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1. Scopul utilizarii

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” este destinat utilizdrii ca test imunologic pentru detectarea
in vitro a unui grup de sapte autoanticorpi de cancer pulmonar prezenti la om pentru a
ajuta la depistarea precoce a cancerului pulmonar la pacientii cu risc ridicat si la
stratificarea riscului la pacientii cu noduli pulmonari nespecifici identificati prin CT.

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” este conceput pentru uz profesional, iar rezultatele trebuie
interpretate de profesionistii din domeniul medical in combinatie cu toate celelalte
informatii clinice disponibile. Testul este destinat analizei serului uman colectat fie intr-un
activator de cheag sau intr-un tub de gel sau a plasmei colectatd in tuburi EDTA.

2. Introducere si contextul testului

Cancerul pulmonar este una din cauzele principale ale deceselor cauzate de cancer la
nivel mondial, afectdnd anual milioane de pacienti. Cancerul pulmonar este responsabil
pentru 13% din cazurile de cancer si 19% din toate decesele cauzate de cancer la ambele
sexe la nivel mondial.! Fumatul tutunului este cauza predominantd a cancerului pulmonar;
cu toate acesteq, urmdtoarele aspecte reprezintd, de asemeneq, factori de risc:

° Varsta

e Sexul

e Antecedente de fumator

e Emfizem/BPOC

¢ Antecedente familiale de cancer pulmonar la rude de gradul |

e Expunerea la medii nocive, inclusiv la praf, azbest si radiatii ionizante, precum si la
gazul radon

Datele obtinute din studiul clinic ,National Lung Screening Trial"? efectuat in SUA au ardatat
cd detectarea precoce prin screening anual cu tomografie computerizatd cu dozd redusd
(CTDR) are ca rezultat o imbundtdtire cu 20% a mortalitdtii asociate cu cancerul pulmonar.
Prin urmare, detectarea precoce salveazd vieti. Cu toate acesteq, screening-ul CTDR are
dezavantaje cauzate de faptul c& 96,4% din CTDR pozitive sunt constatdri benigne (fals
pozitive)2. De asemeneaq, furnizeazd o doz& de radiatii potential ddundtoare.

Celulele tumorale exprimd proteine in forme modificate sau amplificate in comparatie cu
omologii lor normali (celule non-maligne). Acestea sunt cunoscute sub numele de
antigene asociate tumorii (AAT) si unele patrund in sistemul cardiovascular al pacientului
cu cancer. O serie de cercetdtori au demonstrat cd sistemul imunitar al pacientului cu
cancer recunoaste adesea starea alteratd (de exemplu , mutatii, supraexpresie sau
glicozilare aberantd) a AAT si provoacd un rdspuns al anticorpilor impotriva acestora.
Astfel, acest rd&spuns al anticorpilor actioneazéd ca un semnal in vivo amplificat precoce
pentru prezenta AAT (si, prin urmare, a tumorilor) in organism. Astfel de anticorpi sunt
cunoscuti ca autoanticorpi (AAC) deoarece sunt stimulati de proteinele modificate ale
gazdei, iar testul ,EarlyCDT Lung” este proiectat sd le cuantifice pe acestea. Prin urmare,
rezultatele testului ,EarlyCDT Lung” pot fi folosite ca metodd auxiliard pentru identificarea
precoce a prezentei cancerului pulmonar. In studiile de validare, testul ,EarlyCDT Lung”



demonstrat o specificitate ridicatd (>90%)% 4 si este non-invaziv, necesitdnd doar
prelevarea unei probe de s@nge.

Testul se efectueazd folosind o serie de pasi manuali si automati Tmpreund cu
echipamentele de laborator utilizate in mod obignuit in executia testelor ELISA (test de
imunoabsorbtie cu anticorpi marcati enzimatic). Proba diluatd a pacientului este
addugatd in godeurile plécii de analizd (acoperitd cu antigen specific) si incubatd. Dupd
o serie de etape de addugare a diferiti reactivi, incubare si spdlare, autoanticorpii atasati
sunt detectati prin addugarea unui reactiv colorimetric, iar semnalul rezultat al densitdtii
optice (DO) este masurat folosind un cititor de pléci ce se bazeazd pe spectrofotometrie.
Cititorul de pldci exportd datele DO intr-un fisier Excel pentru calcularea rezultatului testului.
Un dispozitiv USB care contine un sablon Excel securizat este inclus in kit. Rezultatele sunt
transferate manual in sablonul Excel in care rezultatul testului este generat automat. Testul
aplicé praguri de referintd rezultatelor cantitative pentru a obtine un rdspuns ordinal (nu a
fost detectat un nivel semnificativ de anticorpi, moderat, ridicat) si, ca atare, testul este
semi-cantitativ.

3. Grupuri de pacienti recomandate

Se recomandg utilizarea kitului de testare ,EarlyCDT Lung” la persoanele care prezintd un
risc crescut de cancer pulmonar din cauza unei combinatii de varstd, sex, antecedente de
fumator si alti factori de risc, cum ar fi expunerile la diverse medii periculoase (praf, azbest,
substante radioactive), cei cu antecedente de emfizem/BPOC sau antecedente familiale
de cancer pulmonar la o rudd de gradul 1.

Recomanddrile curente ale Freenome sunt:

e Pacienti cu varsta 250 de ani cu un antecedente de fumator de cel putin 20
pachete-an (echivalent cu fumatul unui pachet de tigdri pe zi timp de 20 de ani).

e Pacienti cu varsta cuprinsd intre 40 si 49 de ani, cu antecedente de cel putin 20
pachete-an plus cel putin un factor de risc suplimentar (vezi sectiunea introductivé).

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” poate fi, de asemeneaq, utilizat Tmpreund cu tehnici
imagistice de diagnosticare pentru a evalua in continuare riscul de aparitie a cancerului
pulmonar acolo unde au fost detectati noduli pulmonari nespecifici, dar care nu au fost
diagnosticati ca fiind maligni.

4. Limitari ale utilizdrii

Pacientii cu antecedente de cancer de orice tip nu trebuie s& efectueze testul ,EarlyCDT
Lung” . Exceptia de la aceastd recomandare este pentru pacientii cu antecedente de
carcinom bazocelular (CBC). Dupd efectuarea unui studiu, datele au demonstrat cd CBC
nu afecteazd rezultatul testului ,EarlyCDT Lung” (date in dosarul Freenome).

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” nu trebuie utilizat la pacientii despre care se stie cd au boli
care duc la un nivel crescut de proteine serice, de exemplu mielom, amiloidozd,
gammapatie monoclonal& de semnificatie nedeterminatd (GMSN).



5. Principiul testului

Pacientii cu cancer pulmonar pot prezenta un rdspuns umoral ca urmare a bolii®8, iar
aparitia autoanticorpilor a fost identificatd cu pdnd la patru ani inainte de diagnosticul
clinic in unele cazuri®". Setul de testare Freenome ,EarlyCDT Lung” detecteazd in-vitro
autoanticorpii a sapte antigene specifice cancerului pulmonar (CAGE, GBU4-5, HUD , MAGE
A4, NY-ESO-1, p53 si SOX2), acestea fiind prezente incd din stadiile incipiente ale cancerului
pulmonar®2  Din probele prelevate pacientilor cu cancer pulmonar inainte de
diagnosticare din studiul clinic UKCTOCS®, s-a demonstrat cd nivelurile autoanticorpilor
detectate de ,EarlyCDT Lung” ar putea fi identificate cu pdnd la 9 ani inainte de
diagnosticarea clinicd a cancerului pulmonar, cu un timp mediu de detectie de 4 ani.

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” functioneazd ca un test de imunoabsorbtie cu anticorpi
marcati enzimatic (ELISA). Reactivii furnizati sunt utilizati impreun& pentru mdsurarea celor
sapte autoanticorpi descrisi mai sus pentru un maximum de zece probe prelevate de la
pacienti. Pl&cile sunt pre-acoperite cu antigene asociate cu tumora si o proteind de
control (control VOL) la doud dilutii: 50 nM si 160 nM, vezi figura 1. Proba diluatd a
pacientului este incdrcatd in godeurile pldcii, acoperitd si incubatd. Pe fiecare placd
furnizatd pot fi rulate pdnd la cinci probe prelevate de la pacienti. Dupd o serie de etape
de addugare a reactivului, incubare si spdlare, autoanticorpii sunt detectati prin
addugarea unui reactiv colorimetric, iar semnalul rezultat este mdasurat folosind un cititor
de pldci ce se bazeazd pe spectrofotometrie.
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Figura I. Aspectul pldcii de microtitrare ,EarlyCDT Lung”. Un rénd intreg este acoperit
cu acelasi AAT, alternédnd intre 50 nM si 160 nM proteine in fiecare godeu. Godeurile
réndului H sunt acoperite cu o proteind de control pentru a permite corectarea
reactiil



6. Reactivi si materiale furnizate

e Fiecare kit de testare ,EarlyCDT Lung” contine reactivii enumerati in tabelul 1, care sunt
suficienti pentru efectuarea unui maximum de zece teste:

- Deoarece pldcile de microtitrare partial utilizate trebuie eliminate, utilizarea
cea mai eficientd a acestui kit se realizeazd prin rularea a cinci sau zece
probe in acelasi timp.

o Data de expirare a trusei este mentionatd pe etichetd de pe cutie.

e NU utilizati kitul dupd& data de expirare.

e NU utilizati kitul dacd sigiliul exterior este rupt la primire si v& rugdm contactati
EarlyCDT @freenome.com pentru a raporta incidentul.

e NU utilizati reactivi sigilati sau desigilati dupd data de expirare.

e NU amestecati reactivi din diferite loturi.

Tabelul 1. ECDTL2 Componentele kitului de testare ,EarlyCDT Lung”

Numdrul " ) Depozitare si stabilitate dupd prima
.. Componentd Cantitate .

piesei utilizare
Diluant pentru -

. P 1x 27.5mL Intre +2 si +8°C, timp de 4 sdptdmani
specimen

ECDTL2-SD
O solutie salind tamponatd cu fosfat care contine 0.1% cazeind bovind
si 0.05% ProClin 300.

Anticorp 1x 0.27mL Intre +2 si +8°C, timp de 4 sdpt&dmani
secundar (stoc nediluat)

ECDTL2-SA Fractie de imunoglobulind purificatd din antiser de iepure la IgG
umand conjugatd cu peroxidazd de hrean. Este furnizat ca o solutie
stoc de 100x (aproximativ 0.02 g/L) intr-o solutie salind tamponatd cu
fosfat cu cazeind bovind 0.1%. Contine 0,05% ProClin 300.

Diluant pentru N
) P 1x 27.5mL Intre +2 si +8°C, timp de 4 saptdmani
anticorp

ECDTL2-AD
O solutie salind tamponatd cu fosfat care contine 0.1% cazeind bovind
si 0.05% ProClin 300.

i Intre +2 si +8°C, timp de 4 sdptdmani
Solutie tampon . . Co

i 1x 55mL (stoc nediluat). Se dilueazé inainte
de spdalare (20x) de utili

ECDTL2-WB e utilizare.

Solutie concentratd ce are in componentd solutie salind tamponaté cu
fosfat si 2% Tween 20. Contine 0,05% ProClin 300.
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ECDTL2-MTP

Pldci de
microtitrare cu 2x placi Aruncati dupd prima utilizare
96 de godeuri

Pl&ci din polistiren cu 96 de godeuri acoperite cu proteine umane
recombinante si cazeind bovind. Se livreazd uscate intr-o folie cu
desicant, stabilizator si conservant.

ECDTL2-CON

Substantd de

2x1.8mL Aruncati dupd prima utilizare
control A ’

Un amestec de anticorpi himerici de tip soarece/uman diluat direct la
concentratia de lucru. Este proiectat ca reactiv la antigenele p53,
SOX2, CAGE, NY-ESO-1, GBU4-5, MAGE A4 si HuD. Concentratia relativa
de imunoglobuline reactive pentru fiecare antigen (exprimatd in unitdti
relative) este furnizatd in fisa personalizatd a lotului. Contine 0,1%
ProClin 300. Nu necesitd diluare suplimentard.

Benzi de . . . -
ECDTL2-SEAL 4x benzi Aruncati dupd prima utilizare
etansare
Substrat 1x 27.5mL Intre +2 si +8°C, timp de 4 sdptdmani
A nu se expune la lumina directd a
soarelui
ECDTL2-SUB
Substrat pentru peroxidaza de hrean. Contine un preparat gata de
utilizare de TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenziding). Nu necesitd diluare
suplimentara.
Solutie stop 1x 27.5mL Intre +2 si +8°C, timp de 4 sdptdmani
ECDTL2-SS Solutie de fluorura de sodiu la 1 g/L. Contine 0.05% ProClin 300. Furnizat
gata de utilizare.
. -, Intre +2 si +8°C sau la temperatura
Dispozitiv USB 1x .
camerei
ECDTL2-USB Contine: Instructiuni de utilizare (ECDTL2-IFU); fisa personalizatd a

lotului (ECDT2-LSI); fisd privind date despre siguranta materialului;
certificat de analizd; si software-ul de calcul al rezultatelor testului
~EarlyCDT Lung”.

7. Echipamente, consumabile si materiale necesare, dar nefurnizate

Pentru a efectua testul ,EarlyCDT Lung”, sunt necesare echipamente suplimentare,
consumabile si materiale care nu sunt furnizate impreund cu kitul. Acestea sunt
enumerate in tabelul 2.



Tabelul 2. Echipamente, consumabile si materiale necesare, dar nefurnizate

Articol

Descriere

Cilindru gradat de
mdsurare

50mL si1000mL: Pentru mdsuraread si preparared
solutiei tampon de spdlare si a solutiei de anticorpi
secundari.

2. Apd deionizatd Pentru prepararea solutiei tampon de spdlare.

3. Tub de 50 ml cu capac Pentru utilizare in timpul dilutiei anticorpilor secundari.
20uL: Pentru pregdtirea probei pacientului.

Pipetd cu 8 canale de 100 yl: Pentru distribuirea
anticorpului secundar, a substratului si a solutiei stop n
godeuri, in fiecare coloand a pldcii.
Nota: Freenome recomanda utilizarea unei pipete
electronice cu canale multiple de 50 — 1200 pL pentru

. distribuirea reactivilor.

4. Pipete . . -
100-1000yL: Pentru prepararea anticorpilor secundari si
distribuirea probei pacientului.
1-5mL: Pentru proba pacientului si diluarea anticorpilor
secundari.

Notd: Toate pipetele utilizate trebuie s fie intretinute
si calibrate astfel incat sa poatsdi fi asiguratd
acuratetea distribuirii.

Adaptate pentru distribuirea precisd a pipetelor

5. Varfuri de pipetd p. P . P PP
mentionate mai sus.

Sunt necesare 3 rezervoare curate, cu o capacitate de

6. Rezervoare pentru pdnd la 25 ml, pentru a pdstra anticorpul secundar,

reactivi substratul sau solutia stop in timp ce sunt addugate cu
o pipetd cu canale multiple.
7. Shaker pentru pldcile de  Cu o orbitd cu diametrul intre 1.5 si 4.5 mm. Consultati
microtitrare tabelul 3 pentru viteza adecvatd in functie de orbita.
. Un flacon de spdlare care sd contind 0.5L solutie.
8. Spdlator automat de
pldci de microtitrare . N . N
Sau, un spaldator automatd de pléci capabil sa
sau flacon pentru L . .
. L. efectueze 4 cicluri de spdlare consecutive cu un volum
spdlarea pl&cilor
de umplere de 300uL/godeu.
Pentru a se asigura cd etapele de incubare sunt

9. Cronometru . -
efectuate la momentul specificat in protocol.

Pentru a indepdrta orice lichid rezidual din godeuri dupd

10. Hartie absorbantd N P 9 P
spdlare.

Care poate citi o lungime de undd de 650 nm si care
1. Cititor de pldci de are un interval minim de operare de 0-3DO.
microtitrare Notda: Testul a fost validat folosind cititorul de pldci
~Tecan Infinite M200”
12. PC cu conexiune USB si Pentru calcularea rezultatului testului folosind
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Microsoft Excel 2007 sau  dispozitivul USB furnizat impreund cu kitul.
mai nou

Nota: Dacd orice automatizare a echipamentelor este implementaté de cétre
laboratorul care utilizeaza kitul de testare ,,EarlyCDT Lung”, aceastd automatizare
trebuie validatd in conformitate cu procedurile sistemului de management al calitdtii
din laborator.

Tabelul 3. Viteza shaker-ului in functie de dimensiunea orbitei

orbité (mm) Viteza (RPM)
1.5-2.0 600
2.5-3.0 500
3.5-4.5 400

8. Stabilitate si depozitare

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” este stabil pdnd la data de expirare inscrisd pe eticheta
cutiei atunci cand reactivii sunt depozitati conform indicatiilor (intre +2 si +8 °C).

Reactivii kitului nedeschis trebuie pdstrati conform instructiunilor de pe ambalajul
reactivului individual si sunt stabili asa cum sunt furnizati pdnd la data de expirare a kitului.
Odatd deschis, fiecare reactiv este stabil asa cum este furnizat pentru durata specificatd
in tabelul 1. ECDTL2-WB si ECDTL2-SA in formd diluatd trebuie utilizate in ziua in care a fost
efectuatd diluarea.

Kiturile sau componentele kitului care nu au fost depozitate in conformitate cu conditiile de
mai sus nu trebuie utilizate.

9. Indicatori de instabilitate

Substratul trebuie s& fie incolor. O culoare albastrd indicd faptul cd reactivul poate fi
contaminat si ar trebui aruncat.

10. Masuri de sigurantd

Pentru diagnostic in vitro:

¢ Instrumentele care contin s@inge sunt potential infectioase si trebuie manipulate,
depozitate si eliminate in conformitate cu reglementdrile locale privind riscurile
biologice.

e Fisa cu date privind securitatea materialelor (FDSM) oferd informatii detaliate
referitoare la eliminarea si manipularea corectd, respectiv la pericolele care sunt
asociate cu kitul de testare ,EarlyCDT Lung”. FDSM poate fi gdsitd pe dispozitivul USB
furnizat impreund cu kitul si este disponibild si de la Freenome (telefon: +44 (0)115
784 0501 sau email: EarlyCDT @freenome.com).
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Urmdtoarele componente: anticorp secundar, solutia tampon de spdlare, proba si
diluantul de anticorpi, substanta de control, solutia stop si pldcile de microtitrare cu 96 de
godeuri sunt clasificate ca elemente ce pot provoca hipersensibilitate la nivelul pielii
(categoria 1A) si pot determina o reactie alergic& a pielii. Atunci cand manipulati aceste
componente, trebuie utilizat echipamentul de protectie personala (EIP) adecvat . Pentru
mai multe informatii, v& rugdm s& consultati fisele furnizate privind datele de sigurantd
pentru fiecare componentd a kit-ului.

1. Manevrarea si depozitarea probelor

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” este destinat utilizdrii cu ser sau plasmd umang,
colectatd intr-unul dintre urmdtoarele tuburi:

e Ser: activator de cheag sau tub de gel.
¢ Plasma: colectatd folosind tuburi EDTA.
e Notd: Plasma colectatd in tuburi de heparind si citrat nu trebuie utilizata.

Colectati sGngele prin punctie venoasd sau prin inteparea degetului si procesati conform
instructiunilor producdtorului tubului de colectare pentru a separa serul sau plasma de
materialul coagulat si de materialul celular. Probele de sGnge integrale trebuie pdstrate
la temperatura camerei (intre +18 si +25°C) si procesate in termen de patru zile. Dac&
probele de ser sau plasmad nu trebuie testate imediat, acestea pot fi pdstrate la oricare
dintre optiunile: Tntre +2 si +8 °C timp de 14 zile sau intre -25 °C si -15 °C sau intre -85 si -
65°C timp de 12 luni. Probele nu trebuie s& treacd prin mai mult de 5 cicluri de inghet si
dezghet. Aduceti probele congelate la temperatura camerei si amestecati bine prin
rdsturnare usoard inainte de analiza.

12. Protocol de testare

Note de testare si precautii de citit INAINTE de a incepe testul ,EarlyCDT Lung”

_,f'\\ Asigurati-va ca testul este efectuat la o temperaturd intre +18 si +22°C
Lo si cd toti reactivii sunt la aceastd temperaturd inainte de utilizare.

Fiecare etapd de incubare cronometratd trebuie efectuatd exact

y !\ conform duratei specificate. De indatd ce o placd este umplutd,
trebuie pornit un cronometru.
’fl\\ Toate echipamentele utilizate trebuie sd fie intretinute, calibrate si
/N

4= validate corespunzdtor pentru a asigura functionarea corectd.

A Asigurati-va cd reactivii nu se amestecd impreund utilizdnd rezervoare
L= curate pentru fiecare reactiv.

/N Nu utilizati setul dacd sigiliul exterior este rupt la primire.
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A Nu utilizati reactivi din kit dacd sunt deteriorati, par sd se fi scurs, par a
L= fi contaminati sau sunt deschisi.

A Nu depozitati reactivii in alte ambalaje decét cele in care au fost
L= primiti.

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” a fost dezvoltat pentru utilizarea intr-un
laborator de cdtre un tehnician de laborator competent*. Asigurati-va
cd se obtine o intelegere aprofundatd a protocolului inainte de a
incepe un test.

A Aruncati solutiile, in special cele care contin material biologic, conform
£=%  reglementdrilor locale privind eliminarea deseurilor biologice.

V& rugdm sd verificati continutul kitului si s& 1l comparati cu lista
/I inclusd in tabelul T pentru a confirma cd toate componentele necesare
sunt prezente.

Informatiile despre pacient pot fi introduse in software-ul furnizat cu acest
dispozitiv. Utilizatorii trebuie sd se asigure cd hardware-ul computerului utilizat
pentru rularea software-ului kitului are mdsuri adecvate de securitate si acces

/b implementate pentru a fi in conformitate cu cerintele locale pentru protectia
datelor pacientilor. Aceste masuri ar trebui s& includd controlul fizic si
electronic al accesului utilizatorilor. Software-ul kitului nu necesitd acces la
reteaua IT pentru a functiona.

g Fiabilitatea rezultatelor testelor nu poate fi garantata daca exista
abateri de la protocolul furnizat in acest document.

V& rugdm sé contactati serviciile pentru clienti Freenome prin telefon +44 (0)115 784 0501

sau prin e-mail EarlyCDT@freenome.com pentru asistentd, dacd sigiliul exterior este rupt
la primire, dacd kitul sau componentele au fost depozitate altfel decdt este specificat sau
dacd reactivii sunt deteriorati.

* Un tehnician de laborator competent este definit ca o persoand cu experientd in
efectuarea de teste ELISA si care este instruitd si competentd in efectuarea tehnicilor
generale de laborator, cum ar fi pregdtirea solutiilor tampon si utilizarea pipetelor, si care
este capabild sd urmeze cu meticulozitate instructiunile protocolului.

Pasul 1: Pregatirea reactivului si a probei

4. Cititi mai jos informatiile relevante pentru acest pas

11
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a. Tnregistrati numdrul lotului mentionat pe eticheta cutiei kitului si numerele de
identificare ale probelor in tabelul 4 de mai jos:

Numdr lotului: (‘acesta va fi necesar atunci cénd

utilizati software-ul pentru calculul rezultatelor)

Tabelul 4: Nr. de identificare a probelor

Placa 1 Nr. de identificare a probei Placa 2 Nr. de identificare a probei
Proba 1 Proba 6
Proba 2 Proba 7
Proba 3 Proba 8
Proba 4 Proba 9
Proba 5 Proba 10

b. Scoateti toate componentele din cutie si lasati-le intre +18 si +22°C timp de cel putin
doud ore inainte de utilizare.

c. Infunctie de numdrul de pldci utilizate, pregdtiti reactivii si probele recoltate de la
pacient dupd cum este detaliat in tabelul 5.

Tabelul 5: Pregdtirea reactivului de testare

" 1 placd de testare 2 pl&ci de testare
Pregdtire . )
(Maximum 5 probe) (Maximum 10 probe)

Se amestecd 25 ml de solutie Se amestecd 50 ml de solutie tampon
Solutie tampon tampon de spdlare de spdlare
de spdlare (ECDTL2-WB) (ECDTL2-WB)

cu 475 ml de apd deionizatd cu 950 ml de apd deionizatd

Se amestecd 0.12 ml de . .
. . Se amestecd 0.24 ml de anticorp
Anticorp anticorp concentrat (ECDTL2-
. concentrat (ECDTL2-SA) cu 24 ml de

secundar SA) cu 12 ml de diluant de

N diluant de anticorpi (ECDTL2-AD)
anticorpi (ECDTL2-AD)

Se amestecd 20ulL de probd a pacientului

Probd pacient
P cu 2.2 ml de diluant pentru probd (ECDTL2-SD)

d. Scoateti una sau ambele pldci de microtitrare din folie (Numd&rul piesei: ECDTL2-
MTP), in functie de numadrul de probe ce trebuie examinate.

& Pasul 1 - note importante:

e Datoritd concentratiei mare de sare din solutia tampon de spdlare
furnizatd, se poate observa cristalizarea. Dacd se intdmpld acest lucru, pur
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si simplu incdlziti solutia inainte de utilizare pentru a redizolva sdrurile, fie
plasdnd sticla direct intr-o baie de apd la 37°C, fie tin@nd sticla sigilatd sub
jet de apd caldd pdnd cdnd cristalizarea nu mai este vizibild.

e Serecomandd centrifugarea flaconului cu concentrat de anticorp
secundar pentru 5 secunde utilizdnd o microcentrifugd sau baterea
flaconului pe suprafata de lucru pentru a indepdrta orice continut care ar fi
putut fi prins Th capacul flaconului n timpul transportului.

e Sedilueazd concentratul de anticorp secundar intr-un tub de 50 ml si se
pune capacul. Se amestecd prin inversare de 5 ori inainte de utilizare.

e Amestecati prin inversare probele pacientului si substantele de control de
cateva ori inainte de utilizare.

e Asigurati-va cd este utilizat un varf de pipetd curat la manipularea fiecarei
probe sau substante de control.

e Pdstrati reactivii si probele diluate la temperatura camerei in ziua utilizdrii;
depozitati intre +2 si +8°C dacd nu sunt utilizate In aceeasi zi.

e Asigurati-vd cd pldcile sunt gjustate la temperatura camerei Tnainte de a
deschide folia.

Pasul 2: Incubarea substantei de control si a probei pacientului

a. Asigurati-va cd pldcile sunt orientate astfel incat godeul Al sd fie in coltul din sténga
sus.

b. Tn functie de numarul de pldci utilizate, ad&ugati substanta de control si probele
pacientului pe placa 1 si/sau 2, dupd cum urmeazd:

Test cu o singurd placd

i. Urméand aspectul pldcii 1 din figura 2 de mai jos, distribuiti 100 pL de substantd de
control (capac rosu, numdarul piesei: ECDTL2-CON) in fiecare godeu al coloanei 1 si
2.

ii. Distribuiti 100 pL din proba numarul 1 diluatd a pacientului in fiecare godeu al
coloanei 3 si 4. REPETATI pentru probele numadarul 2, 3 4 si 5urmand pasii pentru
placa 1.

iii. Imediat ce placd este completd, porniti un cronometru pentru 90 de minute.

Treceti la pasul c).

13



100 0000 00 00 00
900 0000 00 00 00
< 1000000000000
. 90 0000 00 00 00
00 000000 00 00
. 90 000000 090 00
00 0000 00 00 00
. 000000000000

Figura 2: Modelul standard cand este utilizatd doar o placd de microtitra

Test folosind doud pldci

i. Urmand aspectul pldcii 1 din figura 3 de mai jos, distribuiti 100 pL de substantd de
control (capac rosu, numérul piesei: ECDTL2-CON) in fiecare godeu al coloanei 1 si
2.

ii. Distribuiti 100 pL din proba numarul 1 diluaté a pacientului in fiecare godeu al
coloanei 3 si 4. REPETATI pentru probele 2, 3, 4 si 5, urmand pasii pentru placa 1.

iii. De indatd ce placa 1 a fost umplutd, porniti un cronometru pentru 90 de minute.

iv. Urmdénd aspectul pldcii 2 din figura 4 de mai jos, distribuiti 100 L de substantd de
control (capac rosu, numdrul piesei: ECDTL2-CON) in fiecare godeu al coloanei 1 si
2.

v. Distribuiti 100 pL din proba numdrul 6 diluatd a pacientului in fiecare godeu al
coloanei 3 si 4. REPETATI pentru probele numdrul 7, 8, 9 si 10, urmand pasii pentru
placa 2.

vi. De indatd ce placa 2 a fost umplutd, porniti un alt cronometru pentru 90 de minute.
Treceti la pasul ¢).
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Figura 3: Modelul pldcii 1 cadnd ambele pldci de microtitrare sunt utilizate in acelasi
timp.
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Figura 4: Modelul plécii 2 cdnd ambele pldci de microtitrare sunt utilizate in acelasi
timp.

. Odata ce reactivul de control si probele pacientului au fost addugate pe pldcile de
microtitrare, acoperiti fiecare placd folosind o bandd de etansare (numdrul piesei:
ECDTL2-SEAL), avand grijé ca banda de etansare s& acopere in mod adecvat toate
godeurile de pe placd.
. Asezati placa acoperitd pe un shaker pentru pl&ci de microtitrare la viteza de agitare
corespunzdtoare (consultati tabelul 3), incubati timp de 90 de minute (conform
cronometrului deja pornit) la o temperaturd intre +18 si +22°C.
Dacd shakerul nu are o setare de vitezd, utilizati o vitezd de agitare ,moderatd”;
poate fi nevoie s& ajustati aceastd vitezd dupd cum este necesar.
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Pasul 3: Adaugarea anticorpului secundar

a. Indepdrtati cu grijd banda de etansare de pe fiecare placd si goliti continutul
godeurilor intr-un recipient adecvat pentru deseuri biologice. Folositi hartie
absorbantd pentru a indepdrta tot lichidul.

b. Folosind un recipient de dozare, umpleti fiecare godeu cu solutie tampon de spdlare
si apoi goliti intr-un recipient adecvat pentru deseuri biologice. Tamponati ferm
placa pe hartie absorbantd pentru a indepdrta tot lichidul din godeuri.

e REPETATI aceastd etapd de spdlare de incd trei ori.
e Dacd utilizati un spdldtor automat pentru pldci, efectuati o spdlare in patru
cicluri (300 pL/godeu) folosind solutia tampon de spdlare furnizaté in kit.

c. Folosind o pipetd cu 8 canale, distribuiti 100 pL de solutie cu anticorpi secundar in
fiecare godeu a pldcii, distribuind secvential in fiecare coloand (adicd, 1,2, 3, 4... etc.).

d. Deindatd ce una dintre pléci a fost umplutd, porniti un cronometru pentru 60 de
minute.

e. Acoperiti fiecare placd si puneti-le pe un shaker. Incubati timp de 60 de minute
(conform cronometrului deja pornit) la o temperaturd intre +18 si +22°C, la viteza de
agitare corespunzdtoare.

Pasul 4: Addugarea substratului
i, Cititi mai jos informatiile relevante pentru acest pas

a. Indepdrtati cu grijd banda de etansare de pe fiecare placd si goliti continutul
godeurilor intr-un recipient adecvat pentru deseuri biologice. Folositi hartie
absorbantd pentru a indepdrta tot lichidul.

b. Folosind un recipient de dozare, umpleti fiecare godeu cu solutie tampon de spdlare
si apoi goliti intr-un recipient adecvat pentru deseuri biologice. Tamponati ferm
placa pe hartie absorbantd pentru a indepdrta tot lichidul din godeuri.

e REPETATI aceastd etapd de spdlare de incd trei ori.
e Dacd utilizati un spdaldtor automat pentru pldci, efectuati o spdlare in patru
cicluri (300 pL/godeu) folosind solutia tampon de spdlare furnizatd in kit.

c. Folosind o pipetd cu 8 canale, distribuiti 100 pL de substrat (numdrul piesei: ECDTL2-
SUB) in fiecare godeu al pl&cii, distribuind in fiecare coloand secvential (adica, 1,2, 3,
4..etc.).

d. Imediat dupd ce substratul a fost distribuit in toate cele 96 de godeuri ale primei
pldci, porniti un cronometru pentru 15 minute si Idsati placa la o temperaturd intre +18
si +22°C, in intuneric.

e. La sfarsitul incubatiei de 15 minute, atingeti cu bdtdi usoare partea laterald a
placii(lor) timp de aproximativ 10 secunde pentru a v& asigura de distribuirea
omogend a culorii in fiecare dintre godeuri (astfel diminuand sansa de a observa
aglomerdri).

/.«"i\\ Pasul 4 - note importante:
r %

e Este foarte important ca substratul s nu fie Idsat la incubat mai mult de 15
minute.

e Asigurati-vd cd expunerea la lumind este limitatd cat mai mult posibil in
timpul incubatiei de 15 minute la o temperaturd intre +18 si +22°C.
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Pasul 5: Adaugarea solutiei stop

a. Se adaugd 100 pL de solutie stop (numdrul piesei: ECDTL2-SS) in fiecare godeu, in
aceeasi ordine in care a fost addugat substratul.
¢ Notd: nu va exista nicio schimbare vizibilé a culorii cnd se adaugd solutia
stop.
b. Placa de microtitrare poate fi cititd imediat dup& addugarea solutiei stop. Pentru a
citi placa, treceti la Pasul 6.
» Nota: Placile pot fi Idsate maxim 30 de minute la o temperaturd intre +18 si
+22°C inainte de citire.

Pasul 6: Mdasurarea folosind spectrofotometrie

A, Cititi mai jos informatiile relevante pentru acest pas

a. Introduceti prima placd de microtitrare intr-un cititor de pl&ci, asiguréndu-véa cd
godeul Al este plasat in coltul din stnga sus.

b. Mdsurati densitatea opticd a fiecdrei pldci de microtitrare folosind spectrofotometria
la o lungime de undd de 650 nm.

c. Exportati valorile densitdtii optice (DO) obtinute intr-un fisier Excel pentru calcularea
rezultatului testului.

,-’/|\\\ Pasul 6 - note importante:

F____%

¢ Nu cititi placa folosind altd lungime de undd decdat 650 nm.
¢ Dacd este necesard o lungime de undd de referintd, v& recomanddm sd

utilizati 480 nm.

Pasul 7: Calcularea rezultatului testului

i, Cititi mai jos informatiile relevante pentru acest pas

a. Introduceti dispozitivul USB (numdrul piesei: ECDTL2-USB) intr-un computer i
deschideti fisierul ,2 Plate Assay” (test cu 2 pldci) sau 1 Plate Assay” (test cu 1 placé),
in functie de cate pldci au fost rulate.

b. 1Infila,Pasul 1. Introducerea datelor” (,Step 1. Data input”), procedati in felul urmdtor:

« Introduceti numérul lotului in cémpul ,Enter kit LOT”/,Introduceti LOT kit” (a se
vedea figura 5(A)).

« Introduceti data testului in cdmpul ,Enter Assay Date”/,Introduceti data
testului” (a se vedea figura 5(A)).

« Introduceti un ID pentru fiecare probd in cdmpul corespunzator (a se vedea
figura 5(B)).

o Introduceti valorile OD din fisierul Excel generat la pasul 6 in cédmpurile
corespunzdtoare (a se vedea figura 5(C))

c. Infila ,Pasul 2. Informatii despre pacient” (,Step 2. Patient information”), introduceti
toate informatiile relevante despre pacienti.
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d. Selectatifila ,Pasul 30. Rezultate” (,Results”) pentru a vedea rezultatele testului
.EarlyCDT Lung"” pentru fiecare pacient.

e. Selectatifilele ,Pasul 3b. Raport pacient” (,Step 3b. Patient report”) pentru a tipdri un
raport de testare pentru fiecare pacient.

e Pentru informatii despre ce semnificd rezultatul testului, consultati sectiunea
Jnterpretarea rezultatelor”, tabelul 6, din acest manual de utilizare sau
consultati informatiile furnizate in raportul pacientului.

W
® ENTERKITLOT: /
EarlyCDT*—Lung (A
ENTER ASSAY DATE:
Lhreeinpee dids
Test Kit result calculation (ONE plate format)
Important: This test result calculation file should be used in accordance with Step 6
of the Assay prof within the IFU.
Enter an 1D for
Llatett your sample: PLATE1
Sample1 1 ‘ 2 3 4 5 ] 7 ] 3 n il 2
Sample 2 pS3 3 /—K
Sample3 S0K2 B { (C \
Sampied | [ (B CAGE C \u
Wv-ESO-1 o
GBU4-5 E
MAGE Ad F
HuD =]
oL 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 deschidere a programului de calcul al rezultatelor testului ,EarlyCDT
Lung” (A) Trebuie introdus numdrul corect de LOT al kitului pentru a utiliza software-ul.
(B) ID-urile probelor trebuie inregistrate. (C) Datele DO exportate sunt introduse in
c@mpurile necesare.

Pasul 7 - Note importante:

e Software-ulincdrcat pe dispozitivul USB este specific fiecdrui LOT de kituri de
testare ,EarlyCDT Lung”. Prin urmare, trebuie sd va asigurati cd dispozitivul
USB livrat impreund cu kitul este utilizat pentru calcularea rezultatelor.
Utilizarea incorectd a software-ului va furniza un rezultat incorect al testului.
Numdrul de LOT al kitului este mentionat pe eticheta de pe cutia exterioard.
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13. Calcularea si interpretarea rezultatelor

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” nu necesitd calcule manuale, deoarece calculele sunt
automatizate in cadrul software-ului furnizat pe stick-ul USB din kit.

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” este conceput pentru uz profesional, iar rezultatele
analitice trebuie interpretate de profesionisti din domeniul medical in combinatie cu
toate celelalte informatii clinice disponibile. Un rezultat moderat sau ridicat indicd faptul
cd riscul pacientului de a avea cancer pulmonar este mai mare decat cel prezis exclusiv
de sexul, varsta, antecedentele de fumator si alti factori de risc. Estimdrile riscului dupd
un rezultat pozitiv sunt furnizate la sfarsitul raportului pacientului (riscului este mai mare
dupd un rezultat pozitiv ridicat in comparatie cu un rezultat pozitiv moderat). Calculele
sunt bazate pe addugarea unui test de diagnostic la riscul initial folosind raportul de
probabilitati de diagnosticare'™. Riscul crescut poate justifica o recomandare pentru teste
suplimentare, care ar putea include imagistica CT. Un rezultat conform cdruia ,nu a fost
detectat un nivel semnificativ de anticorpi” indicd faptul cd riscul pacientului de a avea
cancer pulmonar este neschimbat. Astfel, orice estimdri ale riscului de cancer pulmonar
fdcute inainte de test, bazate numai pe factorii de risc, sunt incd aplicabile. Tabelul 6
oferd o descriere a rezultatelor testelor si a termenilor care pot fi ofisati de software-ul
kitului.

Tabelul 6: Descrierea termenilor utilizati de software in prezentarea rezultatelor testului

Interval de acceptare pentru CC (controlul calitétii)
Substantele de control utilizate cu kit-ul au un interval de acceptare care este definit in ,Fisa personalizatd
a lotului” inclusd pe dispozitivul USB furnizat.

Rezultat substante de control Descriere

CC acceptat Datele de control se incadreazd in intervalul acceptat.

Datele de control nu se incadreazd in intervalul acceptat si testul
trebuie repetat. Acest lucru se poate datora unei varietdti de motive.

CC esuat . N N . . . D
’ V& rugdm sd contactati Freenome pentru asistentd tehnicd la
EarlyCDT@freenome.com
Rezultatul testului Descriere

Unul sau mai multi autoanticorpi ai testului ,EarlyCDT Lung” au ardtat
Ridicat valori peste limita superioard acceptatd. Riscul este semnificativ si
este probabil sd influenteze modul de ingrijire a pacientului.

Unul sau mai multi autoanticorpi ai testului ,EarlyCDT Lung” au ardtat
valori peste limita inferioard, dar toti au fost sub limita superioard.

Moderat . e s .
Riscul este semnificativ si ar putea fi suficient pentru a influenta modul
de ingrijire a pacientului.
Nu a fost detectat un nivel Toti autoanticorpii din testul ,EarlyCDT Lung” au ardtat valori sub limita
semnificativ de autoanticorpi inferioard.
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Notd: Rezultatul ,Nu a fost detectat un nivel semnificativ de
autoanticorpi” indicd o probabilitate mai micd de cancer pulmonar
decdt un rezultat pozitiv, insd nu inseamnd cd pacientul nu are sau nu
va dezvolta cancer pulmonar. Pentru a fi eligibil pentru test, pacientul
are deja un risc crescut de cancer pulmonar, acesta fiind prezis de
varstd, sex, antecedentele de fumator si alti factori de risc. Acest
rezultat nu exclude prezenta cancerului pulmonar si nici nu modificd
influenta acestor factori asupra riscului pacientului.

Invalid

Nu poate fi furnizat un rezultat al testului pentru acest autoanticorp.
Rezultatele pentru toti ceilalti autoanticorpi rdman valabile. Dacd o
placd sau un anumit esantion nu a trecut verificdrile pentru CC, atunci
rezultatul testului pentru acea/acele probd/probe va fi ,Invalid” si
testul ,EarlyCDT Lung” trebuie repetat pentru proba respectivd. V&
rugdm sd contactati Freenome pentru asistentd tehnicd la
EarlyCDT@freenome.com

14. Rezumatul rezultatelor studiilor clinice

Testul ,EarlyCDT Lung” a fost validat clinic folosind patru studii de caz-control separate
care au implicat un total de 1153 de pacienti cu cancer pulmonar si 937 de pacienti
normali (control). Cazurile si pacientii control au fost alesi in functie de varstd, sex si
antecedentele de fumdtor. Sensibilitatea si specificitatea clinicd a testului cu sapte
autoanticorpi cu doud straturi (negativ, pozitiv) s-au dovedit a fi de 35% si 91%; de
asemeneaq, s-au calculat rapoartele de probabilitate de diagnosticare, 3.81 pentru pozitiv
(DLRp) si 0.72 pentru negativ (DLRN). intr-un context de screening (prevalentd de 1%),
acuratetea a fost calculaté a fi de 90%, valoarea predictivd pozitiva (VPP) fiind de 3.7% cu
o valoare predictivé negativd (VPN) de 99.3%. In contextul prezentei unui nodul (raté de
malignitate de 25%), acuratetea a fost calculatd a fi de 78%, VPP de 55.3% si VPN de 80.6%.
Au fost calculate si caracteristicile de performantd clinicd, evaludnd pozitivitatea ca trei
straturi (negativ, moderat pozitiv si ridicat pozitiv); sensibilitatea si specificitatea au fost
de 14% si 94% pentru pozitivele de nivel moderat si de 21% si 97% pentru pozitivele de nivel
ridicat. Valorile DLRp au fost 2.1 i 8.7, iar DLRn 0.9 si 0.8. Pentru un scenariu de screening
(prevalenta de 1%), VPP a fost de 2,0% pentru nivelul moderat si de 8.0% pentru pozitivele
de nivel ridicat. VPN au fost de 99.1% si 99.2% si acuratetea de 92.7% si 96.2%. In contextul
prezentei unui nodul (25% rata de malignitate) VPP a fost de 40.6% pentru nivelul moderat
si 70.9% pentru pozitivele de nivel ridicat. VPN au fost 76.4% si 78.7%, iar acuratetea 73.5%
$i 78.0%.

Aceste constatdri au fost confirmate cu opt grupuri separate de pacienti, totalizénd 451
de pacienti cu cancer pulmonar si 8831 de pacienti normali, in medii reale. S-a
demonstrat, de asemeneaq, cd sensibilitatea si specificitatea dispozitivului sunt
independente de stadiul sau gradul cancerului pulmonar si au fost mentinute pentru
cancerul pulmonar in stadiu incipient, stadiu tardiv, cu celule mici si fard celule mici
(non-microcelular)4.

Intr-un audit al rezultatelor clinice a 1613 de pacienti din SUA cu risc crescut de cancer
pulmonar, al cdror medic a comandat ,EarlyCDT Lung”, performanta (sensibilitate,
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specificitate si acuratete generald) a fost in concordantd cu datele de validare. In runda
de prevalentd, >50% dintre cancere detectate printr-un test pozitiv au descoperite intr-
un stadiul incipient al bolii'®

Un audit separat al aceleiasi cohorte de pacienti a identificat 269 de pacienti cu noduli
pulmonari necalicificati care au identificati de un radiolog in termen de sase luni de la
efectuarea testului ,EarlyCDT Lung”. Din acest grup, s-a descoperit cd 52 de pacienti
aveau cancer pulmonar, in timp ce nodulii identificati la ceilalti 217 pacienti au fost
benigni. Tn general, un test ,EarlyCDT Lung” pozitiv a fost asociat cu un risc de cancer
pulmonar de 2.2 ori mai mare, iar pentru pacientii cu noduli de dimensiuni intre 4 si 20
mm (cei care sunt mai susceptibili de a se vindeca) riscul relativ de cancer pulmonar a
fost de 2.7 ori mai ridicat. Corelarea cu modulele de risc ,Gould, Brock si Swensen” bazate
pe mdrimea nodulilor a fost demonstratd si pentru nodulii de 4 pand la 20 mm."”

Kitul de testare ,EarlyCDT Lung” a fost validat clinic prin comparatie cu ,EarlyCDT Lung
LDT” in doud studii caz-control; primul a avut un total de 236 de cazuri de cancer (C) si
236 de persoane de control f&rd boald (N) si a fost impartit in faza de instruire
(154C/154N) si validare (82C/82N), iar al doilea a avut un total de 366 de cazuri de cancer
si 472 de persoane de control f&rd boald si a fost impdrtit in faza de instruire (163C/163N)
si validare (203C/309N). Acest lucru a fost efectuat pentru a confirma similaritgtile dintre
LDT si kit si pentru a seta limite de diagnosticare pentru kit. Kitul ,EarlyCDT Lung” a fost
utilizat intr-un mod echivalent cu testul ,EarlyCDT Lung LDT” si au avut o concordantd
>90%.

Existd o schimbare semnificativé vis-a-vis de detectarea cancerului pulmonar in stadiu
incipient odatd cu utilizarea kitului ,EarlyCDT Lung”. La doi ani, studiul clinic ECLS din Scotia
a demonstrat o reducere semnificativé a detectiei in stadiu avansat in grupurile ce au
beneficiat de testul ,EarlyCDT Lung” comparativ cu grupurile de control (ingrijire
standard) ¢ . in grupul in care s-a intervenit, 33 din 56 (58.9%) cancere pulmonare au fost
diagnosticate in stadiul 111/1V, comparativ cu 52 din 71 (73.2%) in grupul de control (o
scadere de 37% pentru cancerul depistat in stadiu térziu) . Rata de risc pentru
diagnosticarea in stadiul lll/IV a fost 0,64 (95% CI: 0,41-0,99).18

15. Trasabilitatea metrologica

,EarlyCDT Lung” este un test functional care oferd valori complet specifice unui anumit
sistem de mdsurare ELISA . Pentru autoanticorpii utilizati de ,EarlyCDT Lung” nu sunt
disponibile materiale de referintd externd. Prin urmare, nu este posibil s fie analizate
materialele externe de calibrare a testului sau rezultatului testului in sine folosind aceste
materiale. Acest lucru inseamnd cd nu este posibil s& se pregdteascd materiale
experimentale de concentratie cunoscutd pentru a efectua studii de corectitudine,
recuperare sau exactitate. In plus, nu este disponibild nicio analiz& functionald
alternativd a titrurilor de autoanticorpi pentru comparare directd cu EarlyCDT Lung ELISA.

In locul standardelor de referintd externe, a fost utilizat un sistem de calibrare cu probe

umane despre care se stie cd include anticorpi corespunzatori fiecdrui parametru
mdsurat de dispozitiv.
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Fiecare kit de testare ,EarlyCDT Lung” contine substante de control pentru asigurarea
calitatii, aceasta fiind efectuatd de utilizator impreund cu pacientul de fiecare datéd cénd
testul este utilizat. Aceastd substantd de control este un amestec de anticorpi himerici
de tip soarece/uman care a fost formulat pentru a contine niveluri cuantificabile ale
fiecdrui parametru mdsurat de dispozitiv si are un interval de acceptare care este
determinat in timpul CC (controlului calit&tii) lotului. Nivelurile parametrilor de control
trebuie sd se incadreze in acel interval pentru fiecare test, altfel rezultatul testului este
invalid. Dacd nivelul in afara intervalului, iInseamnd cd performanta dispozitivului nu este
conforma cu specificatiile si testul trebuie repetat.

16. Abordare matematicd

Valorile DO brute sunt mai intdi corectate pentru reactiile nespecificd prin scdderea
rezultatului VOL si apoi calibrate la unitdti relative (UR) folosind curbe standard
prestabilite in functie de antigenul specific. Curbele standard au fost determinate prin
reprezentarea DO observate dupd o serie de dilutii de fluide de calibrare si apoi prin
ajustarea modelelor logistice folosind regresie neliniard cu patru parametri. Conversia
valorilor DO in UR prezise este efectuatd folosind formula inversatd din curba standard
mentionatd anterior. Se aplicd o corectie de potentd fiecdrui lot nou. Curbele standard
rdman fixe in cadrul fiecdrui lot .

17. Intervale de referintd

In cadrul bolii, este de asteptat ca nivelurile de autoanticorpi sd fie crescute pentru cel
putin un antigen la un procent dintre subiecti. Decizia cu privire la pozitivitatea acestei
cresteri nu este luatd pe baza intervalelor de referintd, ci mai degrabd pe limite
optimizate specifice antigenului. Prin urmare, intervalele de referintd sau valorile ,tipice”
in populatiile normale sau afectate nu sunt prezentate pentru a evita confuzia in ceea ce
priveste semnificatia unui test pozitiv.

18. Caracteristicile de performantda ale testului
Acuratete si corectitudine (exactitate)

Nu este posibil sG se demonstreze acuratetea sau corectitudinea pentru parametrii unde
nu sunt disponibile materiale de referintd certificate sau unde lipsesc procedurile de
referintd a cuantificdrii. Deoarece nu existd standarde externe sau materiale de referintd
adecvate pentru test, aceste caracteristici nu sunt aplicabile si nu pot fi determinate.

Precizie

Precizia a fost determinatd utilizdnd sapte specimene de ser cunoscute cé prezintd
semnale pozitive de autoanticorpi care au fost testate de sase ori pe aceeasi placg,
fiecare placa fiind rulaté de doud ori pe zi (kituri separate) in sase zile separate.
Repetabilitate sau precizia intra-test a fiecarei mdasurdtori de autoanticorp s-a bazat pe
variatia intre replici ale aceleiasi probe pe aceeasi placa (si, prin urmare, pe acelasi kit si
pe aceeasi zi). Coeficientii de variatie (CV) pentru precizia intra-test, bazati pe variatia
dintre toate replicile din aceeasi zi si reuniti pe toate pldcile pe parcursul celor sase zile,
sunt prezentati in tabelul 7.
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Precizia intermediard sau inter-testare s-a bazat pe variatia dintre kituri si pldci rulate pe
parcursul mai multor zile cu aceleasi probe. CV-urile pentru precizia inter-testare, bazat
pe variatia dintre replici in zile diferite, sunt prezentate in tabelul 8.

Controlul preciziei este determinat pentru fiecare lot si furnizat cu fiecare kit .

Tabelul 7: Precizia intra-test

50nM 160nM

Autoanticorp

Medie DO CV% Medie DO CV%
p53 1.116 10.3 1.735 31
SOX2 2.443 31 2782 2.4
CAGE 2,133 4.9 1.568 1.7
NY-ESO-1 3.046 1.4 3.039 1.3
GBU4-5 1133 7.9 1.462 34
MAGE A4 1.418 4.0 1.723 21
HuD 1.352 12.9 2,073 24

50nM 160nM

Autoanticorp

Medie DO CV% Medie DO CV%
p53 116 13.1 1.735 4.2
SOX2 2.443 3.8 2782 31
CAGE 2133 5.1 1.568 12.4
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 3.3
HuD 1.352 12.9 2.073 45

Intervalul de mdsurare si limitele de cuantificare

Intervalul de mdsurare pentru autoanticorpii dispozitivului a fost proiectat sd corespundd
cu aproximativ 7.5% din maximul curbei de calibrare pentru limitele inferioare de
cuantificare. Limitele superioare de cuantificare au fost determinate la aproximativ 92,5%
din maximul curbei de calibrare sau 3.0DO, oricare dintre acestea este mai micd, pentru
toti cei 7 autoanticorpi mdsurati de dispozitiv. S-a determinat, de asemeneaq, cd limitele
moderate si ridicate au fost in limitele de cuantificare pentru toti anticorpii pe care
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dispozitivul ii detecteazd. Cu toate acesteaq, calibrarea este specificd lotului (ref:
sectiunea 16, ,Abordare matematicd”, prezentatd mai sus), iar limitele exacte de
cuantificare si intervalul de mgdsurare sunt, de asemenea, specifice lotului. Prin urmare,
acestea sunt calculate pentru fiecare lot si furnizate cu fiecare kit.

Rezultatele testelor in afara acestui interval sunt inregistrate ca fiind sub sau peste limita
de cuantificare. Astfel de valori ar trebui sd fie in continuare evaluate si sunt raportate ca
.Nu a fost detectat un nivel semnificativ de autoanticorpi ” sau ,Ridicat”.

Sensibilitate analiticd, limite de detectie si limitele substantei martor

Deoarece materiale de referintd independente cu concentratie cunoscutd de
autoanticorpi nu sunt disponibile pentru acest test, nu este posibil sd se evalueze
sensibilitatea analiticad.

Limita de detectie (LdD) este definitd ca cea mai scdzutd concentratie a unui parametru
care poate fi detectatd in mod constant, dar nu neapdrat cuantificatd, in conditii de
ruting, intr-un laborator clinic, folosind probe tipice.

Limita substantei martor (LsM) este definitd ca cel mai mare rezultat al m&surdrii care
este probabil s& fie observat cu o anumitd certitudine pentru probele martor.

LdD si LsM pentru fiecare autoanticorp, la fiecare concentratie a antigenului
corespunzgtor utilizat in test au fost determinate si sunt prezentate in tabelul 9. Toate
valorile au fost substantial sub limitele respective, de asemenea prezentate ..

Tabelul 9: Limitele de detectie si limitele substantei martor

Limitd prag  Limitd prag

. Concentratia de LsM LdD o
Autoanticorp N (nI;/I) (UR) (UR) moderat ridicat
9 (UR) (UR)

50 0.88 1.51 3.58 4.652
p53

160 1.85 2.49 5.50 6.049

50 0.87 1.51 6.62 6.785
SOX2

160 2.2] 2.88 7.82 8.146

50 0.65 1.32 4.46 4570
CAGE

160 -0.54 0.13 3.73 4.81

50 -1.25 -0.61 3.01 3158
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
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Liniaritate

Specimenele cunoscute cd prezintd niveluri ridicate de autoanticorpi specifici pentru unul
sau mai multi antigeni din pl&cile ,EarlyCDT Lung” au fost diluate in serie folosind
substantd tampon de testare si evaluate utilizéind protocolul ,EarlyCDT Lung” descris mai
sus. Presupundnd cd cea mai micd dilutie a probelor este de 100%, dilutia prevdzutd a
probei a fost reprezentatd in raport cu dilutia cunoscutd. Panta si coeficientii de corelare
(R2) pentru semnalul probei reprezentative sunt furnizate in tabelul 10. Toate se
incadreazd in specificatie, cu pante intre 0.9 si 1.1 si coeficienti de corelare R2 > 0.90.

Tabelul 10: Liniaritatea testului ,EarlyCDT Lung” ca urmare a diludrii

Autoanticorp Antigen la 50 nM Antigen [a 160 nM
Placd .Punct de : ‘Punct de. :
intercept  Gradient R2 intercepti  Gradient R2
ie e

p53 Placa 1 -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 Placa 1 -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 1 -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 Placa 1 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 1 -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 Placa'l 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

Specificitatea analiticd, interferente si reactii incrucisate

A fost evaluat efectul substantelor potential interferente in probele de ser pozitive pentru
autoanticorpii mdasurati in kitul de testare ,EarlyCDT Lung”. Urmdtorii interferenti testati
(tabelul 11) nu au afectat performanta testului, cu exceptia cazului in care este mentionat
altfel.
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Tabelul 1: Interferenti testati folosind kitul de testare ,EarlyCDT Lung”

Concentratia interferentului

Interferent . . Rezultat
in cadrul testdrii*
Niciun efect semnificativ
Trigliceride 3274mg/dL
p<0,01
120g/L Efect semnificativ***
Proteine totale 80g/L Niciun efect semnificativ
p<0,01
Niciun efect semnificativ
Bilirubina (conjugatd) 20mg/dL
p<0,01
Niciun efect semnificativ
Bilirubina (neconjugaté) 20mg/dL
p<0,01
Niciun efect semnificativ
Hemoglobind 500mg/dL
p<0,01
Albuterol 0.4ug/mL Niciun efect semnificativ
g p<0,01
Niciun efect semnificativ
Digoxind 6.09ng/mL

p<0,01

Factorul reumatoid

To**

Niciun efect semnificativ
p<0,01

Anticorpi umani anti-
soarece

11%*

Niciun efect semnificativ
p<0,01

*Concentratiile interferentilor testati sunt cele recomandate de CLSI EP7-A219.
** Un volum egal de ser pozitiv pentru RF(factor reumatoid) sau HAMA (anticorpi umani
anti-soarece) a fost addugat la serul pozitiv pentru autoanticorpi mdsurati in kitul de

testare ,EarlyCDT Lung”.

*** kitul de testare pulmonard ,EarlyCDT” nu trebuie utilizat la pacientii despre care se stie

cd au boli care determind un nivel crescut de proteine serice, de exemplu mielom,
amiloidozd, gammapatie monoclonald de semnificatie nedeterminatd (GMSN).
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19.

Rezumatul metodei

Aduceti kitul si toti reactivii la o temperaturd intre +18 si +22°C (acest pas va dura cel
putin 2 ore).

Pregdtiti reactivii.

Addugati 100 pL de substantd de control si proba diluaté a pacientului ih godeurile
pl&cii de microtitrare, asa cum este descris.

Acoperiti si incubati la o temperaturd intre +18 si +22°C timp de 90 de minute
folosind un shaker.

Spdlati de patru ori.
Addugati 100 yL de anticorp secundar in toate godeurile pldcii de microtitrare .

Acoperiti si incubati la o temperaturd intre +18 si +22°C timp de 60 de minute
folosind un shaker.

Spdlati de patru ori.
Addugati 100 yL de substrat in toate godeurile pldcii de microtitrare .

Se incubeazd la o temperaturd intre +18 si +22°C la intuneric timp de exact 15 minute
(fara agitare).

Addugati 100 pL de solutie stop 1n toate godeurile pldcii de microtitrare .

Determinati densitatea opticd a fiecdrui godeu la o lungime de undd de 650 nm in
maximum 30 de minute.

Calculati valorile autoanticorpilor folosind software-ul furnizat pe dispozitivul USB.
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20. Glosar de termeni pentru ,EarlyCDT Lung”

Glosarul termenilor utilizati in aceste instructiuni este prezentat in tabelul 12.

Tabelul 12: Glosar

Termen Definitie

Nivelul la care rezultatul unei mdasurdtori, calcul sau specificatii
Acuratete <

se conformeazd cu valoarea sau rezultatul corect.
Antigen Proteine imunogene sau altd moleculd.

Autoanticorp (AAC) Anticorp produs ca rdspuns la un antigen gazda.

Anticorp format din portiunea variabil& a unei specii (de
Anticorp himeric exemplu soarece) si portiunea constantd a altei specii (de
exemplu umang).

BPOC Boala pulmonard obstructiva cronicd.
ELISA Test de imunoabsorbtie cu anticorpi marcati enzimatic
DO Densitatea opticd mdsuratd prin spectrofotometrie.

Doudizeci de tigdri (adicd un pachet) au fost fumate zilnic timp

Pachet-an
de un an.

PBS Solutie salind tamponatd cu fosfat.

Valoare predictiva  Probabilitatea ca subiectii cu un rezultat pozitiv la acest test sd
pozitiva aibd cu adevdrat boala.

Prevalenta Proportia unei populatii care s-a dovedit a avea o boald.

Proportia de persoane care au fost diagnosticate cu o boald si

Sensibilitate . . _
care au obtinut un rezultat pozitiv ca urmare a testarii.

Proportia de pacienti sdndtosi despre care se stie cd nuau o

Specificitate . . . o
boald si care au obtinut un rezultat negativ ca urmare a testdrii.
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21. Glosar de simboluri

REF

Producdtor

Indicd& producdtorul
dispozitivului medical
adresa producdtorului
si data fabricatiei.

Consultati
instructiunile de
utilizare

Indicd necesitatea ca
utilizatorul s& consulte
instructiunile de
utilizare.

Utilizare pand la data
Indicd data dupd care
dispozitivul medical nu
ar trebui utilizat.

Numdr de catalog
Indicd numdrul de

catalog al
producdtorului astfel
incat dispozitivul
medical sd poatd fi
identificat.

Limitd de temperatura
Indicd limitele de
temperaturd la care
dispozitivul medical
poate fi expus in
sigurantd.

Numdrul piesei

PN

Indicd identitatea unei
componente a kitului
de testare

29

IVD

EU

REP

Dispozitiv medical
pentru diagnostic in

vitro

Indicd un dispozitiv
medical care este
destinat a fi utilizat ca
dispozitiv medical
pentru diagnosticul in
vitro .

Riscuri biologice
Indicd faptul cd existd

riscuri biologice
potentiale asociate cu
dispozitivul medical.

Cod lot

Indicd codul de lot al
producdtorului, astfel
incéat lotul s& poatd fi
identificat.

Nu refolositi

Indicd un dispozitiv
medical care este
destinat pentru o
singurd utilizare sau
pentru utilizare pe un
singur pacient in timpul
unei singure proceduri.

Contine suficient
pentru <n> teste

Indicd numdrul total de
teste care pot fi
efectuate cu reactivii
kitului.

Reprezentant autorizat
in Uniunea

Europeand

Indicd reprezentantul
autorizat Tn Uniunea
Europeand




UDI

22. Bibliografie

Importator
Indicd orice persoand

fizicd sau juridicd
stabilitd in Uniunea
Europeand care
introduce pe piata
Uniunii un dispozitiv
dintr-o tard tertd

Simbol ce indica
pericolul de iritare
Poate provoca o reactie
alergicd a pielii

Identificator unic al
dispozitivului

Un element care
contine informatiile
privind identificatorul
unic al dispozitivului

A se pdstra departe de
lumina soarelui

Indicd o componentd
care necesitd protectie
impotriva surselor de
lumind

Nu utilizati dacd
ambalajul este
deteriorat

Indica faptul ca
dispozitivul nu trebuie
utilizat dacd ambalajul
este deteriorat sau rupt
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23. Garantie

Este garantat ca acest produs sd functioneze asa cum este descris pe etichetd si in
literatura de specialitate atunci cdnd este utilizat in conformitate cu toate instructiunile.
Freenome Ltd. RENUNTA ORICE GARANTIE IMPLICITA SAU ORICE ASIGURARE A FUNCTIONALITATII
in caz de folosire inadecvatd si, in niciun caz, Freenome Ltd. nu va fi tras la rédspundere
pentru daunele survenite in consecintd. inlocuirea produsului sau rambursarea pretului de
achizitie este unica solutie pentru cumpdrator.

24. Asistentd tehnica si serviciiclienti

Pentru asistentd tehnicd sau pentru a plasa o comandd, va rugdm s& apelati Freenome la
+44 (o)ns 784 0501, s& ne contactati prin e-mail la

EarlyCDT@freenome.com sau sd vizitati site-ul nostru la www.EarlyCDT.com

25. Rezumatul privind siguranta si performanta

Rezumatul privind siguranta si performanta dispozitivului va fi disponibil pe EUDAMED (link:
Portalul web EUDAMED) atunci cénd sistemul va fi pe deplin functional.

26. Raportarea incidentelor grave

Dacd a avut loc un incident grav in legdturd cu acest dispozitiv, acesta trebuie raportat la
Serviciul Clienti Freenome la +44 (0)115 784 0501 sau prin e-mail la

EarlyCDT @freenome.com. in statele membre ale Uniunii Europene, incidentele grave
trebuie raportate si autoritatilor competente (departamentul guvernamental responsabil
cu dispozitivele medicale) din tara dumneavoastrd. V& rugdm sd consultati site-ul web
al guvernului pentru detalii despre cum s& contactati autoritatea competentd

Un ,incident grav” inseamnd orice incident care, direct sau indirect, a dus, ar fi putut duce
sau ar putea duce la:

e decesul unui pacient, utilizator sau a altei persoane,
o deteriorarea gravéd (temporard sau permanentd) a stdrii de sandtate a unui

pacient, utilizator sau a altei persoane.
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27. Istoricul reviziilor

ID versiune  Data Rezumatul modificdrilor
V10 Septembr  Actualizare pentru a fi in conformitate cu cerintele Legii IVD
ie 2021 (UE) 2017/746
il Decembri  Actualizare la sectiunea ,Rezumatul rezultatelor studiului
e 2021 clinic” pentru a include caracteristici suplimentare privind
performanta clinicd.
Vi2 lulie 2022  Addugarea unui rezumat privind siguranta si performanta.

Actualizdri privind vitezele shaker-ului. Informatii
suplimentare addugate despre compozitia tamponului de
testare in Tabelul 1. Addugarea recomanddrii de utilizare a
pipetei electronice cu canale multiple pentru distribuirea
substantelor.

V13 Sep 2023  Tnlocuirea Oncimmune Ltd cu Freenome Ltd si actualizarea
reprezentantului autorizat
Vi4 Nov 2023  Tnlocuirea conservantului ProClin 950 cu ProClin 300.

Schimbarea de la sistemul de control derivat din
specimenele umane (Control A si B) la sistemul de anticorpi
himerici (Control). Clarificare suplimentard cu privire la
interferenta totald a proteinelor.

V15 Feb 2026 Glosar de simboluri actualizat in conformitate cu
etichetarea actualizatd. Rebranding.
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