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1. Utilizagdio prevista

O kit de teste EarlyCDT Lung destina-se a ser utilizado como um imunoensaio de detecd@o
in vitro de um painel de sete autoanticorpos contra o cancro do pulméo em seres
humanos, para ajudar na detegéo precoce do cancro do pulmdéo em doentes de alto risco
e na estratificagéo do risco de doentes com nbédulos pulmonares indeterminados
identificados por TC.

O kit de teste EarlyCDT Lung foi concebido para utilizag@o profissional e os resultados
analiticos deverdo ser interpretados por profissionais médicos juntamente com todas as
outras informacgdes clinicas disponiveis. O teste destina-se a ser utilizado com soro
humano recolhido em tubos com ativador de coagulagdo ou com gel ou utilizado com
plasma recolhido em tubos com EDTA.

2. Introducdio e nogdes basicas sobre o teste

O cancro do pulmé&o é a principal causa de todas as mortes relacionadas com o cancro
em todo o mundo, afetando anualmente milhées de doentes. O cancro do pulméo é
responsdvel por 13% dos casos de cancro e por 19% de todas as mortes por cancro, em
ambos os géneros, em todo o mundo.! O tabagismo é a causa predominante do cancro
do pulmd@o; no entanto, os seguintes fatores também séo fatores de risco:

Idade

Género

Histéria de tabagismo

Enfisema/DPOC

Historia familiar de cancro do pulméo em familiares de primeiro grau

Exposi¢g@o ambiental, incluindo poeiras, amianto e radiagéo ionizante, incluindo gds
raddo

Os dados do National Lung Screening Trial? realizado nos EUA mostraram que a detegéo
precoce através do rastreio anual com tomografia computorizada de baixa dose (TCBD)
resulta numa melhoria de 20% na mortalidade por cancro do pulmd&o. Assim, a detegdo
precoce salva vidas. No entanto, o rastreio por TCBD tem desvantagens, na medida em
que 96,4% das TCBD positivas séo resultados benignos (falsos positivos).2 Adicionalmente,
fornece uma dose de radiagéo potencialmente nociva.

As células tumorais expressam proteinas em formas alteradas ou suprarreguladas em
comparagdo com as suas homélogas normais (nGo malignas). Estas proteinas sdo
conhecidas como antigénios associados a tumores (AAT) e algumas séo libertadas na
circulagdo do doente com cancro. Vdrios investigadores demonstraram que o sistema
imunitario do doente com cancro reconhece frequentemente o estado alterado (por
exemplo, mutagdo, sobreexpressdo ou glicosilagéo aberrante) dos AAT como ndo sendo
do organismo e cria uma resposta de anticorpos contra eles. Assim, esta resposta de
anticorpos atua como um sinal precoce amplificado in vivo da presenca de TAA (e,
consequentemente, de tumores) no organismo. Estes anticorpos sdo designados por
autoanticorpos (AAc), uma vez que sdo produzidos contra as proteinas alteradas do
préprio hospedeiro e séo estes os anticorpos que o teste EarlyCDT Lung foi concebido para
medir. Por conseguinte, os resultados do teste EarlyCDT Lung podem ser utilizados como
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um auxiliar na identificagdo precoce da presenga de cancro do pulmdo. Em estudos de
validagéo, o teste EarlyCDT Lung demonstrou uma elevada especificidade (> 90%)%4 e ndo
& invasivo, &€ apenas necessdria a colheita de uma amostra de sangue.

O ensaio é realizado através da realizagdo de vdrios passos manuais e automatizados
associados a equipamento de laboratério frequentemente utilizado na realizagéo de
testes de ensaios de imunoabsorgéo enzimatica (ELISA). A amostra diluida do doente é
colocada nos pogos da placa de ensaio revestida com antigénio e & incubada. Apos varios
passos de adi¢do de reagentes, de incubagdo e de lavagem, os autoanticorpos ligados
s@o finalmente detetados através da adigdo de um reagente colorimétrico e o sinal
resultante de densidade 6tica (DO) é medido através da utilizagdo de um
espetrofotdmetro de placas. O leitor de placas exporta os dados de saida de DO para um
ficheiro Excel para o cdlculo de resultados do teste. O kit inclui um dispositivo USB que
contém um modelo Excel bloqueado. Os resultados séo transferidos manualmente para o
modelo Excel, no qual o resultado do teste & gerado automaticamente. O ensaio aplica
limiares de pontos de corte aos resultados quantitativos para obter uma resposta ordinal
(Nenhum nivel significativo de auto-anticorpos detetado - Negativo, Moderado, Elevado)
e, como tal, &€ semi-quantitativo.

3. Grupos de doentes recomendados

O kit de teste EarlyCDT Lung é recomendado para utilizagdo em seres humanos com
elevado risco de cancro do pulmdo devido a uma combinagdo de fatores de risco, tais
como, idade, género, histéria de tabagismo e outros fatores, tais como exposigdes
ambientais (poeiros, amianto, substancias radioativas), pessoas com histéria de
enfisema/DPOC ou histéria familiar de cancro do pulm&o num familiar de primeiro grau.

As recomendagdes atuais da Freenome sdo as seguintes:

e Doentes com 250 anos de idade, com histéria de tabagismo, de pelo menos, um
mago-20 anos (equivalente a fumar um mago de cigarros por dia durante 20 anos).

e Doentes com 40-49 anos de idade com histéria de tabagismo, de pelo menos um
mago-20 anos e pelo menos mais um fator de risco adicional (consultar a secgéo
introdutéria).

O kit de teste EarlyCDT Lung também pode ser utilizado em juntamente com técnicas de
diagnéstico por imagem para avaliar melhor o risco de cancro do pulméo nos casos em
que tenham sido detetados nédulos pulmonares indeterminados, que ndo tenham sido
diagnosticados como malignos.

4. Limitagdes de utilizagdo

Os doentes com uma histéria anterior de cancro de qualquer tipo néo devem realizar o
teste EarlyCDT Lung. A excegdo a esta recomendag@o & para os doentes com
antecedentes de carcinoma basocelular (CBC). Foi realizado um estudo e os dados
demonstraram que o CBC ndo tem impacto no resultado do teste EarlyCDT Lung (dados

em arquivo na Freenome).



O kit de teste EarlyCDT Lung n&o deve ser utilizado em doentes com doengas que resultem
num nivel elevado de proteinas séricas totais, por exemplo, mieloma, amiloidose,
gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI).

5. Principio do teste

Os doentes com cancro do pulméo podem produzir uma resposta humoral & sua doenga®
8 e, em alguns casos, foram descritos autoanticorpos até quatro anos antes do
diagndstico clinico®™. O kit de teste EarlyCDT Lung da Freenome destina-se & detegéo in
vitro de autoanticorpos para um painel de sete antigénios do cancro do pulmdo (CAGE,
GBU4-5, HUD, MAGE A4, NY-ESO-1, pb3 e SOX2) que estdo presentes nas fases mais iniciais
do cancro do pulméo®2. A partir de amostras pré-diagnoésticas de doentes com cancro
do pulméo colhidas no ensaio clinico UKCTOCS®, foi demonstrado que os niveis de
autoanticorpos detetados pelo EarlyCDT Lung podiam estar elevados até 9 anos antes do
diagnéstico clinico do cancro do pulmd&o, com um tempo médio de detegéo de 4 anos.™

O kit de teste EarlyCDT Lung é realizado como um ensaio de imunoabsorgéo enzimdtica
(ELISA) indireto. Os reagentes fornecidos sdo utilizados em conjunto para a medicéo do
painel dos sete autoanticorpos acima descritos num méximo de dez amostras de doentes.
As placas sdo pré-revestidas com antigénios associados a tumores e com uma proteina
de controlo (controlo VOL) em duas diluigées: 50 nM e 160 nM, consultar a Figura 1. A
amostra diluida do doente é colocada nos pogos da placa revestida e é incubada. Em
cada placa fornecida podem ser utilizadas até cinco amostras de doentes. Apds vdarios
passos de adicdo de reagentes, de incubagdo e de lavagem, os autoanticorpos séo
finalmente detetados através da adigcdo de um reagente colorimétrico e o sinal resultante
€ medido através da utilizagdo de um espetrofotometro de placas.
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Figura I Esquema da placa de microtitulagdo do EarlyCDT Lung. Uma fila inteira é
revestida com o mesmo AAT, alternando entre 50 nM e 160 nM de proteina em cada
poco. Os pocgos da fila H sdo revestidos com uma proteina de controlo para permitir a
corre¢do da liga



6. Reagentes e materiais fornecidos

e Cada kit de teste EarlyCDT Lung contém os reagentes indicados na tabela 1, em
quantidades suficientes para um maximo de dez testes:

- Uma vez que as placas de microtitulagdo parcialmente usadas devem ser
eliminadas, a utilizagdo mais eficiente deste kit & conseguida através do
processamento de cinco ou dez amostras de doentes ao mesmo tempo.

e O prazo de validade do kit estd indicado no rétulo fora da caixa.

e NAO utilizar o kit apés o prazo de validade.

e NAO utilizar o kit se o selo exterior estiver violado apds a rececdo e contactar
earlycdt@freenome.com para comunicar a ocorréncia.

e NAO utilizar qualquer reagente, aberto ou fechado, apbs o prazo de validade.

e NAO misturar reagentes de kits com lotes diferentes.

Tabela 1. Componentes do kit de teste EarlyCDT Lung ECDTL2

Referéncia -

. Armazenamento e estabilidade

do Componente Quantidade , .. L

apds a primeira utilizagdo

Componente
Solugdo de
diluicéo de 1x 27,5 ml +2 a +8 °C durante 4 semanas

ECDTL2-sp ~ @mostras
Uma solugdo salina tamponada com fosfato contendo 0,1% de
caseina bovina e 0,05% de ProClin 300.

Anticorpo 1x 0,27 ml +2 a +8 °C durante 4 semanas
secunddrio (refere-se a solug&o mée néo
diluida)

ECDTL2-SA Fragdo purificada de imunoglobulina de antissoro de coelho para IgG
humana conjugada com peroxidase de rdbano. Fornecida como uma
solug@o mde 100x (aproximadamente 0,02 g/L) numa solugdo salina
tamponada com fosfato com 0,1% de caseina bovina. Contém 0,05%
de ProClin 300.

Solugdo de
diluicéo de 1x 275 ml +2 a +8 °C durante 4 semanas

ECDTL2-AD anticorpos
Uma solugéo salina tamponada com fosfato contendo 0,1% de
caseina bovina e 0,05% de ProClin 300.

. +2 a +8 °C durante 4 semanas
Tampdo de - o
ECDTL2-WB Ix 55 ml (refere-se a solugdo mde ndo

lavagem (20x
gem (20x) diluida). Diluir antes de utilizar.
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Solugdo concentrada de tampdo fosfato salino e 2% de Tween 20.
Contém 0,05% de ProClin 300.

ECDTL2-MTP

Placas de 96

pogos 2x placas Eliminar apds a primeira utilizagéo

Placas de poliestireno de 96 pogos revestidas com proteinas humanas
recombinantes e caseina bovina. Fornecidas secas numa bolsa de
adluminio com excicante, estabilizador e conservante.

ECDTL2-CON

Controlo 2x1,8 ml Eliminar apds a primeira utilizagéo

Um pool de anticorpos quiméricos rato-humano diluidos com solugdo
de diluicdo de amostras até a concentragéo de trabalho. Formulado
para ser reativo aos antigénios p53, SOX2, CAGE NY-ESO-1, GB  U4-5,
MAGE A4 e HuD. A concentragdo relativa de imunoglobulinas reativas
para cada antigénio (expressa em unidades relativas) é fornecida no
folheto especifico do lote. Contém 0.05% de ProClin 300. N&o necessita
de dilui¢do adicional.

Peliculas ; . P N e
ECDTL2-SEAL . 4x peliculas  Eliminar apds a primeira utilizagdo

adesivas

Substrato 1x 27,5 ml +2 a +8 °C durante 4 semanas

Manter afastado da luz direta do sol

ECDTL2-SUB Substrato para a peroxidase de rédbano. Contém uma preparagdo
pronta a usar de TMB (3,3,5,5'-Tetrametilbenzidina). Ndo necessita de
diluigdo adicional.

Solugdo de 1x 27,5 ml +2 a +8 °C durante 4 semanas
paragem

ECDTL2-SS
Solugéo de fluoreto de sédio a 1g/L. Contém 0.05% Proclin 300.
Fornecida pronta a usar.

. - +2 a +8 °C ou temperatura
Dispositivo USB 1x X
ambiente
ECDTL2-USB  Contém: Instrugdes de utilizagéo (ECDTL2-IFU); Folheto especifico do

lote (ECDT2-LSI); Ficha De Dados De Seguranga do Material;
Certificado de andlise; e software de cdlculo de resultados do teste
EarlyCDT Lung.




7. Equipamento, consumiveis e materiais necessdrios mas que néo sdo fornecidos

Para realizar o teste EarlyCDT Lung, s@o necessdrios equipamentos, consumiveis e
materiais adicionais, que ndo sdo fornecidos com o kit. Estes estdo indicados na tabela 2.

Tabela 2. Equipamento, consumiveis e materiais hecessdrios mas que ndo séo

fornecidos

Item Descrigdio

50 ml € 1000 ml: Para medir e preparar o tampdo de

1. Proveta graduada B . .
lavagem e a solugdo de anticorpos secunddrios.

2. Agua desionizada Para a preparagdo do tampdo de lavagem.
3. Tubo de 50 mlcom Para utilizagdo durante a diluigéo da solugéo de
tampa anticorpos secunddrios.

20 pl: Para a preparagdo de amostras de doentes.
Pipeta de 8 canais de 100 yL: Para colocar a solugdo de
anticorpos secunddrios, o substrato e a solugdo de
paragem nos pogos de cada coluna da placa.
Nota: A Freenome recomenda a utilizagdo de uma
pipeta eletronica multicanal de 50 — 1200 pL, se
disponivel, para colocar os reagentes.

100-1000pL: Para preparagd@o dos anticorpos
secunddrios e colocagd@o das amostras de doentes.
1-5 ml: Para a diluigdo dos anticorpos secunddrios e
amostras de doentes.

Nota: De modo a garantir a precisdo da pipetagem,
todas as pipetas utilizadas devem ser calibradas e
deve ser realizada a sua manutengéo.

4. Pipetas

Adequadas para uma pipetagem precisa com as

5. Pontas de pipeta . . .
pipetas acima mencionadas.

Sd@o necessdarios 3 recipientes limpos, com capacidade
6. Recipientes para de até 25 ml, para guardar a solugdo de anticorpos
reagentes secundadrios, o substrato ou a solugdo de paragem
durante a pipetagem com uma pipeta multicanal.

Com um diémetro da 6rbita de agitagdo de 1,5 a 4,5

7. Agitador de placas de mm. Consultar a tabela 3 para obter informagées sobre
microtitulagéo a velocidade adequada a utilizar consoante a érbita de
agitagdo.

Um frasco dispensador de lavagem com capacidade

ara 0,5 L de solucéo.
8. Lavadora de placas de P ¢

microtitulagéo ou

Ou, uma lavadora automatica de placas capaz de
frasco de lavagem

realizar 4 ciclos de lavagem consecutivos com um
volume de enchimento de 300 uL/poco.




Para garantir que os passos de incubagdo sdo
9. Temporizador realizados durante o tempo especificado no protocolo
do ensaio.

Para remover qualquer liquido residual dos pogos apos

10. Papel absorvente
a lavagem.

Com um comprimento de onda de leitura de 650 nm e
um intervalo minimo de funcionamento de 0-3 DO.
Nota: O teste foi validado no espetrofotometro de
placas Tecan Infinite M200

1.  Espetrofotémetro de
placas de
microtitulagéo

12. Portdtil com ligagdo
USB e o Microsoft Excel
2007 ou mais recente

Para o cdlculo de resultados do teste, utilizando o
dispositivo USB fornecido com o kit.

Nota: Se o laboratério que estiver a realizar o kit de teste EarlyCDT Lung, implementar
qualquer automatizagédo de equipamento, esta automatizagéo deve ser validada de
acordo com os procedimentos do sistema de gestéio da qualidade do laboratério.

Tabela 3. Velocidade de agitacdo a utilizar baseada na orbita de agitagéo

Orbita de agitagdo (mm) Velocidade (RPM)

15-2,0 600
2,5-3,0 500
3,5-45 400

8. Armazenamento e estabilidade

O kit de teste EarlyCDT Lung é estavel até a data do prazo de validade indicado no rétulo
da caixa, desde que os reagentes sejam armazenados, conforme indicado, a uma
temperatura entre +2 e +8 °C.

Os reagentes do kit que ndo foram abertos devem ser armazenados de acordo com as
instrugées da embalagem individual dos reagentes e s@o estéveis tal como fornecidos até
& data do prazo de validade do kit. Uma vez aberto, cada reagente fornecido é estdvel
durante o periodo indicado na tabela 1. Os ECDTL2-WB e ECDTL2-SA diluidos devem ser
utilizados no dia da diluigdo.

Os kits ou os componentes do kit que ndo tenham sido armazenados de acordo com as
condi¢gdes acima mencionadas ndo devem ser utilizados.

9. Indicagdes de instabilidade

O substrato deve ser incolor. Uma cor azul indica que o reagente pode ter sido
contaminado e deve ser eliminado.



10. Precaugdes de seguranga

Utilizagdo em diagnéstico in vitro:

e Os produtos sanguineos sdo potencialmente infecciosos e devem ser manuseados,
armazenados e eliminados de acordo com os regulamentos locais relativos a riscos
biologicos.

e Aficha de dados de seguranga do material (FDSM) fornece informagdes detalhadas
sobre a eliminagdo e o manuseamento corretos e os perigos associados ao kit de
teste EarlyCDT Lung. A FDSM esté incluida no dispositivo USB fornecido com o kit e
também estd disponivel na Freenome (nimero de telefone: +44 (0)115 784 0501 ou
e-mail: earlycdt@freenome.com).

Os seguintes componentes: Anticorpo secunddrio, Tampdo de lavagem, solugéo de
diluigdo de anticorpos e de amostras, , Controlo, Solu¢gdo de paragem e placas de
microtitulagdo de 96 pogos sdo classificados como sensibilizantes para a pele
(categoria 1A) e podem causar uma reagdo alérgica cutdnea. Ao manusear estes
componentes, deve ser utilizado Equipamento de Protecdo Individual (EPI) adequado.
Para obter informagdes adicionais, consulte as Fichas de Dados de Seguranga
fornecidas.

11. Armazenamento e manuseamento da recolha de amostras

O kit de teste EarlyCDT Lung destina-se a ser utilizado com soro ou plasma humanos,
recolhidos num dos seguintes tubos:

e Soro: tubos com ativador de coagulagéo ou com gel.
e Plasma: recolha em tubos com EDTA.
e Nota: O plasma recolhido em tubos com heparina e citrato néo deve ser utilizado.

Realizar a colheita de sangue por pungdo venosa ou picada no dedo e processar de
acordo com as instrugdes do fabricante do tubo de colheita para separar o soro ou o
plasma do material celular e coagulado. As amostras de sangue total devem ser
armazenadas & temperatura ambiente (+18 a +25 °C) e devem ser processadas no
prazo de quatro dias. Se as amostras de soro ou plasma néo forem analisadas
imediatamente, podem ser armazenadas numa das seguintes opgdes: +2 a +8 °C
durante 14 dias ou a -25 °C a -15 °C ou a -85 a -65°C durante até 12 meses. As amostras
ndo devem ser submetidos a mais de 5 ciclos de congelag@o-descongelagdo. Antes da
andlise, permitir que as amostras congeladas atinjom a temperatura ambiente e
misturar bem, através de inverséo suave.
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12. Protocolo do ensaio

Precaugdes e notas sobre o ensaio para ler ANTES de iniciar um ensaio do kit de teste
EarlyCDT Lung

Certifique-se que o ensaio é realizado a uma temperatura entre +18 e
+22 °C e que todos os reagentes estdo a esta temperatura antes de
serem utilizados.

Cada passo de incubagdo cronometrada deve ser realizado
exatamente durante o periodo indicado. Assim que uma placa estiver
preenchida, deve ser iniciado um temporizador.

A Todo o equipamento utilizado deve ser adequadamente mantido,
L= calibrado e validado para garantir o seu correto funcionamento.

A Certifique-se que ndo ocorre mistura de reagentes, através da
£=%  utilizagdo de recipientes limpos para cada reagente.

/I Nao utilize o kit se o selo exterior estiver violado apds a recegdo.

Ndo utilize quaisquer reagentes do kit se estiverem danificados,
parecerem ter derramado, parecerem conter contaminagéo, ou
estiverem abertos.

N&o armazene os reagentes em embalagens diferentes daquelas em
que foram recebidos.

O kit de teste EarlyCDT Lung foi desenvolvido para ser realizado em
ambiente laboratorial por um técnico de laboratdrio qualificado*.
Certifique-se de compreender totalmente o protocolo antes de iniciar
um ensaio.

Elimine as solugdes, especialmente as que contém material biolbgico,
de acordo com os regulamentos locais de eliminagdo.

Verifique o contetdo do kit e compare-lo com a listagem incluida na
/I tabela 1 para confirmar que estdo presentes todos os componentes
necessarios.

As informagdes do doente podem ser introduzidas no software fornecido com
/b este dispositivo. Os utilizadores devem garantir que o hardware do
computador utilizado para executar o software do kit temm medidas de
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seguranga e acesso adequadas implementadas de acordo com os requisitos
locais de protecdo de dados dos doentes. Estas medidas devem incluir o
controlo do acesso fisico e eletrénico do utilizador. Para funcionar, o software
do kit néo precisa de acesso & rede informdatica.

A fiabilidade dos resultados do ensaio ndo pode ser garantida se
A existirem quaisquer desvios ao protocolo fornecido neste
documento.

Contacte o servigo de apoio ao cliente da Freenome através do nUmero de telefone +44
(0)115 784 0501 ou através do e-mail earlycdt@freenome.com para obter assisténcia, se
o selo exterior estiver violado apds a rece¢do, se o kit ou os componentes tiverem sido
armazenados fora do intervalo especificado ou se os reagentes estiverem danificados
ou apresentarem derrames.

*Um técnico de laboratério qualificado é definido como um individuo com experiéncia de
realizagdo de testes ELISA, com formagdo e competéncia para a execugdo de
procedimentos laboratoriais gerais, tais como, a preparagdo de tampdes e a utilizagdo
de pipetas e, que seja capaz de seguir meticulosamente as instrugdes.

Passo 1: Preparacéo de reagentes e amostras
4. Leia as seguintes notas importantes associadas a este passo.

a. Registe, na tabela 4 seguinte, o nimero do LOTE indicado no rétulo da caixa do kit e
os nimeros de identificag@o da sua amostra:

NUmero do LOTE do kit: (serd necessario para utilizar

o software de cdlculo de resultados)

Tabela 4: IDs das amostras

Placa 1 ID da amostra Placa 2 ID da amostra
Amostra 1 Amostra 6
Amostra 2 Amostra 7
Amostra 3 Amostra 8
Amostra 4 Amostra 9
Amostra 5 Amostra 10

b. Retire todos os componentes da caixa do kit e deixe equilibrar a temperatura a +18 a
+22 °C durante, pelo menos, duas horas antes da utilizacdo.

c. Dependendo do nimero de placas a utilizar no ensaio, prepare os reagentes do
ensaio e as amostras de doentes conforme descrito na tabela 5.
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Tabela 5: Preparagcdo dos reagentes do ensaio

5 Ensaio com 1 placa Ensaio com 2 placa
Preparacdo ) )
(Méx. 5 amostras) (Méx. 10 amostras)
Misture 25 mil de Tampd&o de
P Misture 50 ml de Tampd&o de
» lavagem
Tampdo de lavagem
(ECDTL2-WB)
lavagem ) (ECDTL2-WB)
com 475 ml de dgua B I
. com 950 ml de dgua desionizada
desionizada
Misture 0,12 ml de solugé&o Misture 0,24 ml de solugdo
. concentrada de anticorpos concentrada de anticorpos
Anticorpo
secunddrio (ECDTL2-SA) com 12 ml de (ECDTL2-SA) com 24 ml de
solugdo de diluigéo de solugdo de diluigdo de anticorpos
anticorpos (ECDTL2-AD) (ECDTL2-AD)

Amostras de Misture 20 uL de amostra do doente
doentes com 2,2 ml de solugéo de diluicéo de amostras (ECDTL2-SD)

d. Retire uma ou ambas as placas de microtitulagdo das suas respetivas bolsas de
aluminio (Referéncia do Componente: ECDTL2-MTP), dependendo do nimero de
amostras de doentes.

/4.  Passol-notasimportantes:
- N

e Devido & elevada concentragdo de sais no tampdo de lavagem fornecido,
pode observar-se cristalizagdo. Se isto ocorrer, & apenas necessario
aquecer antes da utilizagdo para dissolver novamente os sais, colocando
o frasco diretamente num banho de dgua a 37 °C ou mantendo o frasco
selado sob dgua corrente quente até que a cristalizagdo deixe de ser

visivel.

e Erecomendado que centrifugue, de forma breve, o frasco da solugéo
concentrada do conjugado de anticorpos secunddrios durante 5
segundos utilizando uma microcentrifuga, ou que bata com o frasco na
bancada para que se solte qualquer conteddo que possa ter ficado preso
na tampa do frasco, durante o transporte.

e Dilua a solugdo concentrada do conjugado de anticorpos secunddrios
num tubo de 50 ml e fechar. Misture por invers@o 5 vezes antes de utilizar.

e Inverta as amostras de doentes e as solugdes controlo varias vezes para
misturar antes da utilizagdo.

e Certifique-se que é utilizada uma ponta de pipeta limpa para manusear
cada amostra de doente ou controlo.

e Armazenar os reagentes e as amostras diluidas & temperatura ambiente
no dia da utilizagdo; caso contrdrio, conservar entre +2 e +8 °C.

13



e Certifique-se que as placas estéo equilibradas & temperatura ambiente
antes de abrir a bolsa de aluminio.

Passo 2: Incubacéio de amostras de doentes e de controlo

a. Certifique-se que as placas estéo orientadas de modo a que o pogo Al se encontre
no canto superior esquerdo.

b. Dependendo do nimero de placas a utilizar no seu ensaio, adicione as amostras do
doente e o controlo do kit & placa 1 e/ou 2, da seguinte forma:

Ensaio com uma placa

i. Seguindo o esquema da Placa 1 ha Figura 2 seguinte, coloque 100 pL de Controlo
(tompa VERMELHA, Referéncia do Componente: ECDTL2-CON) em cada pogo das
colunasie2.

ii. Coloque 100 pL da amostra 1 de doente diluida em cada pogo das colunas 3 e 4.
REPITA com as amostras 2, 3,4 e 5 de doentes, tal como apresentado para a Placa
1.

iii. Assim que a placa estiver preenchida, inicie um temporizador para 90 minutos.
Avance para o passo c).

100 0000 00 00 00
900 00000600 00 00
1(©]0]|0]0]([©]0)[(G]0][®®](e]e
. 90 000000 00 00
00 00000000 00
. 90 000000 00 00
00 00 00 00 00 00
. 00000000 00 00

Figura 2: Esquema da Placa quando é utilizada uma placa de microtitulagdo num
ensaio.
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Ensaio com duas placas

i. Seguindo o esquema da Placa 1 na Figura 3 seguinte, coloque 100 pL de Controlo
(tampa VERMELHA, Referéncia do Componente: ECDTL2-CON) em cada pogo das
colunasle?2.

ii. Coloque 100 pL da amostra 1 de doente diluida em cada pogo das colunas 3 e 4.
REPITA com as amostras 2, 3, 4 e 5 de doentes, tal como apresentado para a Placa
1.

iii. Assim que a Placa 1 estiver preenchida, inicie um temporizador para 90 minutos.

iv. Seguindo o esquema da Placa 2 na Figura 4 seguinte, coloque 100 pL de Controlo
(tompa Vermelha, Referéncia do Componente: ECDTL2-CON) em cada poco das
colunasle 2.

v. Coloque 100 pL da amostra 6 de doente diluida em cada pogo das colunas 3 e 4.
REPITA com as amostras 7, 8, 9 e 10 de doentes, tal como apresentado para a Placa
2.

vi. Assim que a Placa 2 estiver preenchida, inicie outro temporizador para 90 minutos.
Avance para o passo c¢).

100 0000 00 00 00
900 000000 00 600
1(©]0)|0]0]([©]0)[(G]0][®®](®]e
. 90 000000 00 00
00 00000000 00
. 90 000000 00 00
00 0000 00 00 00
. 000000000000

Control Specimen1l Specimen2 Specimen3 Specimen4 Specimen5

Figura 3: Esquema da Placa 1 quando sdo utilizadas simultaneamente as duas placas
de microtitulagdo fornecidas num dnico Kkit.
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Figura 4: Esquema da Placa 2 quando sdo utilizadas simultaneamente as duas placas
de microtitulagdo fornecidas num Gnico Kkit.

Assim que o reagente de controlo e as amostras de doentes sejam adicionados a(s)
placa(s) de microtitulagdo, cubra cada placa com uma pelicula adesiva (Referéncia do
Componente: ECDTL2-SEAL), tendo o cuidado de se certificar que a pelicula adesiva
cobre adequadamente todos os pogos da placa.

c. Coloque a placa coberta num agitador de placas de microtitulagé@o & velocidade de
agitagéo adequada (consultar a tabela 3), incube durante um intervalo de tempo
total de 90 minutos (de acordo com o temporizador jd iniciado) a +18 a +22 °C.

e Se o0 seu agitador de placas ndo tiver uma definicdo de velocidade, utilize uma
velocidade de agitagdo "moderada”, que poderd ter de ser ajustada conforme
necessdrio.

Passo 3: Adigédo de anticorpo secunddrio

a. Retire cuidadosamente a pelicula adesiva de cada placa e deite o conteldo dos
pogos num recipiente adequado para residuos bioldgicos. Bata sobre papel
absorvente para remover totalmente o liquido.

b. Utilize um frasco dispensador e, encha cada pogo com o tampdo de lavagem
preparado e, em seguida, deite o conteudo num recipiente adequado para residuos
biolégicos. Bata firmemente a placa sobre papel absorvente para remover
totalmente o liquido dos pogos.

e REPITA todo este passo de lavagem mais trés vezes.
e Se utilizar uma lavadora automdatica de placas, realize uma lavagem de quatro
ciclos (300 pL/pogo) utilizando o tampdo de lavagem fornecido com o kit.

c. Com a utilizagdo de uma pipeta de 8 canais, coloque 100 pL de solugdo de trabalho
de anticorpos secunddrios em cada pogo da placa, em cada coluna
sequencialmente (isto &, 1,2, 3, 4..etc.).

d. Assim que uma das placa tiver sido preenchida, inicie um temporizador para 60
minutos.
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e. Cubra cada placa e colocd-la num agitador de placas de microtitulagdo. Incube
durante 60 minutos (de acordo com o temporizador ja iniciado) a +18 a +22 °C, &
velocidade de agitagdo adequada.

Passo 4: Adigdo do substrato
. Leia as seguintes notas importantes associadas a este passo.

a. Retire cuidadosamente a pelicula adesiva de cada placa e deite o contetdo dos
pogos num recipiente adequado para residuos biolégicos. Bata sobre papel
absorvente para remover totalmente o liquido.

b. Utilize um frasco dispensador e, encha cada pogo com o tampdo de lavagem

preparado e, em seguida, deite o conteldo num recipiente adequado para residuos

biolégicos. Bata firmemente a placa sobre papel absorvente para remover
totalmente o liquido dos pocos.
e REPITA todo este passo de lavagem mais trés vezes.

e Se utilizar uma lavadora automdtica de placas, realize uma lavagem de quatro

ciclos (300 pL/pogo) utilizando o tampéo de lavagem fornecido com o kit.

c. Com a utilizagéo de uma pipeta de 8 canais, colocar 100 L de substrato (Referéncia

do Componente: ECDTL2-SUB) em cada pogo da placa, em cada coluna
sequencialmente (isto &, 1,2, 3, 4..etc.).

d. Imediatamente apds a colocagdo do substrato em todos os 96 pogos da primeira
placa, inicie um temporizador para 15 minutos e deixe a placa a incubar a +18 a
+22°C, protegida da luz.

e. No fim daincubagdo de 15 minutos, bata na parte lateral da(s) placa(s) durante

aproximadamente 10 segundos para garantir que a cor desenvolvida em cada pogo

é homogénea (ou seja, ndo é visivel qualquer aglomeragdo).

/. Passo 4 - notas importantes:

HE

____.%

e E muito importante que o substrato néo seja deixado a incubar durante
um intervalo de tempo superior a 15 minutos.

e Certifique-se que, durante a incubagdo de 15 minutos a +18 a +22 °C, a
exposi¢do d luz seja limitada, tanto quanto possivel.

17



Passo 5: Adigdo da solugéo de paragem

a. Adicione 100 pL de Solugéo de paragem (Referéncia do Componente: ECDTL2-SS) a
cada pogo, seguindo a mesma ordem em que foi adicionado o substrato.
e Nota: quando a solugdo de paragem é adicionada, néo haverd alteragéo
visivel de cor.
b. A placa de microtitulagéo pode ser lida imediatamente apds a adigdo da solugdo de
paragem. Para realizar a leitura da placa, avance para o Passo 6.
e Nota: Antes da leitura, as placas podem ser deixadas durante um intervalo
de tempo mdaximo de 30 minutos a +18 a +22 °C.

Passo 6: Medigéo espetrofotométrica

. Leia as seguintes notas importantes associadas a este passo.

a. Insira a primeira placa de microtitulagdo num leitor de placas, certificando-se que o
pogo Al & colocado no canto superior esquerdo.

b. Meca a densidade 6tica de cada pogo da placa de microtitulagéo por
espetrofotometria a um comprimento de onda de 650 nm.

c. Exporte os valores da densidade ética (DO) resultantes para um ficheiro Excel para
cdlculo de resultados do teste.

/i\\ Passo 6 - notas importantes:

F_____\

e Ndo realize a leitura da placa com um comprimento de onda diferente de
650 nm.
e Se for necessdario um comprimento de onda de referéncia, € recomendada

a utilizagéo de 480 nm.

Passo 7: Cdlculo de resultados do teste

i, Leia as seguintes notas importantes associadas a este

a. Introduza o dispositivo USB (Referéncia do Componente: ECDTL2-USB) num portdtil e
abra o ficheiro "Ensaio com 2 placas” ou "Ensaio com 1 placa’, dependendo do
ndmero de placas utilizadas.

b. No separador “Passo 1. Introdugéo de dados”, faga o seguinte:

e Introduza o numero do LOTE do kit no campo "Introduzir LOTE do kit " (consulte
a Figura 5(A)).

e Introduza a data do ensaio no campo “Introduzir Data do Ensaio” (consulte a
Figura 5(A)).

e Introduza uma identificagéo para cada amostra no campo adequado
(consulte a Figura 5(B)).

e Introduza os valores de DO do ficheiro Excel produzido no passo 6 nos
campos adequados (consulte a Figura 5(C))
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c. No separador "Passo 2. Informagdo do Doente”, introduza todas as informagées
relevantes sobre o doente.

d. Selecione o separador "Passo 3a. Resultados” para ver o resultado do teste EarlyCDT
Lung para cada doente.

e. Selecione os separadores "Passo 3b. Relatério do doente” para imprimir um relatério
do teste para cada doente.

e Para obter informagdes sobre o significado do resultado do teste, consulte a
seccgdo "Interpretagdo dos resultados”, tabela 6, nestas Instrugdes de
utilizagdo, ou consulte as informagoées fornecidas no relatério do teste do

doente.
l ® ENTERKITLOT: ¥
EarlyCDT*—Lung
ENTER ASS6 DATE
Test Kit result calculation (ONE plate format)
Important: This test result calculation file should be used in accordance with Step &
ofthe Assay pro within the IFU
Enter an 1D for

HREL your sample: PLATE 1
Sample1 1 H 3 4 5 8 7 & 3 n il 2
Sample 2 pS3 A
Sample 3 30Kz B
Sampled CAGE [

WY-ESO-1 i}

GBU4-5 E

MAGE A4 F

HuD G

voL H

Sample ID Control A Control B Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

» Step 1. Data Input Step 2. Patient Information Step 3a. Results Step 3b. Patient Report Step 3b. Patient Report (nb) Step 3b1. Patient Report 1

Figura 5: Pagina de abertura do software de calculo de resultados do kit de teste
EarlyCDT Lung. (A) Para utilizar o software, é necessario introduzir o nimero correto do
LOTE do kit. (B) As identificacbes das amostras devem ser registadas. (c) Os dados de

DO ex
()

. N—r
Passo 7 - Notas importantes:

e O software transferido para o dispositivo USB & especifico para cada LOTE
de kits de teste EarlyCDT Lung. Por conseguinte, deve certificar-se de que é
utilizado o dispositivo USB fornecido com o kit para o cdlculo dos resultados.

Se ndo for utilizod@ftwore correto, o resultado do teste serd incorreto. O
nL’Jmero do LOTE doxit estd indicado no rétulo da caixa exterior do kit.
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13. Calculo e Interpretagdo de resultados

O kit de teste EarlyCDT Lung nd&o requer cdlculos manuais, uma vez que os cdlculos séo
automatizados no software fornecido na pen USB com o kit.

O kit de teste EarlyCDT Lung foi concebido para utilizagéo profissional e os resultados
analiticos deverdo ser interpretados por profissionais médicos qualificados juntamente
com todas as outras informagées clinicas disponiveis. Um resultado moderado ou
elevado indica que o risco de o doente ter cancro do pulmdo & superior ao previsto
apenas pelo seu género, idade, historia de tabagismo e outros fatores de risco. As
estimativas do aumento do risco apds um resultado positivo moderado ou elevado s@o
tabuladas no fim do relatério do doente (o aumento é maior apds um resultado positivo
elevado em comparagdo com um resultado positivo moderado). Os cdlculos foram
baseados na adigéo de um teste de diagndstico a um risco de base utilizando o rdcio de
probabilidade de diagnéstico™®. O aumento do risco pode justificar uma recomendagdo
para a realizagdo de testes adicionais, que podem incluir a imagiologia por TC. Um
resultado de teste de "nenhum nivel significativo de auto-anticorpos detetado indica que
o risco do doente ter cancro do pulmdo se mantém inalterado. Assim, quaisquer
estimativas do risco de cancro do pulmdo realizadas antes do teste, baseadas apenas
em fatores de risco, continuam a ser aplicé@veis. A tabela 6 apresenta uma descrigdo dos
resultados do teste e dos termos que podem ser visualizados no software do kit.

Tabela 6: Descric@o dos resultados do teste e dos termos utilizados no software do kit

Intervalo de aceitagdo do CQ
Os controlos utilizados com o kit tém um intervalo de aceitag@o que é definido na
"Ficha especifica do lote” incluida no dispositivo USB fornecido com o kit.

Resultado do controlo  Descri¢éo

Aprovado pelo CQ Os dados do controlo estéo dentro do intervalo de aceitagdo.

Os dados do controlo estéo fora do intervalo de aceitagdo e o
Néo aprovado pelo teste deve ser repetido. Isto pode dever-se a vdrias razdes.
cQ Contacte a Freenome para obter assisténcia técnica através
de earlycdt@freenome.com

Resultados do teste Descrigdo

Um ou mais autoanticorpos no painel EarlyCDT Lung estdo
acima do valor do limiar superior. O aumento do risco € muito
significativo e & provavel que influencie a via de cuidados de
saude do doente.

Elevado

Um ou mais autoanticorpos no painel EarlyCDT Lung est&o
acima do valor do limiar inferior, no entanto, todos estéo

Moderado abaixo do valor do limiar superior. O aumento do risco é
significativo e poderd ser suficiente para influenciar a via de
cuidados de salde do doente.
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Todos os autoanticorpos no painel EarlyCDT Lung estéo abaixo
do valor do limiar inferior.

Nota: Um resultado do teste de "Né&o foi detetado um nivel
significativo de autoanticorpos” indica uma menor

Ndo foi detetadoum  probabilidade de cancro do pulmdo do que um resultado

nivel significativode positivo, mas ndo significa que o doente ndo tenha, ou néo

autoanticorpos venha a desenvolver, cancro do pulmdo. Para ser elegivel
para o teste, o doente ja tem um risco elevado de cancro do
pulméo, tal como previsto pela idade, género, histéria de
tabagismo e outros fatores de risco. Este resultado ndo exclui
a presenga de cancro do pulmé&o nem altera a influéncia
destes fatores no risco do doente.

Nd&o foi possivel determinar um resultado para este
autoanticorpo. Todos os outros resultados de testes de
autoanticorpos permanecem validos. Se uma placa ou uma
amostra especifica ndo for aprovada pelas verificagdes do
CQ, o resultado do teste para a(s) amostra(s) do respetivo
doente serd “Invdlido” e o teste EarlyCDT Lung deve ser
repetido para essa(s) amostra(s). Contacte a Freenome para
obter assisténcia técnica através de earlycdt@freenome.com

Invalido

14. Resumo dos resultados do estudo clinico

O teste EarlyCDT Lung foi validado clinicamente em quatro estudos de caso-controlo
separados que envolveram um total de 1153 doentes com cancro do pulmd&o e 937
controlos normais. Os casos e os controlos foram comparados de acordo com a idade, o
género e histéria de tabagismo. A sensibilidade e a especificidade clinicas do teste de
sete autoanticorpos em dois estadios (negativo, positivo) foram de 35% e 91%,
respetivamente, tendo sido também calculados os récios de probabilidade diagndstica;
3,81 para o positivo (DLRp) e 0,72 para o negativo (DLRN). Num contexto de rastreio (1% de
prevaléncia), o célculo da precisdo foi de 90%, o valor preditivo positivo (VPP) de 3,7% e
um valor preditivo negativo (VPN) de 99,3%. Num contexto de nddulo (taxa de
malignidade de 25%), o cdlculo da precisdo foi de 78%, o VPP de 55,3% e o VPN de 80,6%.
Foram também calculadas as caracteristicas de desempenho clinico, avaliando a
positividade em trés estratos (negativo, positivo moderado e positivo elevado); a
sensibilidade e a especificidade foram de 14% e 94% para os positivos de nivel moderado
e de 21% e 97% para os positivos de nivel elevado. A respetiva DLRp foi de 2,1 e 8,7; a DLRn
foi de 0,9 e 0,8. Para um cendrio de rastreio (prevoléncio de 1%), o VPP foi de 2,0% para os
positivos de nivel moderado e de 8,0% para os positivos de nivel elevado. Os respetivos
VPN foram de 99,1% e 99,2% e a precisdo foi de 92,7% e 96,2%. Num contexto de nédulo
(taxq de malignidade de 25%), o VPP foi de 40,6% para os positivos de nivel moderado e
de 70,9% para os positivos de nivel elevado. Os respetivos VPN foram de 76,4% e 78,7% e a
precisdo foi de 73,5% e 78,0%.

Estes resultados foram entretanto confirmados em oito grupos de doentes separados,
num total de 451 doentes com cancro do pulmdéo e 8831 doentes normais em contexto
do mundo real. A sensibilidade e a especificidade do dispositivo também demonstraram
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ser independentes do estddio ou do grau do cancro do pulméo e mantiveram-se pard o
cancro do pulmdo em estadio inicial, em estadio tardio, de pequenas células e de néo-
pequenas células.*

Numa auditoria de resultados clinicos de 1.613 doentes dos EUA com elevado risco de
cancro do pulmdo, cujos médicos pediram o EarlyCDT Lung, o desempenho
(sensibilidade, especificidade e preciséo global) foi consistente com os dados de
validagdo. Na ronda de prevaléncia, > 50% dos cancros detetados por um teste positivo
eram doengas em estadio inicial.'®

Uma auditoria separada da mesma coorte de doentes identificou 269 doentes com
nédulos pulmonares ndo calcificados identificados por um radiologista no prazo de seis
meses apds a redlizagdo do EarlyCDT Lung. Deste grupo, 52 doentes apresentavam
cancro do pulméo, enquanto os nédulos identificados nos restantes 217 doentes eram
benignos. Globalmente, um teste EarlyCDT Lung positivo foi associado a um risco 2,2
vezes superior de cancro do pulmdo e, em doentes com nédulos entre 4 e 20 mm (os
que tém maior probabilidade de cura), o risco relativo de cancro do pulmdo foi 2,7 vezes
superior. O efeito cumulativo nos modelos de risco baseados em nédulos de Gould, Brock
e Swensen também foi demonstrado para nédulos de 4 a 20 mm."”

O kit de teste EarlyCDT Lung foi validado clinicamente contra o LDT EarlyCDT Lung em dois
estudos de caso-controlo, o primeiro com um total de 236 casos de cancro (c)e236
controlos normais (N), divididos em fases de treino (154C/154N) e validagéo (82C/82N), e
um segundo estudo de maior dimens@o com um total de 366 casos de cancro e 472
controlos normais, também divididos em fases de treino (163C/163N) e validagéo
(203C/309N), para confirmar a semelhanga entre o LDT e o kit e para definir os limiares
de diagndstico para o kit. O kit EarlyCDT Lung teve um desempenho equivalente ao do
teste LDT EarlyCDT Lung, com uma concorddancia > 90%.

Com o teste EarlyCDT Lung, verifica-se uma mudanga significativa para a detegéo em
estadio inicial. Aos dois anos, o ensaio clinico ECLS na Escocia demonstrou uma redugéo
significativa da detegéo em estadio tardio no brago de intervengdo do EarlyCDT Lung em
relagdo ao braco de Controlo (padréo de cuidados de saude)'™. No brago de intervengéo,
33 em 56 (58,9%) cancros do pulmdo foram diagnosticados no estadio lll/1V, em
comparagdo com 52 em 71 (73,2%) no brago de controlo (redugéo de 37% no estadio
tardio). O racio de risco para a apresentagdo em estadio III/IV foi de 0,64 (IC 95%, 0,41-
0,99).8
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15. Rastreabilidade metrolégica

O EarlyCDT Lung é um ensaio funcional que fornece valores inteiramente especificos
para o sistema de medi¢do ELISA em causa. Para os autoanticorpos utilizados no
EarlyCDT Lung ndo estdo disponiveis materiais de referéncia externos com poténcia
atribuida. Por conseguinte, néo é possivel atribuir poténcias absolutas aos materiais de
calibragéo do ensaio ou ao proprio resultado do ensaio. Isto significa que néo & possivel
preparar materiais experimentais de concentragdo conhecida para estudos de
veracidade, recuperagdo ou enviesamento. Adicionalmente, ndo esté disponivel nenhum
ensaio funcional de titulos de autoanticorpos alternativo para comparagdo direta com o
ELISA EarlyCDT Lung.

Em vez de padrdes de referéncia externos, foi utilizado um sistema de calibragéo com
amostras humanas que se sabe conterem anticorpos correspondentes a cada analito
medido pelo dispositivo.

Cada kit de teste EarlyCDT Lung contém Controlos de Qualidade que séo executados
pelo utilizador juntamente com soros de doentes sempre que o teste é utilizado. Este
controlo (A e B) € uma fonte de anticorpos quiméricos rato-humano que foi formulada
para conter niveis mensurdveis de cada analito medido pelo dispositivo e tém um
intervalo de aceitagd@o que é determinado durante o CQ do lote. Os niveis de analito do
controlo devem estar dentro deste intervalo em cada execucgdo, caso contrdrio o
resultado do teste é invdlido. Se o controlo estiver fora do intervalo de aceitagdo, isto
significa que o desempenho do dispositivo hdo esté de acordo com as especificagdes e
deve ser repetido.

16. Abordagem matematica

As DO em bruto s@o corrigidas primeiro para ligagdo ndo especifica por subtragdo do
respetivo resultado VOL e, em seguida, calibradas para unidades relativas (UR) utilizando
curvas padrdo especificas de antigénio pré-estabelecidas. As curvas padréo foram
formadas por representagéo grafica das DO observadas versus uma série de diluigdes
de fluidos calibradores e, em seguida, por adaptagdo de modelos logisticos de quatro
pardmetros utilizando regress@o ndo linear. A converséo das DO observadas em UR
previstas utiliza as formulas inversas da respetiva curva padréo. E aplicada uma
corre¢do de poténcia em cada novo lote. Em cada lote, as curvas padrdo permanecem
fixas.

17. Intervalos de referéncia

No estado de doenga, espera-se que os niveis de autoanticorpos sejam elevados para,
pelo menos, um antigénio numa proporg¢do dos doentes. A decis@o quanto &
positividade desta elevag@o ndo é tomada com base em intervalos de referéncia, mas
sim em pontos de corte optimizados especificos do antigénio. Por conseguinte, néo séo
apresentados intervalos de referéncia ou valores esperados em populagdes normais ou
afetadas, de modo a evitar confus@o quanto ao significado da positividade.

23



18. Carateristicas de desempenho do ensaio

Exatiddo e veracidade (enviesamento)

Para os analitos sem materiais de referéncia certificados ou procedimentos de medi¢cdo
de referéncia disponiveis, néo é possivel demonstrar a exatidéo ou a veracidade. Uma
vez que ndo existem padrées externos ou materiais de referéncia adequados para o
ensaqio, estas caracteristicas ndo séo aplicdveis e ndo podem ser determinadas.

Precisdo

A precisdo foi determinada utilizando sete amostras de soro que se sabe conterem sinais
positivos de autoanticorpos, que foram testadas seis vezes na mesma placa, sendo
cada placa executada duas vezes por dia (kits separados) em seis dias diferentes. A
repetibilidade ou a precis@o intra-ensaio de cada medi¢do de autoanticorpos baseou-
se na variagdo entre replicados da mesma amostra na mesma placa (e, por
conseguinte, no mesmo kit e dia). Os coeficientes de variagéo (CV) para a preciséo
intra-ensaio, baseados na variagdo entre todos os replicados no mesmo dia e
agrupados em todas as placas ao longo dos seis dias, sGo apresentados na tabela 7.

A precis@o intermédia ou inter-ensaio baseou-se na variagdo entre os kits e as placas

executados durante vdrios dias com as mesmas amostras. O CV da precisé@o inter-ensaio,
baseado na variagdo entre replicados em dias diferentes, & apresentado na tabela 8.

A precis@o do controlo é determinada para cada lote e fornecida com cada kit.

Tabela 7: Precisdo intra-ensaio

50 nM 160 nM
Autoanticorpo
DO média % CV DO média % CV

p53 116 10.3 1.735 3.1
SOX2 2.443 31 2.782 2.4
CAGE 2133 4.9 1.568 1.7
NY-ESO-1 3.046 1.4 3.039 1.3
GBU4-5 1133 7.9 1.462 3.4
MAGE A4 1.418 4.0 1.723 21
HuD 1.352 12.9 2.073 24
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Tabela 8: Precisd@o inter-ensaio

: 50 nM 160 nM

Autoanticorpo

DO média % CV DO média % CV
p53 1.116 13.1 1.735 4.2
SOX2 2.443 3.8 2782 3.1
CAGE 2133 5.1 1.568 124
NY-ESO-1 3.046 3.3 3.039 3.6
GBU4-5 1133 1.5 1.462 5.1
MAGE A4 1.418 5.6 1.723 33
HuD 1.352 12.9 2.073 45

Intervalo de medigdo e Limites de Quantificagéo

O intervalo de medigdo dos autoanticorpos do dispositivo foi determinado como
correspondendo a aproximadamente 7,5% do méximo da curva do calibrador para os
limites inferiores de quantificag&o. Os limites superiores de quantificagdo foram
determinados como sendo aproximadamente 92,5% do méximo da curva do calibrador
ou 3,0 DO, o que for menor, para todos os 7 autoanticorpos medidos pelo dispositivo.
Também foi determinado que os limites de corte moderado e elevado estavam dentro
dos limites de quantificag@o para todos os anticorpos que o dispositivo deteta. No
entanto, a calibragdo é especifica de cada lote (ref.®: secgéo 16 Abordagem Matematica
acima) e os limites exatos de quantificagdo e o intervalo de medig&o também sdo
especificos de cada lote. Por conseguinte, sdo calculados para cada lote e fornecidos
com cada kit..

Os resultados fora deste intervalo sdo registados como estando abaixo ou acima do
limite de quantificagdo. Estes valores devem ainda ser avaliados quanto ao resultado do
teste e sGio comunicados como “Ndo foi detetado nenhum nivel significativo de
autoanticorpos” ou “Elevado”, respetivamente.

Sensibilidade analitica Limites de detegdo e Limites de branco

Uma vez que ndo estdo disponiveis materiais de referéncia independentes de
concentrag@o de autoanticorpos conhecida para este ensaio, ndo é possivel avaliar a
sensibilidade analitica.

O Limite de Detecdo (LdD) é definido como a concentragéo mais baixa de analito que
pode ser detetada de forma consistente, mas néo necessariamente quantificada, em
amostras tipicas e em condigdes laboratoriais clinicas de rotina.

O Limite de Branco (LdB) é definido como o resultado de medigéo mais elevado que é
suscetivel de ser observado com uma probabilidade declarada em amostras de branco.

O LdD e o LdB de cada autoanticorpo para cada concentragdo do antigénio
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correspondente utilizado no teste foram determinados e sé@o apresentados na tabela 9.
Todos os valores foram substancialmente inferiores aos respetivos limites de corte,
também apresentados.

Tabela 9: Limites de detecdo e Limites de branco

Concentragdo LdB LdD Moderado Elevado

Autoanticorpo de antigénio Limiar Limiar
(UR) (UR)

(nm) (UR) (UR)

50 0.88 1.51 3.58 4.652
p53

160 1.85 249 5.50 6.049

50 0.87 1.51 6.62 6.785
SOX2

160 2.21 2.88 7.82 8.146

50 0.65 1.32 4.46 4570
CAGE

160 -0.54 0.13 3.73 4.181

50 -1.25 -0.61 3.01 3.158
NY-ESO-1

160 -1.86 -1.26 2.40 3.252

50 1.24 1.91 5.27 5.593
GBU4-5

160 -0.03 0.60 2.82 4.357
MAGE A4 160 1.22 2.05 4.94 5.101
HuD 160 4.42 4.96 8.43 9.703
Linearidade

As amostras que se sabe conterem niveis elevados de autoanticorpos especificos para
um ou mais antigénios do painel EarlyCDT Lung foram diluidas em série em tampdo de
ensaio e analisadas utilizando o protocolo EarlyCDT Lung descrito acima. Assumindo que
a diluicdo mais baixa das amostras é de 100%, a diluigdo prevista das amostras foi
tragcada em grdfico em relagdo & diluigdo conhecida. O declive e os coeficientes de
correlacdo (R2) das amostras de sinal representativas séo apresentados na tabela 10.
Estdo todos dentro das especificagées, com declives entre 0,9 e 1,1 e coeficientes de
correlagdo, R?> 0,90.
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Tabela 10: Linearidade do teste EarlyCDT Lung através de diluigdo

Autoanticorpo Antigénio a 50 nM Antigénio a 160 nM
Placa Gradient | . Gradiente ~
o de intersegdo R? de intersegdo R?

p53 Placal -0.049 0.998 0.979 -0.033 1.000 0.991
p53 Placa 2 -0.036 1.018 0.994 0.030 1.015 0.987
SOX2 Placal -0.040 1,.001 0.987 -0.024 1.002 0.996
SOX2 Placa 2 -0.037 1.008 0.991 -0.022 1.004 0.997
CAGE Placa -0.061 1.000 0.969 0.024 0.962 0.997
CAGE Placa 2 -0.059 0.996 0.969 0.048 0.940 0.992
NY-ESO-1 Placal -0.066 0.995 0.962 -0.094 0.998 0.931
NY-ESO-1 Placa 2 -0.061 1.003 0.971 -0.100 0.998 0.923
GBU4-5 Placal 0.036 1.002 0.977 0.065 1.019 0.951
GBU4-5 Placa 2 0.004 1.006 0.999 -0.047 0.996 0.980
MAGE A4 Placa -0.113 1.016 0.920 -0.115 1.008 0.91
MAGE A4 Placa 2 -0.106 1.023 0.935 -0.109 1.014 0.924
HuD Placal 0.005 0.993 1.000 -0.022 0.995 0.994
HuD Placa 2 -0.005 0.978 0.995 -0.015 0.996 0.997

Especificidade andliticq, Interferéncias e Reagdes cruzadas

O efeito de potenciais substéncias interferentes foi avaliado em amostras de soro
positivas para autoanticorpos medidos no kit de teste EarlyCDT Lung. Os seguintes
interferentes testados (tabela 11) ndo afetaram o desempenho do ensaio, salvo
indicagdo em contrdrio.

Tabela 11: Interferentes testados no kit de teste EarlyCDT Lung

Concentragdo de

Interferente . Resultado
teste do interferente*
o Sem efeito significativo
Triglicerideos 3274 mg/dl
p < 0.01
Efeito significativo***
120 g/L o
Proteina total 80 gL Sem efeito significativo
9 p < 0.01
B ) ) Sem efeito significativo
Bilirrubina (conjugada) 20 mg/dl

p < 0.01
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Sem efeito significativo

Bilirrubina (n&o conjugada) 20 mg/dl
p < 0.01
) Sem efeito significativo
Hemoglobina 500 mg/dl
p < 0.01
Sem efeito significativo p <
Salbutamol 0,4 ug/ml 9 P
0.01
o Sem efeito significativo
Digoxina 6,09 ng/ml
p < 0.01
Sem efeito significativo
Fator reumatoide T
p < 0.01
Anticorpos humanos anti- — Sem efeito significativo

ratinho

p < 0.01

*As concentragdes de testes dos interferentes s@o as recomendadas pelo CLSI EP7-A219%.
** Foi adicionado um volume igual de soro positivo para FR ou HAMA ao soro positivo

para autoanticorpos medidos no kit de teste EarlyCDT Lung.

**#* O kit de teste EarlyCDT Lung nd&io deve ser utilizado em doentes com doengas que
resultem num nivel elevado de proteinas séricas totais, por exemplo, mieloma,
amiloidose, gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI).

19. Resumo do Método

e Equilibre o kit e todos os reagentes a uma temperatura entre +18 e +22 °C (isto ird

demorar, pelo menos, 2 horas).

e Prepare os reagentes.

e Coloque 100 pL de controlo e de amostra de doente diluida nos pocos da(s) placa(s)
de microtitulagdo, conforme descrito.

e Cubra e incube a uma temperatura entre +18 e +22°C durante 90 minutos, com

agitagdo.

e lLave quatro vezes.

e Adicione 100 pL de anticorpo secunddrio a todos os pogos da placa de

microtitulagéo.

e Cubra e incube a uma temperatura entre +18 e +22°C durante 60 minutos, com

agitagdo.

e Lave quatro vezes.

e Adicione 100 pL de substrato a todos os pogos da placa de microtitulagdo.

e Incube a uma temperatura entre +18 e +22°C, no escuro, durante exatamente 15

minutos (sem agitagdo).

28



e Adicione 100 pL de solugdo de paragem a todos os pogos da placa de
microtitulagdo.

e Determine a densidade 6tica de cada pogo num comprimento de onda de 650 nm
nos 30 minutos seguintes.

e Calcule os valores de autoanticorpos utilizando o software fornecido no dispositivo
USB.

20. Glossdario de termos para o EarlyCDT Lung

O glossdario de termos utilizados ao longo das Instrugdes de Utilizagéo, com as respetivas
defini¢gbes, & apresentado na tabela 12.

Tabela 12: Glossdrio de termos

Termo Definigéo
O grau em que o resultado de uma medigdo, cdlculo ou
Preciséo especificagdo estd em conformidade com o valor ou resultado
correto.
Antigénio Proteina ou outra molécula imunogénica.

Autoanticorpo
(AAc)

Anticorpo produzido como resposta ao antigénio de um
hospedeiro.

Anticorpo Anticorpo constituido pelo dominio vari@vel de uma espécie
quimérico (por exemplo, rato) e pelo dominio constante de outra espécie
(por exemplo, humano).
DPOC Doencga pulmonar obstrutiva crénica.
ELISA Ensaio de imunoabsorg@o enzimdtica.
DO Densidade 6tica medida espetrofotometricamente.
Vinte cigarros (ou seja, um mago) fumados todos os dias
Mago-ano
durante um ano.
PBS Solugdo salina tamponada com fosfato.

Valor preditivo
positivo

A probabilidade de os doentes com um resultado positivo no
teste terem efetivamente a doenca.

Prevaléncia

A proporcdo de uma populagdo que tem uma doenga.

Sensibilidade

A proporcdo de pessods que se sabe terem um estado de
doenca e que apresentam um resultado positivo no teste.

Especificidade

A proporcdo de doentes sauddveis que se sabe ndo terem um
estado de doencga e que apresentam um resultado negativo
para o mesmo.

29



21. Glossdrio de simbolos

)
1

REF

PN

Manufacturer
Indica o enderego
do fabricante do
dispositivo médico
e adatade
fabricagdo.

Consultar as

instrucées de
utilizacdo

Indica a
necessidade de o
utilizador consultar
as instrugées de
utilizagéo.

Data de validade
Indica a data apés
a qual o dispositivo
médico ndo deve
ser utilizado.

Ndmero de
referéncia

Indica o nUmero de
referéncia do
fabricante para que
o dispositivo
médico possa ser
identificado.

Limites de
temperatura
Indica os limites de
temperatura aos
quais o dispositivo
médico pode ser
exposto com
seguranga.

Referéncia do
Componente

IVD

LOT

Dispositivo médico de
diagnéstico in vitro
Indica um dispositivo
médico que se destina a
ser utilizado como
dispositivo médico de
diagnéstico in vitro.

Riscos biolégicos
Indica que existem
potenciais riscos
biolégicos associados
ao dispositivo médico.

Cédigo do lote
Indica o cédigo do lote

do fabricante, para que
o lote ou remessa
possam ser
identificados.

Néo reutilizar

Indica um dispositivo
médico que se destina a
uma Unica utilizagéo, ou
a ser utilizado num dnico
doente durante um
Unico procedimento.

Contém quantidade
suficiente para <n>

2

EU

REP

30

testes

Indica o nUmero total de
testes IVD que podem
ser realizados com os
reagentes do kit IVD.

Representante
autorizado na Unido
Europeia



22. Referéncias

1.

© © NP TN ®WN

S

UDI

Indica a identidade
de um componente
do teste do kit

Importador
Indica qualquer

pessoa singular ou
coletiva
estabelecida na
Unido Europeia que
colocaum
dispositivo de um
pais terceiro no
mercado da Uniéo
Europeia

Simbolo de perigo
de irritagdo

Pode provocar uma
reagdo alérgica na
pele

Identificador
exclusivo do
dispositivo

Um suporte que
contém as
informagées do
identificador
exclusivo do
dispositivo

-..}*{..-
~7IN
N

Indica o representante
autorizado na Unido
Europeia

Manter afastado da luz
direta do sol

Indica um componente
que necessita de
protegdo contra fontes
de luz

Néio utilize se a
embalagem estiver
danificada

Indica que o dispositivo
ndo deve ser utilizado se
a embalagem estiver
danificada ou quebrada
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23. Garantia

Este produto tem a garantia de funcionar conforme descrito na sua rotulagem e na
literatura quando utilizado de acordo com todas as instrugdes. A Freenome Ltd. REJEITA
QUALQUER GARANTIA IMPLICITA DE COMERCIALIZAGAO OU ADEQUAGAO A UM FIM ESPECIFICO
e, em caso algum, a Freenome Ltd. ser@ responsdvel por danos consequentes. A
substituig@o do produto ou o reembolso do prego de compra é a solugdo exclusiva para o
comprador.

24. Assisténcia Técnica e Servigo de apoio ao cliente

Para obter assisténcia técnica ou realizar uma encomendag, contacte a Freenome através
do ndmero
+44 (0)115 784 0501, envie um e-mail para earlycdt@freenome.com ou consulte o nosso
sitio da Internet em www. EarlyCDT.com

25. Resumo da seguranca e do desempenho

O resumo da seguranga e do desempenho do dispositivo deverd estar disponivel na
EUDAMED (ligag&o: Portal Web da EUDAMED)) quando o sistema estiver totalmente
funcional.

26. Notificagdo de incidentes graves

Caso tenha ocorrido um incidente grave relacionado com este dispositivo, este deverd
ser notificado ao Servigo de Apoio ao Cliente da Freenome através do namero +44 (0)115
784 0501 ou de e-mailEarlyCDT @Freenome.com. Nos Estados-Membros da Uni@io
Europeiaq, os incidentes graves também devem ser notificados & autoridade competente
(o departamento governamental responsével pelos dispositivos médicos) do seu pais.
Consulte o site do seu governo para obter detalhes sobre como contactar a sua
autoridade competente.

Entende-se por “incidente grave” qualquer incidente que, direta ou indiretamente, tenha
causado, possa ter causado ou possa causar:

e a morte de um doente, utilizador ou outra pessoaq,
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e 4 deterioragdo grave, tempordria ou permanente, do estado de saldde de um

doente, utilizador ou de outra pessoa.

27. Historial de revisdes

ID da
Verséo
V10

Data

Set 2021

Resumo das alteracgoes

Atualizagdo para conformidade com os requisitos do
Regulamento (UE) 2017/746 IVD

i

Dez 2021

Atualizagdo da secg@o Resumo dos resultados do estudo
clinico para incluir caracteristicas adicionais de
desempenho clinico.

V12

Jul 2022

Adi¢do da localizagdo do resumo da seguranga e do
desempenho. Atualizagdo das velocidades do agitador.
Informagdes adicionais sobre a composi¢do do tampdo na
Tabela 1. Adicionada a recomendagdo de utilizagdo de
pipeta eletrénica multicanal para pipetagem.

V13

Set 2023

Substituicdio da Oncimmune Ltd pela Freenome Ltd e
atualizacéo do representante autorizado

Vi4

Nov 2023

Substituicdo do conservante ProClin 950 por ProClin 300.
Mudanga do sistema de controlo derivado de amostras
humanas (Controlo A e B) para o sistema de anticorpos
guiméricos (Controlo).

V15

Feb 2026

Glosar de simboluri actualizat in conformitate cu
etichetarea actualizatd. Rebranding.
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