCR del miR-371a-3p depende del resultado del miR de referencia.

El rango normal para el valor de Ct del miR de referencia con el LightCycler® 480 Il Instrument esta
entre 12y 22. En este caso, hay suficiente miRNA y los resultados son validos.

Si el valor de Ct del miR de referencia de una muestra es superior a 22, significa que la cantidad inicial
tras la extraccion del RNA es muy baja, lo que puede dar lugar a un diagndstico ambiguo.

Si el valor de Ct del miR de referencia de una muestra es inferior a 12, es posible que haya habido
hemodlisis y, por lo tanto, no puede confirmarse el estado del tumor tomando como base esta muestra.

Las muestras de pacientes con un valor de Ct del miR de referencia inferior a 12 o superior a 22 deben
volver a obtenerse y procesarse con el M371-Test.

10.2.3. Evaluacion de las pruebas

La evaluacion de los resultados de test en funcidn del escenario clinico se describe en el capitulo «2.
Fundamentos tecnoldgicos del procedimiento de prueba».

Instrucciones de uso del M371-Test Version 16 Pagina 22 de 34



11. Guia de resolucion de problemas (Troubleshooting Guide)

e Siun control negativo de un analisis de gPCR no cumple los requisitos, debe repetirse el analisis
completo (incluso el control negativo del miR-371a-3p y del miR de referencia).

e Las sefales no deseadas en los controles negativos pueden deberse a una tapa térmica no
activada durante la sintesis del cDNA o la preamplificacion. Los cambios de concentracidon no
deseados se producen debido a la condensacidn en las tapas de los tubos de reaccidon. Para
evitarlo, debe programarse una temperatura de la tapa térmica de 105 °C.

e Si el valor de Ct del miR de referencia de una muestra es superior a 22, esta muestra debe
volver a obtenerse y a procesarse con el M371-Test porque la cantidad del material de partida
era insuficiente.

e Sielvalorde Ct del miR de referencia de una muestra es inferior a 12, esta muestra debe volver
aobtenersey a procesarse con el M371-Test porque probablemente la muestra original estaba
hemolizada.

e Sila RQ de una muestra del diagndstico primario es de entre 5 y 10 (rango indeterminado),
vuelva a extraer sangre del paciente al cabo de un tiempo y repita la medicion.

e Silas curvas de amplificacién no siguen la tipica curva sigmoidea, deberia centrifugar la placa
gPCR durante un poco mas de tiempo en el siguiente ciclo.

e Programa informatico LightCycler® 480 Il: si falta la tabla «Replicate Stats (estadisticas de las
réplicas), compruebe si las réplicas de una muestra de paciente estan asignadas entre si como
réplicas.
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12.

Limitaciones del procedimiento

La prueba solo es apropiada para diagndstico in vitro.

La prueba esta disefiada exclusivamente para la deteccidon de tumores testiculares de células

germinales de tipo Il (Germ Cell Neoplasia in situ derived GCTs).

El test no ha demostrado ninguna funcidon prondstica (prediccion de recidiva tras la

intervencién), pero puede utilizarse para el seguimiento de pacientes con tumores

testiculares.

Hay indicios de que, tras una orquiectomia, la normalizacién de los niveles de miR-371a-3p por

debajo del umbral tarda bastante tiempo, a pesar de su corta vida media. Incluso en ausencia

de tumor, los resultados de las pruebas postoperatorias pueden ser positivos si el intervalo de

tiempo entre la intervencion quirdrgica y la toma de muestras no ha sido lo suficientemente

largo. En este caso, se recomienda repetir el M371-Test mas adelante. La cinética de la

normalizacién postoperatoria es objeto de un estudio en curso.

Solo se validaron los termocicladores de gPCR mencionados en el capitulo «5.1.
Material general de laboratorio».

El test se ha desarrollado para el andlisis del miR-371a-3p en suero o plasma. Para las muestras

de suero, se recomienda utilizar el S-Monovette® Serum-Gel CAT de 7,5ml (n.2 de art.

01.1602.001) o de 9 ml (n.2 de art. 02.1388.001) de Sarstedt AG & Co. KG. Para el plasma, solo

estd autorizado el S-Monovette® cfDNA Exact de 9,2 ml (n.2 de articulo 01.2040.001) de

Sarstedt AG & Co. KG.

Deben observarse las indicaciones para la obtencion y procesado de muestras que figuran en

el capitulo «8. Obtencién y procesado de las muestras»

Este producto solo puede ser utilizado por personas con experiencia en la realizacién de

pruebas PCR.

El resultado de la prueba no puede utilizarse como Unico diagndstico primario de un tumor

testicular de células germinales ni para detectar recidivas. Todo M371-Test positivo debe

confirmarse mediante un procedimiento de diagnoéstico clinico adecuado.

El resultado del M371-Test debe evaluarse en el contexto de otros pardmetros clinicos.

Los teratomas puros no muestran practicamente ninguna expresion aumentada del marcador

tumoral miR-371a-3p-3p, por lo que esta entidad tumoral no es detectable (Dieckmann et al.,

2017; 2019).

El miR de referencia se expresa de forma aumentada en el tejido cerebral de los enfermos de

Alzheimer (Song et al., 2019). Actualmente se desconoce si esto también se aplica a la

concentracién del miR de referencia en el suero o plasma de estos pacientes. En este caso,

pueden producirse resultados falsos negativos.

Un aumento de la hemdlisis provoca un aumento de la liberacién del miR de referencia

detectado en la prueba. Esto da lugar a una reduccidn considerable de los valores Ct del miR

de referencia, lo que puede conducir a valores RQ falseados vy, en el peor de los casos, a un

resultado falso negativo de la prueba (Myklebust et al., 2019).

No puede descartarse que miR-371a-3p se exprese a un nivel aumentado en los pacientes con

Covid-19 (Goebel et al., 2022).

En el suero de los pacientes con mieloma multiple se observan niveles, en algunos casos muy

elevados, de miR-371a-3p (Belge et al., 2025).

Instrucciones de uso del M371-Test Version 16 Pagina 24 de 34



13. Datos de rendimiento especificos

13.1. Rendimiento analitico
13.1.1. Sensibilidad analitica

La menor diferencia cuantificable en los valores de RQ y Ct se calculé mediante 3 niveles de dilucién
de muestras de miRNA mimico compuestas por miR-371a-3p y miR de referencia. Cada diluciéon se
midié en 10 réplicas con un lote del kit. La diferencia cuantificable mds pequefia detectada fue de
0,52 pmol/I.

13.1.2. Especificidad analitica

Se midieron tres muestras diferentes simuladas de pacientes (con expresion alta, media y sin expresion
de miR-371a-3p) con contaminacidn alta, baja y sin contaminacién (DNA, contaminacion proteinica).
Se utilizé el mismo lote del M371-Test para todas las mediciones. Los resultados se examinaron
mediante andlisis de regresién.

El valor Ct de miR-371a-3p aumentd en las muestras de alta expresion debido a la contaminacidn. Esto
puede dar lugar a un RQ més bajo (p=0,005, R?=0,698).

En las muestras de expresion moderada, la contaminacion DNA/proteina dio lugar a valores Ct
significativamente mds altos de miR-371a-3p y miR de referencia, asi como a valores RQ (p=0,001,
R2=0,798; p=0,004, R?>=0,711; p=0,001, R?>=0,812).

A la vista de los resultados, debe prestarse especial atencién a la correcta extraccién de miRNA segun
el protocolo del fabricante para evitar la posible contaminacidn de la muestra de un paciente.

13.1.3. Limite de deteccidn y cuantificacion (LoD, LoQ)

El limite de deteccidn (LoD) y el limite de cuantificacidn (LoQ) del M371-Test se determinaron en una
serie de dilucidn de miR-371a-3p con seis niveles de dilucion y del miR de referencia a concentracion
constante con seis réplicas cada uno. Todas las mediciones se realizaron con un solo lote del M371-
Test.

El limite de deteccién (LoD) se definié de antemano de forma que al menos 5/6 diluciones debian ser
detectables. Este fue el caso en el experimento hasta una concentracién de 7,575 fM. El coeficiente de
variacion fue del 77,33 %.

El limite de cuantificacion (LoQ) se definié de antemano para que el coeficiente de variacion fuera
como maximo del 50 %. Este fue el caso hasta una concentracién de 30,3 fM. Para esta concentracion,
el coeficiente de variacidon es del 44,07 %. El valor RQ medio en el LoD es de 1,05; el valor RQ medio
en el LoQ es de 8,71. Esto significa que el LoQ esta justo por encima del valor de corte de RQ = 5. Dado
que los valores por debajo de 8,71 no pueden cuantificarse con precisién, el valor umbral para el
diagndstico primario se amplié a un rango de umbral que incluye valores de RQ de 5 a 10. Los valores
dentro de este rango no pueden medirse con precision y se consideran indeterminados
(INDETERMINATE).
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13.1.4. Linealidad

Para la medicién de la linealidad, se diluyé una muestra de miRNA mimico 1:10 seis veces a una
concentracion de 500 pM. Cada dilucion fue medida tres veces de forma independiente por el mismo
operador utilizando un lote del M371-Test en dias diferentes. De ello se desprende una eficiencia de
la PCR del 90 % de media, con un coeficiente de correlacidn (R?) de entre 0,993 y 0,997. Al observar los
valores de miR-371a-3p-Ct, se encontraron concentraciones de entre 5 fM y 500 fM en el rango lineal.
A una concentracion de 0,5 fM, el miR-371a-3p no era detectable.

13.2. Precision
13.2.1. Precisién de repeticion

La reproducibilidad de los resultados de la prueba se determind analizando repetidamente muestras
a cuatro concentraciones diferentes (alta, media, baja y sin expresiéon de miR-371a-3p). Cada muestra
se proceso en 30 réplicas utilizando un lote del operador del M371-Test. El coeficiente de variaciéon
para las muestras de expresion alta y media es aproximadamente del 14 %. Para las muestras de baja
expresion, el coeficiente de variacion es de hasta el 85 %, por lo que debe tenerse en cuenta el limite
de cuantificacion en la evaluacidon. Las muestras que representan a pacientes libres de tumores pueden
tener un coeficiente de variacidn del 127 %. Esto se observé a una concentracidon de 5 fM. Como esta
concentracion esta por debajo del limite de deteccién (7,575 fM), un coeficiente de variacion mas alto
no es problematico.

13.2.2. Precisidon comparativa
Para determinar la precisién comparativa, se estudiaron los pardmetros siguientes:

e Distintos operadores
e Distintos fungibles (placas de gPCR)
e Distintos laboratorios (distintos termocicladores de PCR y gPCR [LightCycler® 4801I])

Se midieron cuatro concentraciones diferentes de muestras por operador en dos réplicas (alta, media,
baja y sin expresion de miR-371a-3p). Se midieron cuatro concentraciones (alta, media, baja y sin
expresion de miR-371a-3p) por tipo de placa con cuatro réplicas cada una. Se midieron cuatro
concentraciones (alta, media, baja y sin expresién de miR-371a-3p) por laboratorio con cuatro réplicas
cada una.

Los operadores y fungibles, como las placas de gqPCR, no afectaron de forma significativa la RQ de las
muestras analizadas (p= 0,09 - 0,33, Kruskal Wallis o p= 0,25 - 0,81, U de Mann-Whitney U). Al
comparar dos laboratorios, se encontrd una diferencia significativa en el rango superior de la RQ
(p=0,014, U de Mann-Whitney en el rango RQ 200-2000). Sin embargo, esto no afectd al rango limite
de decision clinica (RQ= 10) y se situé en el rango de 21-22 % para el coeficiente de variacién.

13.3. Eficacia clinica

La eficacia clinica del M371-Test se demostrd en un estudio multicéntrico llevado a cabo en 37
hospitales de Alemania, Austria, Suiza, Hungria e Italia (Dieckmann et al., 2019). En el estudio, se
analizaron muestras de suero de 616 pacientes con tumores de células germinales y de 258 pacientes
control con el M371-Test. Para determinar la eficacia clinica para el diagndstico primario, se
compararon muestras de 522 pacientes con tumores, incluidos 323 seminomas y 199 no seminomas,
con muestras de 258 pacientes de control.
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En el diagndstico primario de los tumores de células germinales, el M371-Test mostré una sensibilidad
del 91,8 % y una especificidad del 96,1 %. EI AUC (area bajo la curva ROC) fue de 0,970 y el valor
predictivo positivo del 97,2 % (tabla 13).

Tabla 13: pardmetros de eficacia clinica del M371-Test (de Dieckmann et al. 2019).

Grupo AUC Sensibili | Especifi | PPV* NPV* LR+ LR-
dad cidad

GCT  (n=522) vs. | 0,970 91,8 96,1 97,2 82,7 23,675 | 0,086
controles (n=258) (0,958 — | (89,1 -] (93,0 —|(929 -|(740 -] (12,89 -| (0,06 -

0,981) 94,0) 98,1) 99,2) 89,45) 43,49) 0,11)
Seminoma (n=323)vs. | 0,964 89,8 96,1 - - - -
controles (n=258) (0,949 - | (85,9 —| (93,0 -

0,979) 92,8) 98,1)
No seminomas (n=199) | 0.978 95,0 96,1 - - - -

vs. controles (n=258) (0962 — | (91,0 —| (93,0 -
0.994) 97,6) 98,1)

CS | (n=371) wvs.| 0.958 88,9 96,1 - - - -
controles (n=258) (0.942 — | (85,3 —| (93,0 -

0.974) | 92,0) 98,1)
CS I/l (n=151) vs.|0.998 | 98,7 96,1 - - - -
controles (n=258) (0.995 - | (95,3 —| (93,0 -

1,0) 99,8) 98,1)
Recidivas (n=46) wvs. | 0.921 82,6 96,1 - - - -
controles (n=258) (0.862 — | (68,6 —| (93,0 -

0.981) 92,2) 98,1)
*Los parametros de eficacia clinica PPV y NPV parten de una n = 155 de GCT y una n =90 de controles.
AUC: Area under the curve (area bajo la curva); CS: Clinical stage (estadio clinico); GCT: Germ cell tumor
(tumor de células germinales); LR+: Positive likelihood ratio (razén de probabilidad positiva); LR—:
Negative likelihood ratio (razén de probabilidad negativa); PPV: Positive predictive value (valor
predictivo positivo); NPV: Negative predictive value (valor predictivo negativo). Valores entre
paréntesis = intervalo de confianza del 95 %.

Se pudieron determinar correctamente las recidivas de los pacientes con GCTen 10de 10y en 4 de 4
recidivas, respectivamente, usando el aumento de la expresién del miR-371a-3p (Dieckmann et al.,
2017; van Agthoven et al., 2017). Otro grupo demostrd que habia un aumento de la expresion del miR-
371a-3p durante la recidiva en muestras de 10 pacientes con TGCT (Terbuch et al., 2018).

Dieckmann et al. obtuvieron una sensibilidad del 83 % en n = 46 recidivas de TGCT con normalizacién
de los niveles séricos de miR-371a-3p tras un tratamiento eficaz para la recidiva (Dieckmann et al.,
2019). Rosas Plaza X et al. también observaron un aumento del miR-371a-3p al producirse recidiva
(Rosas Plaza et al., 2019).

En una serie de n = 151 pacientes con TGCT en estadio clinico 1, Lobo et al. se encontraron conn =34
casos de recidiva. De estos, pudieron detectar n = 32 (94 %) con la medicidn del miR-371a-3p, mientras
que el patrén oro clasico (AFP y B-hCG) solo aumenté en el 38 % de los casos (Lobo et al., 2020).

La fiabilidad con la que la expresion del miR-371a-3p es indicadora de recidiva fue corroborada mas
adelante por Fankhauser et al. En un estudio con 30 pacientes, se detecté un aumento de la expresion
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del miR-371a-3p en 10/10 pacientes con recidiva, mientras que la cantidad de miR-371a-3p
incrementd solo en un paciente sin recidiva (Fankhauser et al., 2022). Este aumento ya se habia
normalizado en la siguiente determinacién, lo que apunta a que, incluso después de un aumento de la
expresion, debe hacerse un seguimiento de la cantidad de miR-371a-3p mediante otra determinacion.
Las recidivas pudieron detectarse, de mediana, 2 meses antes que con los métodos convencionales;
en un paciente, incluso se pudo detectar 5 meses antes (Fankhauser et al., 2022).

El estudio actualmente mas exhaustivo sobre la eficacia del M371-Test en el seguimiento de pacientes
con tumores germinales testiculares en estadio clinico | incluyé a 258 pacientes y se les observé
durante un periodo medio de 18 meses. El test fue positivo en los 39 pacientes que desarrollaron una
recidiva durante este periodo. Las recidivas se detectaron con una sensibilidad del 100 %, mientras
que se alcanzd una especificidad del 96,3 % (Belge et al., 2024). Debe tenerse en cuenta que en este
estudio de seguimiento se utilizd una expresién relativa de RQ = 15 como umbral para la deteccion de
recidivas, lo que difiere del umbral utilizado en el diagndstico primario (RQ =5, Dieckmann et al., 2019)
(consulte también «2. Fundamentos tecnolégicos del procedimiento de prueba»). Aunque los
marcadores séricos cldsicos B-hCG y AFP pudieron detectar recidivas con una especificidad del 91,8 %,
solo alcanzaron una sensibilidad del 45,2 %. En la tabla 14 se resumen mas detalles sobre la
sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos positivo y negativo del M371-Test en
comparacion con los marcadores séricos clasicos en el seguimiento de pacientes con tumores de
células germinales en estadio clinico I.

Tabla 14. Caracteristicas de eficacia clinica del M371-Test en el seguimiento de pacientes con GCT en
estadio clinico | en comparacién con los marcadores séricos cldsicos (de Belge et al., 2024).

Recidivas confirmadas Casos sin recidiva PPV [%] NPV [%]
clinicamente
Marcado n VP FN Sensibilidad n VN FP Especificid
r [%] ad [%]
M371, 39 39 0 100,0 219 211 8 96,3 83,0 100,0
todos los (100,0 - 100,0) (93,9 -98,8) (72,2-93,7) | (100,0-100,0)
GCT
M371, 17 17 0 100,0 172 166 6 96,5 73,9 100,0
S (100,0 - 100,0) (93,8-99,3) | (56,9-91,8) | (100,0-100,0)
M371, 22 22 0 100,0 47 45 2 95,7 91,7 100,0
NS (100,0 - 100,0) (92,9-100,0) | (80,7-100,0) | (100,0-100,0)
B-hcaG 31 11 20 35,5 196 192 4 98,0 73,3 90,6
(19,2 - 54,6) (94,9-99,4) | (51,0-95,7) (86,6 —94,5)
AFP 32 8 24 25,0 196 184 12 93,9 40,0 88,5
(11,5 -43,4) (89,5-96,8) | (18,5-61,5) (84,1-92,8)
B-hCG / 31 14 17 45,2 196 180 16 91,8 46,7 91,4
AFP (27,3 -64,0) (87,1-95,3) | (28,8-64,5) (87,4-95,3)

GCT: tumor de células germinales, S: seminoma, NS: no seminoma, B-hCG/AFP: casos con al menos un
marcador sérico positivo B-hCG y/o AFP, n: nimero de casos registrados, VP: verdadero positivo, FN:
falso negativo, VN: verdadero negativo, FP: falso positivo, NPV: valor predictivo negativo, PPV: valor
predictivo positivo. Valores entre paréntesis = intervalo de confianza del 95 %.
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Con plasma como matriz de muestra, el M371-Test ofrece unos resultados diagndsticos comparables.
Segun los conocimientos actuales, la sensibilidad del plasma es del 92,5 %, mientras que se alcanza
una especificidad del 100 % (Heidenreich et al., 2026).

13.4. Interferencia

13.4.1. Hémolisis

Un aumento de la hemdlisis provoca un aumento de la liberacién del miR de referencia detectado en
la prueba. Esto da lugar a una reduccién considerable de los valores Ct del miR de referencia, lo que
puede conducir a valores RQ falseados y, en el peor de los casos, a un resultado falso negativo de la
prueba. Se analizaron 20 sueros de pacientes para determinar la hemdlisis mediante tincion y
mediante medicion fotométrica (414 nm). Cada muestra se midié simplemente utilizando el M371-
Test. El grado de hemdlisis tuvo un efecto significativo en la medicidn del miR de referencia (p=0,002).
Un mayor grado de hemdlisis dio lugar a un valor Ct inferior del miR de referencia (R>=0,437-0,743).

13.4.2. Otros estados médicos

e En pacientes con enfermedad de Alzheimer, se observaron concentraciones elevadas del miR
de referencia en el tejido cerebral (Song et al., 2019). Por el momento se desconoce si en el
suero o el plasma de estos pacientes también hay concentraciones elevadas del miR de
referencia que pudieran falsear el resultado del test.

e Segun un estudio, se han observado valores elevados aislados de miR-371a-3p en el suero de
pacientes con COVID-19 (Goebel et al., 2022).

e En el suero de los pacientes con mieloma multiple se observan niveles, en algunos casos muy
elevados, de miR-371a-3p (Belge et al., 2025).

13.4.3. Reactividad cruzada

Se ha comprobado si las siguientes sustancias interfieren con el M371-Test: contaminacion por DNA,
proteinas, EDTA, citratos, heparina, secuencias similares de miR (miR-372-3p).

Para las pruebas de interferencia se utilizé CLSI Interference Testing in Clinical Chemistry 3rd ed.
Inicialmente, se dividié una muestra de suero para cada interferente en dos grupos, uno de los cuales
se enriquecié con una concentracién de interferente tres veces superior a la que cabria esperar
normalmente. El otro grupo no se enriquecié con interferente y sirvié de control. Cada grupo se midié
en 7 réplicas. Si la diferencia en el resultado superaba un nivel predeterminado (50 %) del grupo de
prueba con respecto al grupo de control, se realizaba un experimento de dosis-respuesta.

La contaminacion con DNA, proteinas y heparina mostrd una influencia sobre la RQ y el resultado de
la prueba incluso a niveles muy bajos de contaminacion.

Aunque los métodos recomendados de aislamiento de miRNA y similares eliminan el DNA vy las
proteinas de las muestras de suero, el incumplimiento del protocolo del fabricante puede dar lugar a
la contaminacidn de las muestras de los pacientes con DNA o proteinas. Esta contaminacion puede dar
lugar a resultados falsificados. mir|detect GmbH recomienda encarecidamente, por tanto, seguir los
protocolos del fabricante.

Como incluso pequefias cantidades de heparina pueden influir en los resultados de las muestras de los
pacientes, mir|detect GmbH recomienda el uso de S-Monovette® Serum-Gel CAT o de S-Monovette®
cfDNA Exact (ambos de Sarstedt AG & Co. KG) para la extraccién de sangre y la obtencion de suero o
plasma.

No puede descartarse la deteccion de mas interferencias en el futuro.
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13.5. Summary of Safety and Performance (Resumen de seguridad y eficacia)

El resumen mas reciente de la seguridad y la eficacia («Summary of Safety and Performance») puede
consultarse a través de EUDAMED (https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home) o
solicitarse a través del formulario de contacto en www.mirdetect.de/Service.

14. Explicacion de los simbolos

El uso de los simbolos se sustenta en la norma DIN EN ISO 15223-01:2021 (Productos sanitarios.
Simbolos a utilizar en las etiquetas, el etiquetado y la informacién a suministrar - Parte 1: Requisitos
generales (ISO 15223-1:2016, version corregida 2017-03); version alemana EN ISO 15223-1:2016). Los
simbolos y su significado se muestran a continuacion (consulte la tabla 15).

Tabla 15: simbolos utilizados y descripcién del significado

C € XXXX

Marcado CE + cédigo del organismo notificado
(XXXX)

IVD Diagndstico in vitro
Siga las instrucciones de uso electrdnicas
REF Numero de articulo
LOT Numero de lote
uUDI Informacién sobre el UDI
xx [Re emeerirte s (50 o

Fabricante

Distribuidor

4K Kk

Suficiente para <n> ensayos

/,
o<
\

)
Z

Proteger de la luz solar directa

Intervalo de temperaturas

Fecha de caducidad

@]

No utilizar si el envase esta dafiado
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15. Cambios en las instrucciones de uso anteriores

15.1. Cambios con respecto a la version 15

e Sustitucién del simbolo de instrucciones de uso (ISO 7000-1641) por el simbolo de
instrucciones de uso electrdnicas (ISO 7000-3500).

e Se afiade la posibilidad de utilizar plasma obtenido con S-Monovette® cfDNA Exact
(capitulos 1, 2, 5.2, 6.1,6.2, 6.4, 8,12, 13.4.2 y 13.4.3).

e Incorporacion del kit de aislamiento de RNA total MagMAX™ mirVana™ con KingFisher® Apex
Dx (Thermo Fisher Scientific) (para plasma) y el kit de plasma y suero Maxwell® RSC miRNA
de Promega como método adicional para el aislamiento de RNA en los capitulos 5.2 y 8.3.

e Resumen en forma de tabla sobre la obtencién y la manipulacién de muestras en el
capitulo 8.1.

e Nueva referencia a Heidenreich et al., 2026, en el capitulo 13.3.

e Capitulo 17.3 «Distribuidores»: nueva referencia a la lista de distribuidores en el sitio web de
mir|detect GmbH.
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17. Informacioén para el comprador

17.1. Fabricante

mir|detect GmbH
Fischkai 1
27572 Bremerhaven, Alemania

Para mds informacion o asistencia técnica, visite nuestra pagina web o pdngase en contacto con
nosotros por correo electrénico o teléfono:

Sitio web: https://www.mirdetect.de
Correo electrénico: info@mirdetect.de
Teléfono: +49 (0) 421 /408937 11-0

17.2. Marcas

Todas las marcas comerciales, marcas y nombres mencionados en este documento son propiedad de
las empresas respectivas.

17.3. Distribuidores

Puede consultar la lista de nuestros socios distribuidores en nuestro sitio web:
https://www.mirdetect.de
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18. Anexo

18.1. Plantillas para calcular los volumenes de la Mastermix (MM) de sintesis del

cDNA

Tabla 16: esquema de pipeteo para preparar una Mastermix de sintesis del cDNA para 2, 3,4y 5
muestras (incl. un 10% extra), Reac. = Reacciones

Mastermix MM (2 MM (3 MM (4 MM (5
(MM) muestras) muestras) muestras) muestras)
3 Reac. (incl. eINCy | 4 Reac. (incl. el NC 5 Reac. (incl. el NC 6 Reac. (incl. el NC

R i extra) y extra) y extra) y extra)

eactivo [11] [11] [11] [11]
cDNA Solution 25,77 34,36 42,96 51,55
(negro)
Reverse Transcriptase 33 a4 5s 66
(amarillo) ’ ’ ! ’
RNase Inhibitor 0,63 0,84 105 125
(transparente)
Volumen total 29,7 39,6 49,5 59,4
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