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Hevylite ™ — zdrojové informace
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Hevylite ™ — vychodiska metody

Q LIMITACE — STANDARDNICH ANALYTICKYCH METOD

» S-ELFO
* Nedostatec¢na citlivost u nizké koncentrace Milg (1-3 g/l) — ,fenomén p rFekryti“
- ELFO IgA - migracni pozice interferuje napfr. s transferinem, haptoglobinem a C,
- IgM — sklon k autoagregaci

> |IFE - ,zlaty standard”
* Vysoka citlivost v detekci a ur ¢€eni izotypu M-proteinu, ale bez kvantifikace

> ANALYZA sVL R — FreeliteTM (nefelometrie, turbidimetrie)
« Zejmeéna velky p Finos pom éru «/'A
- kvantitativni hodnoceni klonality VL R
- zohledn éni suprese ,netumorézniho VL R*
- zohledn éni variabilniho renalniho metabolismu a zm  én krevniho objemu

> CIL — Hewylite (HLC) - ,heavy/light chain®

= dosazeni podobneho analytického prinosu jako u vySet Feni VLR




HEVYLITE — priprava HLC polyklonalnich protilatek

> INTAKTNI MOLEKULY IMUNOGLOBULINU
o unikatni junk éni epitopy mezi konstantnimi doménami ,,LCH a HCH"*
e tyto junk éni epitopy jsou ter ¢em Hevylite (HLC) protilatek = separatni
identifikace rozdilnych typ ¢ LR jednotlivych tF id Ig:
IgG-ka lgG-A, IgA-ka IgA- A, IgM-ka IgM-A
* hodnoceni v parech”, nap¥F. IgG-«/lgG-A s ur éenim pom éru hladiny
,postizenych/nepostizenych Ig*

Tercové epitopy (¢erné) pro Hevylite protilatky jsou v .Heavyl/light chain“ pary  molekul 1gG, IgA a IgM s c¢erné

konstantnich oblastech (CH1 a CL) mezi tézkymi (HCH) a vyznacenymi teréovymi epitopy pro Hevylite imunoese;j.

Introducing Hevylite:

Hevylite
epitopes 7

Bradwell, R. A., 2008
Hobbs, J., 2009

lehkymi Fetézci (LCH) molekul Ig.

Hevylite specificities

Automated lgGK
immunoassay

(BNII and SPAPLUS)

Polyclonal sheep
antisera reagent

YYYYYY

... Future: IgDx IgDA

Bradwell, R. A., 2008
Hobbs, J., 2009



HEVYLITE — priprava HLC antisér

Q ZAJISTENI SPECIFICITY HLC imunoeseje
, OVEi“ polyklondlni protilatka - vylou  éeni zkFizené reaktivity
(imunizacni, adsorpéni a purifika¢ni techniky)
* 6 vysoce specifickych a siln  é reaktivnich homogennich IgG, IgA a IgM/HLC
antisér, vhodnych pro nefelometrii a turbidimetrii
rozpoznani r dznych lehkych retézca v kazdé tFidé Ig

0 NORMALNI HODNOTY HLC imunoglobuling a HLC pom  éru

» Koncentrace intaktniho Ig a jejich HLC ~ «xa A ,subset 4" je udrzovana v Gzkém rozmezi

IMUNOGLOBULIN X (rozmezi)

IgG Kk (mg/L) 7231 (3608 — 11655)
IgG A 4203 (2023 — 9158)
IgG K/A pom ér 1.8 (1.15 - 2.70)
IgA K (mg/L) 1280 (300 — 2440)
IgA A 936 (312 — 2300)
IgA K/A pom ér 1.47 (0.479 — 3.26)
IgM K 837.6 (267 — 1960)
IgM A 563.5 (185 — 1320)
IgM K/A pom ér 1.6 (0.71 - 2.61)

* nutné dalSi studie k upfesnéni HLC rozmezi Bradwell, R. A., 2008



Hevylite ™ — klinicky p Finos u MG

O HLC (Hewylite TM) — nejp fesnéjSi kvantifikace Mlg (Iépe nez konvencéni SPE)

vysoka senzitivita v detekci IgA-MG  (95.6%, SPE pouze 50%)
srovnatelnost s IFE u IgG, IgA a IgM

(u 3/68 pac. negativita HLC/pozitivita IFE)

IFE-stale ,zlaty standard” v detekci MIg (+IgD, IgE, biklonalni MG)
HLC ale kvantitativni vysledky i pfi nizké hodnoté Mig,

resp. pfi pouze IFE pozitivité !

O HLCr — pom ér HLC K/L (detekce monoklonality i pAi nizkém Mig)

pomeér vySe produkce dominantniho, nddorového Mlg/stupn @ suprese
nenadoroveho, polyklonalniho Ig  (,imunoparéza®)

oproti SPE neni zkresleni: zména objemu krve, HMK a variabilita
metabolismu Mig

0 V CR - standardizace, mezilaboratorni unifikace  (analyzator SPA Plus)

O HCL (Hewylite ™)

— nenahrazuje IFE, jde o vysoce senzitivni technika,
vzajemna komplementarita

Bradwell A.R., 2009; Pika T., 2010; Kraj M., 2011; Ludwig H, 2012; Koulieris E et, Kyrtsonis M.CH., 2012; Boyle E.M, 2012,

Adie L, 2013; Streetly M.J., 2013; Vavrova J. ,2013; Katzmann, J.A. et Rajkumar S.V., 2013; Korde N., 2012



Hevylite ™ — klinicky vyznam v diaghostice MM

1 MM — abnormalni koncentrace HLC-K, HLC-L a abnormalni
pomeér HLCr (dg.100% ev. 98%)
* novy spolehlivy parametr pro Dg. a monitorovani
predevsim oligosekre ¢niho typu MM
(Mlg < 10 g/) a s velmi nizkou hodnotou Mig

« UHLC-1gG prokazan vztah: Hb, sFLC, BMPC (%)

e U HLCr - 1gG prokazan vztah:
e k rozsahu nadorové masy (Hb, sFLC, BPPC (%) a B,M
e k aktivité¢ MM

« HLCr - citliv éjSi nezli SEP, nikoliv ale IFE

Hodnoty HLC a HLCr koreluji s koncentraci Mlg vzhledem

k odliSné kinetice Iépe nez FLC

Bradwell A.R., 2009; Pika T., 2010; Kraj M., 2011; Lombard C., 2011; Seetharan A., 2011; Guitarte C.B., 2011; Ludwig H, 2012;
Koulieris E et, Kyrtsonis M.CH., 2012; Boyle E.M, 2012; Adie L, 2013; Streetly M.J., 2013; Vavrova J. ,2013;
Katzmann, J.A. et Rajkumar S.V., 2013; Korde N., 2012.



Hevylite ™ — prvotni klinické zkuSenosti
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Hevylite ™ — klinicky vyznam pro monitorovani [é  ¢by MM

O MM terapie
e Pomér HLC K/L (HLCr) — dynamicka informace o mife selektivniho zaniku
My-bb. vs. netumordznich bb. — vyhodnoceni stupné selektivniho zni¢eni
nadorovych bb. - tedy efektivity |écby

O LECEBNA ODEZVA

 Normalizace HLCr ve 44% (sCR, CR, nCR)

» Persistence patol. HLCr - nedosazeni CR (rezistence k terapii) p/'es neg. SEP
a IFE a normalni FLC index K/L

* Nepostradatelna technika k hodnoceni hloubky CR p Fi neg. SPE a IFE

e MRD — HLCr je citliv &jSi nezli SEP, FLC, HLC, u IFE rozporné néalezy (?)

e Po terapii/ASCT je nejcitliv  éjSi M-FC (100%), IFE (80%), HLC (70%)

e HLCr hodnota — vztah k TTT a PFS: Iépe nez B ,-M, albumin a nezli FISH
(del 13,1t 4;14, del 17p13(p53)?

0 MONITOROVANI HLCr
« Konverze norm. na patol. — ¢€asna detekce ,evolving “ relapsu,
drive nezli IFE a SEP
* P¥i pozitivit & IFE — kvantitativni vyhodnoceni zm ény Mlg (funkéni aktivity Pb v KD)

0 CAVE
e 0ojedin éle HLCr normalni u pozitivity IFE, nCR a VGPR! (nizky Mlg/vysoky Plg?)

Bradwell A.R., 2009 a 2013; Pika T., 2010; Kraj M., 2011, Olivero B., 2011; Koulieris E. et Kyrtsonis M.CH., 2012;
Drayson M., 2012; Boyle E.M., 2012; Ludwig H, 2012; Avet-Loiseau H.,2010; Gaiser F., 2013; Legg A.,2010;
Katzmann J.A. et Rajkumar S.V., 2013; Elliott B.M., 2013.



HEVYLITE™ — 13t |nternational Myeloma Workshop, Paris“ /2011 (2)

O HLC — POTENCIALN E NOVY PRISTUP PRI HODNOCENI MRD
o 27 pac s MM: p Ffed ATKB (MRD-1), po ATKB (MRD-2) a po konz. terapii (MRD-3)
« MFC (6-barevna) vs IFE vs HLC vs FLC

100

50

% od MRD positive samples

Total MRD-1 MRD-2 MRD-3

« MFC a IFE — obdobna senzitivita u 50 intaktnich  (pred lé¢bou)
vzorkd MM (60 vs 58%) — HLC a FLC abnorm. u 46 a 30%

« MFC u MRD pred ATKB (MRD-1) — nejcitlivéjSi MFC a IFE (100 vs 80%),
pak HLC (70%) — nikoliv ale u MRD-2 a MRD-3

 Existuje urcita globalni komparabilita u raznych stuprid MRD (MRD-1 aZ MRD-3)

B. Olivero, IFM 2008



MM — IgGA — monitorovani pr dgbéhu nemoci s pomoci Hevylite pom éru

(IgG-A / 1gG-k, S-ELFO a ,scanning denzitometrie* IgG a nefelometrie, NR — normalni rozmezi)
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Hevylite ™ — prognosticky vyznam u MM

d HLCr u MM
* VWysoce patol. HLCr p fed. a po terapii je nezavisly PF
s vyznamnym vztahem k OS
e vyznamneéjSi nezli vyse M-proteinu v dusledku
,Jmunoparézy“ po terapii

 Normalizace HLCr ma vysSsSi prediktivni hodnotu, nezli

uprava S-FLC
« ale sou€ asna normalizace HLCr + FLCi je silné jSi
PF nezli dosazeni sCR a CR

« HLCraB,M -vzajemn e nezavislée PF u MM (nikoliv LDH, albumin)

 V pripadeé ISS zvysSuje inkorporace HLC jeho prognosticky
potencial (stratifikaci rizika)

 HLCr + B,M: novy 3-stup novy (0, 1, 2) stratifika €ni model
Klin. rizika, vyznamn €jSi nez ISS: - 50% OS: 131, 53 a 29(m)

Bradwell A.R., 2009 a 2013; Pika T., 2010; Kraj M., 2011; Koulieris E. et Kyrtsonis M.CH., 2012; Drayson M., 2012; Boyle E.M., 2012;
Ludwig H., 2012; Avet-Loiseau H.,2010; Gaiser F., 2013; Legg A.,201; Katzmann J.A. et Rajkumar S.V., 2013; Elliott B.M., 2013.



MM — PFS v souboru 308 pacient & dle HLCr p A diagnéze
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HLCr (dolni tercil) modra kiivka (n-207) St.1 — B,M < 3.5 + HLCr < 0.01 (modrd)
HLCr (horni tercil) c¢ervena krvka (n-101) St.2 — B,M > 3.5 nebo HLCr > 200 (zelend)

Vysoky HLCr pomér se vyznacoval kratSim PFS St.3 — B,M > 3.5 + HLCr > 200 (¢ervena)



Hevylite ™ — klinicky vyznam u MGUS

dMGUS
o Abnormalni HLCr zjiSt én v 66%: IgA-97 %, IgM- 90%, 1gG- 56%
— patol. HLCr pfedevSim pfi vySSi hodnoté monokl.lgG
« V pripadé dg. MGUS dle IFE, 16 % neg. HLCr
o Zachyt suprese HLC- alternativniho/polykl. Ig (,imunoparéza®)
u27% MGUS

dVyznamneé rizikové faktory maligni transformace MGUS
 IMWG — pocet ,rizikovych faktora“:  vySe Mlg, non-IgG typ,
patol. FLC index

« NOVE: selektivni suprese HLC altern./polykl. Ig je nezavislym
prediktorem transformace MGUS  (IgG typu) v MM

— zaclenéni suprese syntézy polyklon. IgG malignim PC klonem
zvySuje citlivost dosavadniho IMWG stratifikacniho modelu

e Stupe n suprese HLC altern. paru Ig koreluje se stadiem IMWG
Jrzika® MGUS: nejvySSi vyskyt patol. HLCr ve stadiu ,high risk*
oproti ,low a low-interm. risk*

Wolff F., 2013; Katzmann J.A. et Rajkumar S.V., 2009, 2012 a 2013; Legg A., 2010; Pika T., 2013;
Jimenez J., 2012; Kraj M., 2011; Seetharam A., 2011.



Hevylite ™ — vyznam u Waldenstromovy makroglobulinémie

d IgI\/I HLC
Vhodna metoda ke kvantifikaci IgM Mig
(v budoucnu nahrada SEP)?
e VySSi hodnota HLCr u ,high risk® IPSS
nezli v ,intermediate“ a ,Jowr isk® skupin e
e Median IgM HLCr vyssi:
— Vv progresivni/symptomaticke fazi  vs. fazi asymptomaticke

— ve fazi vyzadujici nezli nevyzadujici terapii
4 IgM HLCr

e Vztahk TTT a k BMPC (%)
* Prognosticky 3-stup novy stratifika €ni model pro OS:
- IgM HLCr, B ,M a LDH - vy €lenéni ,high risk* MW

O PREDBEZNE:

 Marker lé €éebné odezvy a monitorovani progrese MW

Leleu X., 2011; Koulieris E., 2010; Kraj M., 2011



Hevylite ™ — klinicky vyznam u AL systémové amyloidozy

AL systemova amyloidoza
« HLCr abnormalniv 61% (FLC pouze ve 32%)
* P¥i izolované pozitivit & IFE - abnormalni HLCrv 87%
* PFi negativit e IFE
— abnormalni HLC u IgA - 26%, IgG -20% a IgM -2%
* Monitorovani lé ¢ebné odezvy u normalni/lehce abnormalni
hodnot € FLC
e Kombinace vysSet reni HLCr a FLCr poskytuje vyznamnou
prognostickou informaci - excelentni vztah k OS
— v pripadé normalnich FLC je abnormalni HLCr nepriznivy PF

Analyza HLC/ HLCr dopl Auje v algoritmu AL dg. test U

pouziti IFE (IFE + FLC + U-elfo) — obdobna citlivost, kvantitat vysl.

Bradwell A R., 2008; Wechalekar A.D. 2010, 2011 a 2012 (UK National Amyloidosis Centre).



AL — AMYLOIDOZA
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IgA Hevylite koncentrace
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Bradwell, R. A., 2008

u AL-amyloiddzy s chybéjici detekci MIg s

IgG-K vs 19G- A u AL-amyloidozy

v souboru 146 darcd krve (Cernd) a 58 pac.
s IgG AL-amyloidézou

SPE pozitivita — cervené body, krouzky SPE
negativita. Pouze 19G-K/IgG-A pomér
(modré body)



Hevylite ™ — zavér (1)

a HLC resp. HLCr (Hevylite ™)

Dostupna, rychla, presna a unikatni technika

Citliv éjSi nez SEP, Freelite ™

-> doplné k IFE s velmi pfesnou kvantifikaci HLC-K/L
HLCr - koriguje variabilitu katabol. poloé asu Mig,
zmeny HTK a plazm. objemu

HLCr - pom ér nadorového Mlg/nenadoroveho Ig

tj. vySe nador./nenador. klonu

d MM — HLCr
Spolehlivy parametr v Dg. a monitorovani oligosekre ¢ni
formy s velmi nizkym Mig
Hodnoceni aktivity, hloubky lé  €ebné odezvy (CR a MRD),
vEéasneé | progrese/relapsu
Nezavisly PF (silngjsi nezli FLC), vztah k OS
Potencialni prinos pro prognostickou stratifikaci MM
(,Low risk“ MM - nizky Mig+norm.HLCr a FLCI)




Hevylite ™ — zavér (2)

d MGUS — HLCr
e rozsireni IMWG kritérii ,rizika“ maligni
transformace o HLCr
« .High risk* MGUS - suprese ,nenadorového /
polyklonalniho® Ig  (,imunoparéza®)
- nezavisly rizikovy faktor maligni transformace
MGUS (projev pokrodilejsi klonality)

d MW — HLCr
e highrisk* MW, marker Ié ¢ebné odezvy a progrese

O AL systemova amyloiddéza — HLCr
e U casti nemocnych odhaleni MIg 1 pFi negativit é
IFE a normalni hodnot é FLC
« abnorm. HLCr + FLC — vztak k OS




Hevylite ™ — zavér (3)

J HLC a HLCr
 realné obohaceni dosavadniho armamentaria
standardnich test g u MG, vedouci k dalSimu zvySeni
urovn é diagnostiky v této skupin € nemocnych

d Hevylite ™
« potencial perspektivniho dopln  éni (,zlatého

standardu“?) klasickych metod analyzy MIg/Plg
a efektivity vedeni nemocnych v é Fe rychle se
rozvijejici a stale U ¢inn éjSi moderni terapie (?)

O Pro dalsi validaci a zhodnoceni realného p  finosu
vySet Fovani par & HLC a HLCr jsou nezbytné dalSi
poznatky, jez vyplynou z prospektivnich
randomizovanych studii a v ramci ziskani vlastnich
praktickych zkusSenosti.




Hevylite — nova analyticka metoda v diagnostice a
hodnoceni pr abéhu monoklonalnich gamapatii

Séudla V., Pika T., He fmanova Z.

Klin. Biochem. Metab., 18 (39), 2010, No. 2, p. 62-68

Stanoveni volnych lehkych  rFetézca a Hevylite TM
u monoklonalnich gamapatii

Vavrova J., Tichy M., et al.
In: Maisnar V., Tichy M. a kol. — Monoklonalni imunoglobul  iny —

vyskyt, vyznam a moznosti jejich prakazu.
y Nucleus. HK , 2012, s.55-60
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HEVYLITE — srovnani nalezu u MM se situaci pfa vySet  reni normalniho séra

Hevylite allows identification,
guantitation and typing of M-proteins

Hevylite
M-protein hidden IgAK = 5000 mg/L
in Sregion IgAAN =20 mg/L
IgAK/A =250

Normal sera
MM patient

Bradwell, R. A., 2008
Hobbs, J., 2009




MG — zavislost vySe S-MIG t ridy IgG (event. IgA)

na stupni degradace

O NEONATALNI Fc receptory pro IgG (FcRn)

 FcRn — se vazi na albumin a IgG imunoglobulin
* PnA vysoké koncentraci IgG v séru jsou FcRn pIn é saturovany
= rychla degradace nevazaného/volného IgG - / katabol. polo ¢éas (~ 3 dny)

= recyklace IgG vazaného na FcRn

* Normalni koncentrace IgG - katabol. polo ¢as ~ 21 dnd
< MONITOROVANI MM dle vy3ky S-M-komponenty neodrazi adekvatn & zménu

produkce Mlg nadorovou tkani
» Hladina S-MIg neni dobrym PF u MM

Neonatal Fc receptor
“FcRn”

Recycling of IgG

Fluid phase §(
g& uptake

Endothelial cell

FcRn binds
IgG inside

endosome \ Bound IgG

/] is recycled

Degradation

Bradwell, R. A., 2008
Hobbs, J., 2009

Bradwell, R. A., 2008
Hobbs, J., 2009



MG — zavislost vySe MIg na hodnot é hematokritu,
objemu plazmy a rychlosti katabolismu MIG

Relationship of monoclonal Ig’ changes Concentration-dependent
to plasma volume and haematocrit catabolism of IgG

[+-]
o
T T

IgG M-protein production [ [0 [N g1 [0]
underestimated corrects for this

Haematocrit {vol %)

Serum IgG concentration {giL)

2000 3000

oL— 0 =
Plasma volume (ml/m?) 0 1o| 2:;'130 ‘?o 50 6070 80 Waldmann and Strober
Alexanian et al. Blood 1977 49: 301- 307 gG half life (days) Prog Allergy 1969; 13: 1-110
Hobbs, J., 2009 Hobbs, J., 2009
* Kolisani S-MIG ~ 0 30 — 50% » Katabolicky polo ¢as:
- neodrazi vérn é zménu nadorové masy - 1gG ~ 21 dn & = dny az tydny
-lgA~6dna
-IgM ~5dna

“ IgA a IgM tumory jsou proto relativné vétsi nez 1gG



MM — IgG A — monitorovani pr gbéhu nemoci s pomoci Hevylite IgG-k

a pom éru IgG-A /1gG-k
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IMUNOHISTOCHEMIE

» HLC protilatky — imunohistochemické hodnoceni ,subsetds  “ LR Ig
» Posouzeni klonality v tka ni LU, KD a dalSich tkani, obsahujicich B-bb. a Pb

HEVYLITE — imunohistochemie

» Namisto techniky dvojiho barveni lze pouzit:

- HLC protilatky oznacéené peroxidazou nebo fluorochromem
- Prislib citlivé analyzy klonality u Sirokého spektra

imunoproliferativnich chorob

Bradwell, R. A., 2008

Imunohistochemie lymfatické uzliny  barvené
s pomoci peroxidazové reakce oznacené IgG-L
Hevylite reagencii
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Bradwell, R. A., 2008

Peroxidazové reakce oznacené IgM-K
Hevylite reagencii



