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Nosologic Spectrum of
LGL Proliferations: Problem of definition

Large granular lymphocyte

NK (or T) cell lineage
MNormal value: 250 + /- 40/l

Difficulties in the classification of LGL expansion

- morphology? LGL may lack granules

- phenotype? nl lymphocyte express CD8/CD57 /CD56
- LGL count? excess is not mandatory

- clonality? does not imply leukemia

How distinguish LGL leukemia from other forms of LGL prolif?

By using conjonction of clinical/ morphological / phenotypical /
molecular and histological criteria




Nosologic Spectrum of
LGL Proliféerations: LDGL

Indolent : :
Transcient or reactive

LGL Proliferations
T or NK

Chronic LGL
Proliférations

LGL Leukemia
T >>NK

Aggressive LGL
Leukemia

Malignant

Polyclonal

|
| Monoclonal

Lamy et al, Sem hematol 2003




Reactive LGL Proliferations

¢ Definition

- Moderate Lymphocytosis (< 4 x
10.9/1)

- Transcient (< 6 months)

- T polyclonal or NK

¢ Causes:
- Infections: VIH, CMV, EBV...

- Connectivitis, ITP, Hemop Sd, MGUS
- NHL, Hodgkin’s disease,
- Post-transplantation (HSC / ORGAN)




Chronic T/INK Lymphocytosis

R e J

¢ Definition:
- Chronic LGL Proliferations

- Poly or monoclonal

- Lasting from months to several yrs

¢ Clinical Presentation:
- silent or splenomegaly

¢ Biological presentation
-LGL < 10x10.9/1 T ou NK

- isolated or associated with cytopenia)
¢ Associated diseases:
- Same as reactive LGL proliferations




Post-organ transplantation Chronic T
Lymphocytosis

¢ 9 cases: LGL (lasting 2-36 months)

¢ Kidney: 6 heart: 2
kidney/pancreas:1

¢ CMV Primo.infection: 8/9 cases

¢ Indolent disease (except neutropenia
¢ 2 graft rejections

¢ 8 T Oligoclonal




Pathogenie des leucémies T/NK LGL

Infection retrovirale, cytokine (1L2/1L12/1L15/1L18)
dysregulation voies d’apoptose (Fas/Fas, Trail,...), récepteur KIR
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Parenté clinico-biologique

Spécficité T




Leukemia

Wl I N nnil
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¢ First description in 1978

¢ WHO (Mature T cell and NK cell neoplams)
— Leukemic:
—T.PRL
— T-LGL Leukemia
— NK LGL leukemia
— ATL
— Extra-nodal:
— Cutaneous
— Nodal
— Peripheral T-Cell NHL
— Anaplastic NHL
— AIL




TI1I Gl | etitkemia

¢ Clonal LGL expansion (= 2 x 10.°%/)

(SB/PCR, RT-PCR, CDR3 seq) or Vbeta/KIR or Karyotype

¢ > 6 months

¢ Incidence:? (> HCL, SLVL, PRL.T)




TI1I Gl | etitkemia

¢ Median age: 60 yr (10 to = 80)

¢ Clinical Manifestations Frequency

Recurrent Infections 30-50%
B Symptoms 20-30%
Splenomegaly 20-50%
Hépatomegaly 10%
Polyadenopathy < 5%
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Leukemia
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+ Bilological Manifestations frequency

Neutropenia: ANC < 1.5 x 10.9/1 80%
Severe Neutropenia: ANC < 0.5 x 10.9/1 459%
Circulating LGL:
¢<1x10.9/1 8%
e1-4x10.9/1 40%bo
> 4 x10.9/1 52%
Lymphocytosis: > 5 x 10.9/1 50%
Anemia: Hb < 11 g/dlI 48%
Hb < 8 g/dI 20%
Thrombocytopenia: < 150 x 10.9/1 10%




TI1I Gl | etitkemia

Anti nuclear AB : 20%

Anti Neutrophil AB? CIC
Coombs test +

Polyclonal Hypergamma-
globulinemia

MGUS
B2 pglobuline : 65%
Sol Fas-L : 90%




Elevated Fas Ligand Levels
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NK LGL Leukemia

¢ Clinical Manifestations frequency:

- marrow Infiltration 100%
- splenomegaly 90%
- hepatomegaly 60%
- Polyadénopathy 28%

¢ Rare Manifestations :

- GI Infiltration - NCS infiltration
- Ascitis/ ITP/divc

¢ Biological Manifestations

- benign or severe Neutropenia 18% / 50%
- Anemia 100%
- Thrombocytopenia 75%
- Hyperlymphocytosise < 10 x 10.9/I 70%




¢ Caracteéristigues phénotypiques

¢ Etude du TCR: phénotypique et
moléculaire

¢ Regulation des récepteurs NK

¢ Caractéristiqgues cytogenetiques




o Caractéristiques phénotypiques

¢ Etude du TCR: phénotypigue et
moléculaire

¢ Régulation des récepteurs NK

¢ Caractéristiqgues cytogenetiques




TCD3+LGL :
Immunological features

CD7 low CD45RA+ (B220 isoform)

CD62L+
Ch3 CD28-

CD8
CD29+

CD16
CD25 -
“Do! cD122 + R-IL2

CD5 low
Fas/Fas-L RENIES

GM1 MIPlo

TIA-1 Perforin
GranzymeB



CD2
CD8
CD16 +/-
CD56

Fas/Fas-L

NK CD3-LGL :
Immunological features



Non informative

CD150
HNEG2a

CD158a

KIR monoclonal

Ch158

CDo4 NG I

CD158h




¢ Caracteéristigues phénotypiques

¢ Etude du TCR: phénotypique et

moleculaire

¢ Réegulation des récepteurs NK

¢ Caractéristiqgues cytogenetiques




Clonalité et TCR: Leucémie LGL T

¢ Répertoire V Béta par CMF

¢ Réarrangement genes TCR

— Southern Blot: long, laborieux, faible sensibilité, grande
Q d’ADN

— PCR:

o ADN génomique: Rapide, faible qualité ADN, MRD

¢ RT-PCR: amplification transcript V3/Cp, CDR3
séquencage




Clonalité et TCR (VBeta)

Table 1. VB antibodies and their reactivity in healthy controls
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T cell expansion :

si > 2 DS (nl) ou

< 85% de I'’ensemble du panel
(defectif)




Clonalité et TCR (VBéta)

langerak

O’Keefe

72* 21 Drénou
A nrofn




Clonalité et TCR (VBéta)

¢ Lima: si Vbeta expansion > 60%
VPP 100%
VPN 78%
Sensitivité 81%

Spécificité 100%

¢ Langerak: facile, peu chere, fiable, MRD




Clonalité et TCR (mol)

¢ TCR y: le plus communément utilisé (sigauxF. Blood
1988)

— Diversité restreinte

— Fort background d’amplification de réarrangements
nx T cell

¢ TCR 5:

— Indiqué dans les LAL immatures et les
proliférations G/D

¢ TCR a:

— Forte complexiteé
— TCRA réarrangé implique TCR B/G réarrangés

¢ TCR B:

- Reéarrangeé dans toutes les SD lympho T matures
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Clonalite et TCR

% récurrence: N clones avec seq id/ N clones seq

Vb13 et Vb3
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analyse clonotypique du TCR

Heétérogéneéite d’utilisation TCR

plus une réponse immune qu’a une expansion au
hasard d’'un clone muté

Possibilité de marqueurs spécifiques

Classification des proliférations LGL




Clonalité et TCR (Biomed)

. Dp1-Jpt

- VE-Dp 11

2 rearrangements indépendants possibles sur un allele

Felkermig 2004




Clonalitée et TCR (Biomed: PCR multiplex)

¢ Tube A: 23 VB primers and 9 J  primers:
J1.1-1.6,J2.2,J2.6 and J 2.7).

¢ Tube B: 23 V B primers and 4 J  primers:
(J2.1,)2.3,J2.4and J 2.5).

¢ Tube C: 2D B primers (D1 + D 2) and 13
JP primers (J 1.1-1.6 and J 2.1-2.7).

Leukemia 2004




Clonalité et TCR (Biomed)

of TCRB gene rearangements defecte

Theoretical number of TCRB reamangemants per Complele 'tr‘;:' Jff incompiete Df - Jf Mo PCR product/
ISEGE Eﬂ[’ﬂgﬁﬂ}ﬂ n{'H:HI"SEJ [H:H"'EEF G.ﬂ,ﬂ!.l'?ﬂl'c

Mature TCR 2ff" T-cell malignancies n = 148) B6% (38/44) £88% (29/33) 2% (65/71)
C03 negative T-ALL {0 = 124) 83% (40/48) 2% (12/13) a7% (61/63)
TCR4" T-ALL fn = 60) B3% (1012 85% (11/13) 100% (35/35)
TCRz" T-ALL (n =80) 3% (28/30) 100% (11/11) (2% (36/39)

87% (116/134) 90% (63/70)

Total (n = 412)" BE% (179/204) 05% (197/208)

“The total number of rearrangements is based on the assumption that theoretically four TCRB gene reamangements can occur in one sample,
because bolh TCRE alleles contain a D-J-CA1 and a D-Ji-Cfi2 region. Consequently, the number of samples is multiplied by four to oblain the
number of theoretical rearrangements.

“Proportion of samples with PCR-delectable TCAB rearangements per SB-detected TCRB reamangements,

“Sampies in which no TEHEF'EHpmdu:tmscﬁetemd whereas in SB analysis a germiine configuration, deletion of (part of) the TCAB locus or 8

i aukamia 2004




* PCR et SB, concordant dans 91% des cas
 SB+ /PCR-: 6%

e« SB-/PCR+: 3%

T cell mature Malignancies: (20 LGL/36)

100% au — un rearrangement complet

64% un réarrangement incomplet

Leukemia 2004




SB+ /PCR-: 6%

- réarrang. atypique/ réarrang segment Vb non
fonct/perte de sensib pour des Vb/Cb particulier/perte de 1

des 2 réarrang par amplification d’'un réarrang

* SB-/PCR+: 3%

- non detection par SB (comigration)/ petit clone.

Leukemia 2004




¢ Caracteéristigues phénotypiques

¢ Etude du TCR: phénotypique et
moléculaire

¢ Régulation des récepteurs NK

¢ Caractéristiqgues cytogenetiques




¢ NK expriment 3 types de récepteurs:

— Récepteurs de type lectin C (KLR), NKG2
— Récepteurs de type Ig Like (KIR)

Activateur ou inhibiteur dépendant de la présence de ITAM
ou ITIM

— Récepteurs de type naturel cytotoxiques (NCR)

¢ Activant ou inhibant la cytolyse NK:




KIR (Killer-1g-like R)
CD158a KIR 2D 1 HLA C EBG6
CD158k KIR3DL2 HLA-A Q66

KLR (lectin-R)
KP43 HLA-E
NKG2A/B
NKG2C/D/E

LIR (leucocyte Ig-Like R)
CD85j/d LIR/ILT2 HLA-G/F F278




— KIR et NKGD2: reconnaissance des ag sol

Normal NK: 2 a 8 KIRs

— NCR forment un complexe avec DAP et
Induisent

la lyse via perforine et granzyme




Leucémies LGL NK (Burnette PK, Blood 2004)

- 13 patients: 7/13 expression unique
d’un KIR

moy pt moy ct

CD 94 59 +/-23 11+/- 4
NKG2A 45+/-33 6+/-3
NKG2D 62+/-28 1.6

- ratio activateur/inhibiteur élevé




Leucémies LGL NK (zambelio R, Blood 2003)

- 18 patients: 8/18 expression unique
KIR

6/18 expression
inhomogene
4/18 KIR-

CD94: 100%
NKG2A: 16/18

- Expression diminuée des NCR




Leucémies LGL T (Zambello R, semin Hematol 2003)

- GL183 et EB6 : 4/44 cas

- Expression élevée de ILT2

- CD94: 8/12




Leucémies LGL T (Dbrénou et al, 2003)

Vbeta clonal Vbeta défective Vbeta nl

NKR clonal

NKR polyclonal 1




Non informative

CD150
HNEG2a

CD158a

KIR monoclonal

Ch158

CDo4 NG I

CD158h




¢ Caracteéristigues phénotypiques

¢ Etude du TCR: phénotypique et
moléculaire

¢ Réegulation des récepteurs NK

¢ Caractéristiqgues cytogenetiques




Clonalite

¢ Anomalies clonales mais non
récurrentes et rares:

Trl 8 Tril4
del 6

t(11:12)

inv (7), inv (14)

¢ Plus frequentes Leucemies LGL NK
que T




T LGL Leukemia and associated
diseases

¢ Autoimmune diseases:
¢ Rhumatoid arthritis (25%)
¢ SLE
+ Gougerot-Sjogren Syndrome . Recurrent uveitis

¢ Autoimmune Cytopenia :
¢ Pure red cell aplasia
¢ Hemolytic anemia, ITP, Amegacaryocytic purpura
¢ Cyclic neutropenia:

¢ Endocrinopathy

¢ Type | autoimmune Polyendocrinopathy
¢ Hashimoto’s disease
¢ Grave diseases, Cushing Syndrome

¢ Malighant disease :

Lamy et al, Blood rev, 1999




Unusual clinical features

of T LGL Leukemia

¢ Pulmonary hypertension

¢ Vascular necrotic purpura

¢ Post-transplantation

¢ PNH/AA/MDS

Lamy et al, BJH 1999, Mohti et al Leukemia 2002,
Risitano et al, Leukemia 2005




AA and PNH

Risitano et al | Lancet 2004

p=0-016

p=0023
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4/24 PNH patients:

- expansion of one Vp
Subset of CD8/CD56+ tetad Tlnl e R TR ey
Effector cell i

SET I VPR Y
TETENILTRLINL
REMEQEFUTRLSVL Qi

Risifano et al, Letkemia 2005




OVERLAPPING DISEASES?

Risitano et al, 2004 - 2005

Cytology

Saunthararajah et al, 2001 Immunophenotyping
IHC and TCR




PATHOPRHYSIOLOGY

OF CLONAL LEUKEMIC

EXPANSION




3rd step: tumor clone survival

2nd step: clonal
expansion

First step:
retro/virus, or
public/private ag.

IL12/1L15

Lymphocytes T/NK activated Lymphocytes
Polyclonal expansion

Tissue
Aggression

4Ath step: tissue/cell
aggresion

Neutropenia

soluble Fas-L

QQQ

Cytotoxicity

Soluble Fas-L

i
Apoptosis

neutrophils




\ 4
Caspase 9
SE:ZXL Cyto c
Caspase 9 active
Anti-apopt Caspase 3 active

Lamy et al, Blood 1998, Epling-Burnette et al, JCI 2001 and Oncogene 2004




PATHOPHYSIOLOGY

OF ANEMIA




A. MHC-Restricted Cytotoxicity

Handgretinger et al LGL Leukemia and FRCA NEJM 19899
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FELTY'SD and
LGL/RA: same disease?

¢ Proinflammatory Cytokine Profile
¢RANTES, MIP-1p, IL-18

¢ Seroreactivity to HTLV-I env p21le In

RA

¢ CD3+, CD57+, clones in RA

¢ Synovial Fluid: 100%
¢Blood: 70%

¢ Synovial and T-LGL resistant to Fas
death and express NKG2D NK receptors




HLA-DR4 and T-LGL/Felty

T-LGL & Felty T-LGLw/o
RA RA

Starkebaum et al. Arthritis Rheum., 1997, Bowman et al. Arthritis Rhem. 1994.
Dinant et al. Arthritis Rhem. , 1980, Lanchbury et al. Hum Immunol. , 1991.




Normal subjects

30-50%

Clonal T cells




PATHOPHYSIOLOGY

OF NEUTROPENIA




o\ 2

Sol Fas-L

Neutrophil AB
e EFA-1-1

Apoptose

Ditzel et al, PNAS 2000




LGL Sera Causes
Apoptosis of Neutrophils

+blocking Ab
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serums from LGL patients

Liv et al, Blood 2000




Table 1. Decrease in levels of Fas ligand with treatment {Rx) In 14 patients
with large granulocyte lymphocyte leukemia

Fas Ligand Fas Ligand
Indication Clinical Molecular Before Rx During Rx

Patiant for Rx Rx Responze Response (mmal/L) {mmol/L)

Meutropenia CR Yas 0.56 Undetectable
Neutropenia CR No 0.28 Undetactable
Meutropenia CR Yas 0.21 Undetectable
Meutropenia CR Mo 057 0.12
Neutropenia CR Yes 0.32 Undeatectable
Neutropenia PR — 0.64 0.27
Meutropenia PR — 0.54 Undetectable
Neutropenia CR ND 2.18 0.81
Meutropenia CR No 1.38 Undetectable
Meutropenia 0.39 0.1
MNeutropenia MTX CR 0.31 0.29
MNeutropenia Mo 1.24 Undetectable
Anamia MTX CR ND 0.81 Undetectable
Anemia Cy PR — 0.47 0.13

p
2
3
4
5
6
7
8
9

=2 =k =i _a =k
WM =0

MTX indicates oral low-dose methotrexate; CR, complete response; PR, partial
response; ND, evaluation not done; 2CdA, 2-chlorodeoxyadenosine; and Cy, oral
low-dose cyclophosphamide. A dash indicates not applicable, as patient did not
achieve CR.

Liv et al, Blood 2000




APPROCHES THERAPEUTIQUES

¢ Indications

— Cytopénies séveres
(anemies/neutropénies)

— Infections récurrentes

—Splénomeégalie +++

¢ Formes agressives




THERAPEUTIC OPTIONS

Growth Factors
Splenectomy
Prednisone

Methotrexate and Cytoxan
Cyclosporin A

Purines Analogues: 2CDA/Fluda/DeoxyC
Campath

Polychemotherapy: FND...

Allo BMT




LGL LEUKEMIA
AND METHOTEXATE

¢ Dhodapkar n=2 CR 2/2

¢ Loughran n=10 CR-VGPR 6/10

¢ Hamidou n=4 CR-VGPR 3/4

¢ Lamy (Fr reqistry) n =25 CR-VGPR 17/25
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LGL Leukemia and neutropenia

< indolent or asymptomatic
neutropenia

Recurrent Infections l
Wait and see/ G-CSF test

CyA (DR4)
!

ethotrexate

| Switch

Evaluation at 3 months MTX vs CPM

MTX vs CyA
Response Failure CyA vs MTX/CPM

\

Alternative TT

Maintenance




Conclusions

¢ Felty’SD and LGL Leukemia are part of the
same disease

¢ LGL Is a ag driven activated T/NK cell,
with a clonal expansion associated with
dysregulated apoptosis leading to both
malignant and auto-immune diseases.

¢ Neutropenia associated with LGL Leukemia
IS related to impaired production,
distribution and Fas mediated apoptosis

¢ Optimal treatment lies on MTX/CPM/CYA
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Neutropénies de |I'adulte:
Principales étiologies

¢ Pseudoneutropénie
¢ latrogenes, toxiques, infectieuses

¢ Envahissement medullaire par une
hemopathie maligne ou néoplasie

¢ Neutropénies dites immunes

¢ Neutropénies idiopathiques




¢ Cytopeénies dans lesquelles une agression
auto-immune provogue une destruction
prématurée d’une ou plusieurs lignées
sanguines

¢ Classiquement périphérique, Il existe en
fait de nombreux exemples ou le
mecanisme auto-immun nglf sur une cible

centrale

¢ Le résultat est une cytopénie concernant
la lignée cellulaire correspondante

¢ Le caractere regéneératif n'est en fait
associé gu'au caractere périphérique




Spectre des Neutropénies Al

NAI primitive

maladie Al

NAI et
Lymphopathie




Causes des neutropénies
Immunes

¢ Neutropénies alloimmunes

¢ Neutropénies autoimmunes
— Formes primitives
— Associees a des maladies de systeme
— Associees avec des maladies hématologiques

— Associées a des médicaments

+ Neutropénies idiopathiques




Neutropénies Immunes de |I'adulte:

1) Connectivites:

- PR - Syndrome de Gougerot-Sjogren - LED -
Slérodermie - Dysthyroidie AI - Sharp- PPR - Hépatite
CA - Polymyosite

2) Maladies hématologigues:

- Cytopénies auto-immunes: Evans, PTI, AHAI - SAM

.= Maladie de Hodgkin - LMNH - LLC - MW - LAI -
Myelome
- Leucemies LGL

3) Néoplasies:
4) Déficits Immunitaires:

- Déficit NK - Fcy RIIIb - IgG2/1IgA/I1gG3 - WHIM
5) Neutropénies cycliques de I'adulte
6) Post-BMT:

7) Neutropénie chronigue auto-immune isolée:

8) latrogenes




mandes de recherche d'AAC

l
ICD IJaI LlallthD d QUC

entre 06/99 et 04/04

@ Nombre de cas par décennie

474 cas

Sex ratio
H/F: 0,4/0,6

I

1 2 3 4 5 6 >7




ANntineanAnc
M\ | UCIICD

des polynucléaires
neutrophiles

Nomenclature Nomenclature Fréquence

classique ISBT du phénotype
Systeme |Antigén |System |Antigenes chez les
es @ caucasoides

NA NA1l HNA-1 | HNA-1a 58
NA2 HNA-1b 88

SH HNA-1c 5

HNA-2a 97
HNA-3a 97
HNA-4a 99
HNA-5a 96




Antigenes des polynucleéaires
neutrophiles impliqués dans les NAI

Nomenclature Nomenclature Localisation de
classique ISBT I'antigene

Systeme | Antigene |System |Antigene GP CD
S e S

NA NA1l HNA-1 |HNA-1a | FCyRIIIb
NA2 HNA-1b

SH HNA-1c

HNA-2a |56-64 kD |CD177 |
HNA-3a | 70-95kD |inconn

HNA-4a | CR3 CD11b
HNA-5a | LFA-1 CD11a




Anticorps anti-PN

Alloag PN: NA1, NA2, NB1, NB2, 5a,5b, 9a,
MART, OND, SH
FcyRI11b (CD16b)

CR1, CD35

Cellule NK CD11b/CD18
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¢ Ecueils:

¢ 2 méthodes: détection des AC dans le sérum
(NA1)
— Test d’'IF
— Test d’ag?lutination Anti-HLA? (+

sujets nx
¢ Détection des Ac a la surface des PN
Bux (1993, 1999)
¢ Test d'immobilisation des ag gran. (MAIGA)

¢ Test utilisant des cellules transfectees C-DNA
des # Isoformes de FcyRIIIb




NC anti_
M\ dilli

Neutropénie et connectivites: Ac sériques

PR neutropéniqgues: 30 a 59%

PR non neutropénigues: 10 a 50%
L ED: 30 a 40%

Autres causes: 20 a 75%




NC anti_
M\ dilli

Spécificité de ces AC ?

AlloAC ( Goldschmeding 1988)

CIC (Hayashi 1997)
36791 sérum +

apres élution seuls 2 réagissent avec
des cibles ag PN.
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1) Compartiments medullaires:

- Granulopoiese inefficace blocage de
maturation myeélocytaire
- % de PN nl dans 25-30% des cas

- Hypoplasie < 4%

2) CFU-GM:

- \. CFU-GM dans 15 a 30 %

- LTCIC/ LTBMsc/CD34+ nl ou augmenté

- Inhibition par AC: SF (809%), LED
(43%), PR ( 12%)

- Inhibition par LT: 10 a 30% des NAI.




Autres mécanismes dans les NAI

¢ Altération de la phagocytose et du
chimiotactisme

¢ Séquestration spléenique

¢ Activité NK réduite (witte , 1996)
- AC dirigé contre 58kD (PN, NK, EBV)




Neutropénie cycligue de I'adulte

Pathologies associees:

- Leucémie LGL+++

- Crohn
- DICS (déficit CD80)
- PPR

Physiopathologie:
- Quid du gene de lI'élastase




Autres Neutropénies immunes

latrogenes:
. Fludarabine . AntiCD20

CMV: (BMT 1996)

. CMV et CD13
AC+ = 15/33 CMV+ vs 0/24 CMV-




Neutropénie chronic idiopathique
de I'adulte

(Papadaki) incidence: 2 a 4 10°¢

TGF-betal /
7 Mol. Adhésion:

sElam, slcam, s\Vcam 19A ~
LT CD45 1gG3 \

\

C.Endot activées
HLA diapédese

DRB1 1302 o —> Migrationsous.end




Quand?: 2 criteres: - taux de PN
(<0.5-1 x 10.9/1)
- les accidents infectieux
Quels examens?

- controle, cycle

- myélogramme: éliminer une hémopathie maligne
(Caryotype)

- Phénotype lymphocytaire. Répertoire T

- AC anti PN. spécificité ag

- Bilan auto-immun

- (CFU-GM. Effet inhibiteur du sérum, LyT)

- ELP/ Sous-type des Igs




