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1. Introduction

Dans le cadre de mon internat en Pharmacie (DES Innovation Pharmaceutique et
Recherche), j’effectue un Doctorat en Sciences sur les tumeurs neuroendocrines gastro-entéro-
pancréatiques (TNE GEP), sous la direction du Dr Ferraro-Peyret. J’étudie 1’interaction entre

le stress du réticulum endoplasmique et 1’activation de la voie mTOR dans ces tumeurs.

En parallele a ce travail de recherche fondamentale, j’ai souhaité aborder 1’étude clinique
de ces tumeurs, et j’ai donc décidé d’en faire mon mémoire de DES. Ainsi, sous la direction du
Pr Walter, oncologue du Service de Gastroentérologie et d’Oncologie Digestive de I’hdpital E.
Herriot, j’ai débuté mon travail de mémoire sur I’étude des facteurs pronostiques de survie des

carcinomes neuroendocrines (CNE).

Les CNE regroupent un ensemble de tumeurs, rares et trés agressives, au sein des tumeurs
neuroendocrines. Pourquoi ce groupe spécifique de tumeurs ? De par leur rareté, les études
cliniques concernant ces carcinomes sont peu hombreuses, notamment celles permettant de
définir de nouveaux facteurs pronostiques. De plus, nous souhaitions étudier 1’apport des
biomarqueurs moléculaires sur le pronostic des CNE, abordant ainsi un point nouveau non

encore décrit dans les CNE.

Au cours de ce travail, réalisé sur une cohorte de patients au sein des Hospices Civils de
Lyon (HCL), le Pr Walter a été contacté pour une étude européenne multicentrique, afin de
valider un score pronostique pour les CNE. J’ai donc pu participer, par le biais de mon travail
de mémoire, a cette étude européenne, qui a été présentée au congres de I’ American Society of

Clinical Oncology (ASCO) en 2016 (Annexe 1), et récompenseée du prix du meilleur « Abstract
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Young Investigator ». Il est accepté sous réserve des modifications faites, dans le Journal of

National Cancer Institute (impact factor : 11,4) (Annexe 2).

Mon mémoire de DES est présenté sous forme de these-article. Une premiere partie
présentera les TNE puis plus précisément les CNE et situera ce travail dans le contexte
scientifique actuel. Ces données bibliographiques ont fait 1’objet d’un article dans la revue
Hépato-Gastro et Oncologie Digestives (Annexe 3). Dans une deuxiéme partie, je présenterai
les objectifs de 1’étude des facteurs pronostiques de survie des CNE, puis 1’étude elle-méme,
sous forme d’article en anglais, désormais en révision dans le journal Scientific Reports (impact

factor : 5,2) (annexe 4). Enfin, la discussion conclura ce mémoire de DES.
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2. Genéralités sur les neoplasmes neuroendocrines (NNE)

2.1. Les néoplasmes neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques

(NNE GEP)

2.1.1. Caractéristiques

Les NNE GEP représente une famille de tumeurs trés hétérogenes, d’origine €pithéliale, et
qui expriment des marqueurs endocrines comme la chromogranine A et neuroendocrines
comme la synaptophysine. Ces tumeurs dérivent de cellules endocrines néoplasiques, et
conservent les caractéristiques morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles des cellules
endocrines normales (1). La synthése et la sécrétion d’une ou plusieurs hormones ne constituent
pas des caractéres indispensables aux NNE. Les NNE associés a un syndrome clinique

secondaire a une hypersécrétion d’hormones sont qualifiés de tumeurs fonctionnelles.

2.1.2. Epidémiologie

Les NNE GEP sont des tumeurs relativement rares mais leur incidence a augmenté de
maniére constante ces 40 derniéres années. Une revue de la littérature a estimé une
augmentation de 1’incidence des NNE GEP de 3,6 fois aux Etats-Unis et entre 3,8 et 4,8 fois en
Europe entre 1973 et 2007 (2). Néanmoins, cette augmentation peut étre le reflet d’une
amélioration des techniques d’imagerie endoscopique et radiologique, ou d’un changement de
méthode dans I’enregistrement des cas au cours des années. Cette méme étude a montré que les
sites primitifs les plus fréquents sont I’intestin gréle et le rectum. En France, une étude conduite
par 3 centres nationaux de cancérologie sur 13 mois indique que les principales localisations
des tumeurs primitives se trouvent dans I’intestin gréle et le colon pour 43% des cas, le pancréas
(32%) ou sont d’origine inconnue dans 11% des cas (3). Les différences entre le genre ou

I’ethnie varient en fonction des pays et continents dans lesquels les études ont été conduites.
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2.1.3. Classification

Leur grande hétérogénéité, tant du point de vue structurel, fonctionnel ou évolutif, a
nécessité la mise en place de classifications. En 2000, I’OMS fait apparaitre les NNE GEP dans
sa classification (OMS 2000) (4). Celle-ci sera actualisée une premiére fois en 2004 (5) puis en
2010 (6). La classification OMS 2010 distingue trois catégories de NNE-GEP : les tumeurs
neuroendocrines de grade 1 G1, les tumeurs neuroendocrines de grade 2 G2 et les carcinomes
neuroendocrines a petites ou grandes cellules (Tableau 1). Sur ce tableau apparait, en gris, la
notion nouvelle de « tumeur neuroendocrine de grade 3 » bien différenciée, que j’expliquerai
plus loin. Cette classification se base sur la morphologie cellulaire (le degré de différenciation)
et sur le grade, défini par 1’index de prolifération (Ki-67) et I’index mitotique. L’index Ki-67
est évalué par comptage du nombre de cellules tumorales dont le noyau est marqué par
I’anticorps dirigé contre 1’antigéne Ki-67 présent sur une protéine nucléaire, dans les cellules
en phase G1, S, G2 et M. L’index mitotique permet d’estimer le nombre de mitoses au sein de
la prolifération tumorale, a partir d’une coupe tissulaire, dans dix champs au fort grossissement
(High Power Field, HPF) et pour une surface déterminée. Le grade tumoral a été repris a
I’identique a partir du grade défini par ’ENETS (European NeuroEndocrine Tumor Society)
en 2006. Les NNE GEP sont aussi classées selon la classification Tumor-Nodes-Metastasis

(TNM).
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Tableau 1: Classification anatomopathologique OMS 2010 des néoplasmes neuroendocrines (NNE),

adaptée selon Heetfeld et al.

. Grade G1- Index
( dl?l/‘lg’zzgilggifn) G3 mitotique (pour | Abréviation
Ki-67 (%)* 10 HPF)

Tumeur neuroelndocrlne Grade Bien différenciée Gl (x2) <2 TNE G1
Tumeur neuroendocrine Grade | gien différenciée | G2 (3-20) 2-20 TNE G2
Tumeur neuroe3ndocr|ne Grade | Bien différenciée G3 (> 20 %) 520 TNE G3

Peu différenciée

Carcinome neuroendocrine (petites ou G3 (>20) >20 CNE

grandes cellules)

* Anticorps MiB1 (Immunotech ®) ; % sur 500 a 2 000 cellules tumorales dans les zones de plus haute densité de

cellules marquées.

HPF : High Power Field

Les études concernant les carcinomes neuroendocrines, encore appelés carcinomes

neuroendocrines peu différenciés, sont limitées, du fait de leur rareté. Ce sont néanmoins les

tumeurs les plus agressives des NNE GEP. Leurs caractéristiques sont développées dans le

chapitre suivant.

2.2. Les

(CNE GEP)

2.2.1. Caractéristiques

carcinomes

neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques

Les CNE-GEP sont rares, représentant moins de 1% des cancers de la sphére digestive (7)

et 7 a 21% des NNE selon les études (8-10). Leur pronostic est trés péjoratif avec des survies

médianes spontanées d’environ 6 mois, et qui ne dépassent pas 18 mois chez les patients traités.

Les CNE sont définis selon la classification OMS 2010 (6), par une morphologie peu

différenciée, a petites ou grandes cellules, une expression des marqueurs neuroendocrines

(chromogranine A et synaptophysine) et une capacité de prolifération élevée (grade 3, Ki-67 >

20%). Ils s’opposent aux TNE bien différenciées (Tableau 1). Par définition, dans cette

classification, tous les CNE ont un index de prolifération élevé, Ki-67 > 20%. A contrario, les
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TNE ont obligatoirement un Ki-67 < 20%. Or la littérature récente décrit une faible proportion
(6 a 8%) de TNE bien différenciées avec un index de prolifération élevé (Ki-67 > 20%), alors
appelées TNE G3 (en gris dans le Tableau 1) (11-13). Ces publications montrent parallélement
que si I’on considere les carcinomes neuroendocrines, 20 a 30% sont en réalité des TNE G3,
présentant effectivement une morphologie bien différenciée, mais avec un Ki-67 > a 20%. Ces
TNE G3 sont plus fréquentes dans 1’estomac et le pancréas, et ont plus souvent une scintigraphie
des récepteurs a la somatostatine (SRS) (Octréoscan®) positive. Sur le plan histologique, les
zones de nécrose des TNE G3 sont moins constantes et I’index de prolifération Ki-67 plus faible
que dans les CNE, compris entre 20 et 55% (11,12). 1l est primordial d’identifier ce sous-groupe
car le pronostic de ces tumeurs est nettement plus favorable comparativement a celui des CNE

(41-99 mois versus 11-17 mois) (13).

2.2.2. Carcinogenese

L’origine des CNE est encore aujourd’hui controversée. Certaines équipes évoquent une
origine a partir de cellules souches multipotentes, d’autres suggerent une dédifférenciation de
TNE bien différenciées (14). Le mécanisme essentiel de I’initiation et de la formation d’un
clone néoplasique a partir d’une cellule saine est I’activation de certains oncogenes ou
I’inactivation de genes suppresseurs de tumeurs par mutation. Or les principaux oncogenes
(SRC, MYC, RAS, FOS, HER2, RET...) et les principaux genes suppresseurs de tumeurs (p53,
BRCA, RB ...) actuellement identifiés ne semblent pas étre impliqués dans la tumorigenese des
TNE-GEP.

Concernant les CNE, des mutations des genes TP53 et RB1 ont été rapportées dans 19
échantillons tumoraux de CNE pancréatiques (petites et grandes cellules), confirmées par un
marquage P53 anormal et une perte d’expression de la protéine Rb dans 95 et 74% des cas

respectivement (15). Des mutations de KRAS et SMAD4 sont en revanche rarement mises en
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évidence. L’analyse génomique de cancers du poumon a petites cellules, et sur lesquels les
traitements de CNE GEP se basent, a également retrouvé I’inactivation des genes TP53 et RB1.
Il a été rapporté, dans un modéle murin de tumeurs du poumon a petites cellules, que la délétion
des genes RB1 et TP53 dans les poumons de souris adultes entrainait le développement de
tumeurs trés proches des carcinomes pulmonaires a petites cellules (histopathologie identique,
expression de marqueurs neuroendocrines et capacité a se disséminer) (16). Dans le méme sens,
mais cette fois-ci dans un modele murin sain, la délétion du gene RB1 dans les voies
respiratoires de la souris induisait la prolifération de cellules neuroendocrines (17). Ces études
suggérent donc I’implication des génes RB1 et TP53 dans le développement de cellules
neuroendocrines (tumorales ou non).

Des mutations de certains genes notamment impliqués dans le remodelage de la chromatine
(DAXX, ATRX), ou dans la voie PI3K/Akt/mTOR ont été décrites mais uniquement dans des
TNE pancréatiques (18) ou gastro-intestinales bien différenciées (19).

L’étude de Yachida et al. rapporte également une surexpression de la protéine Bcl-2 dans
100% des CNE a grandes cellules et dans 50% des CNE a petites cellules du pancréas, mais
dans aucune des TNE du pancréas (15). La protéine Bcl-2 est un inhibiteur de 1’apoptose, elle
peut potentiellement jouer un réle dans la survenue des CNE. De plus, cette protéine est
surexprimeée dans les tumeurs du poumon a petites cellules et sa forte expression est associée a
une différenciation neuroendocrine (20).

L’analyse génomique des CNE (toutes localisations) devrait aider a identifier des voies de

signalisation intervenant dans la carcinogenese de ces tumeurs.

2.2.3. Présentation clinique
Des données récentes sur la présentation initiale des CNE-GEP ont été rapportées dans deux

études rétrospectives et une étude de cohorte frangaise (12,21,22). Contrairement aux TNE bien
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différenciées, moins de 5% des CNE sont de decouverte fortuite. 1ls sont diagnostiqués devant
des symptdmes de survenue genéralement récente avec une altération de 1’état général rapide
(amaigrissement, fievre, douleurs, ictere ...) (23). Moins de 3 & 5% des CNE présentent un
syndrome sécrétoire et ce syndrome sécrétoire est genéralement différent de ceux
habituellement rencontrés dans les TNE (sécrétion d’ACTH avec syndrome de Cushing, de
PTHrp avec hypercalcémie). Aucun patient n’est identifié comme porteur d’un syndrome de
prédisposition génétique.

Plus de 80% des CNE sont métastatiques au moment du diagnostic, avec une médiane de 2
sites métastatiques (75% hépatique, 60% ganglionnaire, 15% pulmonaire, 10-15% péritonéale,
15% os et 5% cérebrale) ; les CNE ont une imagerie par TEP-FDG beaucoup plus fréquemment
pathologique (85-90%) qu’avec la SRS (Octréoscan®) (45-50%) (12,21,22). Les principaux
sites primitifs trouvés sont les sites oeso-grastrique (25% des cas), pancréatique (25% des cas),
colorectal (25% des cas) et de primitif inconnu ou autre primitif (25 % des cas). Les CNE de

I’iléon ou de I’appendice sont tout-a-fait exceptionnels.

2.2.4. Diagnostic et explorations préthérapeutiques

L’analyse anatomopathologique sur biopsies est la seule qui permet d’affirmer le
diagnostic, et est incontournable avant tout traitement anti-tumoral. Comme toutes TNE, les
CNE sont caractérisés par I’expression de marqueurs immunohistochimiques de différenciation
neuroendocrine (chromogranine A, synaptophysine, CD56). Dans le cas des CNE, la
synaptophysine est généralement positive, alors que la chromogranine A peut étre négative (21).
La présence d’un marquage positif pour la synaptophysine et la chromogranine A est de bon
pronostic (24). Le marquage CD56 n’est pas fait en pratique courante.

La morphologie cellulaire permet de distinguer 2 entités particuliéres : les CNE a petites

cellules et ceux a grandes cellules. Contrairement aux CNE bronchiques, les CNE-GEP a
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grandes cellules sont plus fréquents que les CNE a petites cellules (60% versus 40%)
(12,21,22).

Une relecture par les experts du réseau TENpath est préconisée, pour ne pas méconnaitre
un diagnostic différentiel ou une TNE G3. Les adénocarcinomes peu différenciés peuvent par
exemple exprimer la synaptophysine et ressembler & un CNE a grandes cellules. L’étude
anatomopathologique permet de définir le grade histologique de la tumeur, par 1’évaluation de
I’index de prolifération Ki-67 et de I’index mitotique (Tableau 1). La présence de nécrose est
également évaluée. Dans les études portant sur les CNE excluant les TNE G3, I’index de
prolifération Ki-67 médian est de 70-75% et la nécrose tumorale est trés fréqguemment présente
(60-80%) (12,22).

Le pathologiste doit aussi définir le stade du CNE. Deux classifications TNM sont a ce jour
disponibles : la premiere proposée par 'ENETS, utilisée depuis 2006 (25,26), la seconde
proposée par I’UICC, publiée en 2009 (27). La classification TNM UICC est la classification
actuellement reconnue internationalement. Elle différe sur certains points de la classification
TNM ENETS, notamment pour les CNE. Ceux-ci sont classés de la méme maniere que les
carcinomes non neuroendocrines de méme localisation.

Sur un compte-rendu anatomopathologique doivent apparaitre au minimum les
informations suivantes : la localisation anatomique, le type de prélévement, les caractéres
macroscopiques si disponibles (nombre de tumeurs visibles, taille de chacune d’entre elles), les
arguments diagnostiques histologiques (tumeur bien ou peu différenciée, si peu différenciée, le
type a petites ou grandes cellules), les arguments diagnostiques immunohistochimiques, le
grade histologique, la classification OMS 2010, le niveau d’extension de la tumeur, 1’état des
limites, la mesure des marges et le stade TNM (28).

En I’absence de site primitif digestif identifi€, un primitif bronchique est a rechercher en

priorité. En présence de métastases hépatiques, une recherche systématique de métastases extra-
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hépatiques (osseuses, médiastinales, mais aussi cérébrales) est effectuée par TDM ou IRM, aux
4 étages cérébro-thoraco-abdomino-pelvien. La SRS n’a pas d’indication dans les CNE
contrairement au TEP-FDG qui doit étre réalisé.

Sur le plan biologique, le dosage de la chromogranine A est effectué, méme si ce dosage est
moins informatif que pour les TNE bien différenciées. Les causes les plus fréquentes
d’élévation non tumorale de la chromogranine A sont I’insuffisance rénale et toutes les
situations d’hypergastrinémie (traitement par inhibiteur de la pompe a protons (IPP), gastrite
atrophique fundique liée a une maladie de Biermer ou & une infection a Helicobacter pylori)
(29). Ce dosage est donc réalisé aprés 7 jours minimum d’arrét de traitement par IPP, si le
patient est traité. Le dosage de la neuron-specific enolase (NSE) est mieux corrélé au pronostic
que la chromogranine A et peut étre réalisé pour les CNE. Les dosages de 5-HIAA urinaire et
d’autres hormones digestives (gastrine, insuline, glucagon...) ne doivent pas étre réalisés, les
CNE n’exprimant pas ces hormones.

La recherche de prédisposition génétique (NEML...) est inutile du fait de 1’absence de

syndrome de prédisposition génétique associé au CNE.

2.2.5. Prise en charge et traitement

La prise en charge des CNE-GEP ne peut étre envisagée qu’aprés un diagnostic
histologique, dans I’idéal relu dans le cadre du réseau d’anatomopathologistes experts
(TENpath) et discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire spécialisée du réseau
RENATEN (Réseau NAtional de prise en charge des Tumeurs neuro-ENdocrines malignes
rares sporadiques et héréditaires). Elle reléve cependant de 1’urgence thérapeutique et 1’avis
expert doit étre obtenu dans les plus brefs délais.

Cette mise au point reprend largement le Thésaurus National de Cancérologie Digestive

(TNCD) (28). Le traitement de 1°® ligne recommandé est une chimiothérapie & base de sels de
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platine associés a de I’¢étoposide, couramment cisplatine (CDDP) et étoposide. En cas de contre-
indication au CDDP, du fait de sa toxicité rénale, cette molécule peut étre substituée par du
carboplatine, plus soluble et donc moins toxique pour le rein. De plus, le carboplatine est moins
émetogene que le CDDP et sera de ce fait mieux toléré. Le carboplatine montre une efficacité
similaire dans les CNE GEP (21). Du fait de la rareté de ces tumeurs, peu d’études prospectives
sont disponibles (30). Entre 1991 et 2013, 7 études rétrospectives portant sur 1’efficacité des
chimiothérapies de 1°® ligne chez les patients métastatiques ont été reportées (répertoriées dans
le tableau 2). Le niveau de preuve sur lequel repose la prise en charge des CNE-GEP est donc
faible et les recommandations reposent beaucoup sur la stratégie thérapeutique validée dans les
carcinomes pulmonaires a petites cellules.

Une classification correcte des NNE trouve toute son importance ici. En effet, la
chimiosensibilit¢ des TNE G3 a 1’association de référence utilisée dans les CNE (platine-
étoposide) est significativement inférieure (11,12,31), et les traitements utilisés dans les TNE
G2 (témozolomide par exemple) sembleraient plus adaptés pour les TNE G3.

Parallélement, lorsque 1I’on considere les CNE, la valeur de I’index de prolifération Ki-67
apparait comme un facteur prédictif de réponse aux chimiothérapies par sels de platine
(cisplatine ou carboplatine) : les carcinomes possédant un Ki-67 entre 20 et 55 % ont un taux
de réponse nettement inférieur aux CNE exprimant un Ki-67 supérieur a 55 % (15 % versus 42

%) (21).
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Tableau 2 : Principaux résultats des chimiothérapies dans les CNE GEP

, SSP SG
Al(J:éeil’Jérr'eirz;rSe, d]-é)t/E(ele Chimiothérapie n RO médigne médigne
(mois) (mois)
Chimiothérapie de 1°* ligne dans les CNE-GEP par platine-étoposide

Moertel, 1991, (32) | Rétrospectif CDDP-étoposide 18 | 67% 8 19
Mitry, 1999, (33) Rétrospectif CDDP-étoposide 41 | 42% 9 15
Olsen, 2012, (34) | Rétrospectif | Carbo-étoposide-vincristine | 31 | 52% 6.6 15.3
Hainsworth, 2006, Phase |1 Paclita%el-carpoplatine- 78 53% 75 145

(35) étoposide

Iwasa, 2010, (36) | Rétrospectif CDDP-étoposide 21 14% 1.8 5.8
CDDP-étoposide 129 | 31% 4 12

Sorbye, 2013, (21) | Rétrospectif Carbo-étoposide 67 | 30% 4 11
Carbo-étoposide -vincristine | 28 44% 4 10

Chimiothérapie de 1° ligne dans les CNE-GEP par platine-irinotécan (lri)

Mani, 2008, (37) Phase Il Iri-CDDP 20 | 58% 4 -
Munhoz, 2012, (38) | Rétrospectif Iri-CDDP 22 36% 3.4 10
Machida, 2012, Rétrospectif Iri-CDDP 160 | 50% 5.2 13.0
(39) CDDP-étoposide 46 | 28% 4.0 7.3

Nakano, 2012, (40) | Rétrospectif Iri-CDDP 50 50% 4.8 -

Chimiothérapie aprés la 1° ligne dans les CNE-GEP
Témozolomide +/-
Welin, 2011, (30) Rétrospectif capécitabine +/- 25 32% 6 22*
bévacizumab

Olsen, 2012, (34) Rétrospectif Témozolomide 28 0% 2,4 3,5
Hentic, 2012, (31) | Rétrospectif Folfiri 19 31% 4 18*
Hadoux, 2013, (41) | Rétrospectif Folfox 21 29% 4,3 9.5
Sorbye, 2013, (21) | Rétrospectif | Temozolomide ou taxotere | 100 | 18% 3** 19*
* Survie globale calculée a partir du diagnostic de la maladie métastatique ; ** Survie sans progression

calculé arbitrairement
RO, réponse objective ; SSP, survie sans progression ; SG, survie globale.

2.2.5.1.  Prise en charge des CNE localisés

Une chirurgie ne peut étre discutée qu’en cas de maladie non métastatique, sans métastase
ganglionnaire a distance (TEP-FDG requis dans cette indication), sans risque important de
morbi-mortalité et pour un patient dont 1’état général doit étre conservé. En effet, il faut prendre
en compte le risque trés élevé de récidive précoce, méme pour des tumeurs au stade localisé
(42). 11 est ainsi difficile de proposer aux patients une cesogastrectomie, une duodéno-
pancréatectomie céphalique, ou une amputation abdomino-périnéale pour des CNE situés au
niveau de 1’cesophage, de I’ampoule de Vater/téte du pancréas, ou du bas rectum/canal anal en
raison du risque iatrogéne et du délai potentiel d’initiation d’une chimiothérapie post-

opératoire. Brieau et al. viennent ainsi de rapporter les résultats d’une étude frangaise

multicentrique sur la prise en charge de 24 patients avec un CNE ano-rectal localisé (43). Les
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15 patients traités par chimiothérapie +/- radiothérapie associée avaient une survie identique
aux 9 patients qui avaient été opérés (survie sans progression de 13 et 13,3 mois, p=0,75). Parmi
les neuf patients traités par chirurgie, malgré une résection RO chez 8 d’entre eux, 8 (89%)
patients ont présenté une récidive de la maladie. Ces données sont identiques a celles de Smith
et al. (44) qui retrouvaient un contrdle local de 92% (93% dans 1’étude frangaise) avec une
approche non chirurgicale par la radiochimiothérapie. Ainsi, si la chirurgie ne permet pas de
résection compléte, est contre-indiquée ou est considérée comme délabrante, le traitement de
référence reste une chimiothérapie de type CDDP-étoposide (4 cycles), éventuellement associée
a une radiothérapie (notamment pour les CNE de I’cesophage et du rectum). Trés rarement, il
peut étre discuté une exérése chirurgicale secondaire.

La place de la chirurgie d’emblée dans la stratégie de prise en charge des CNE localisés est
donc tres restreinte. Si celle-ci est réalisée ou en cas de découverte histologique d’un CNE sur
une résection chirurgicale d’une tumeur dont le diagnostic initial était erroné, il est alors
recommandé de réaliser 4 cures de chimiothérapie adjuvante de type CDDP-étoposide, par
analogie aux tumeurs bronchiques a petites cellules. Le niveau de preuve est celui d’avis
d’expert. Une chimiothérapie péri-opératoire (2-3 cures de CDDP-étoposide avant et apres la
chirurgie) peut aussi se discuter pour préparer au mieux une chirurgie curative et vérifier
I’absence de métastases a distance.

La radiothérapie cérébrale prophylactique pour éviter une évolution métastatique cérébrale,
par analogie aux tumeurs bronchiques, peut se discuter (avis d’experts) chez les patients opérés
a visée curative d’un CNE GEP, apres cette chimiothérapie adjuvante. En pratique elle reste
tres peu realisee étant donné son tres faible niveau de preuve dans les CNE GEP.

Le suivi post-thérapeutique des CNE localisés traités de maniére curative nécessite une
surveillance clinique et morphologique (IRM ou TDM, aux 4 étages cérébro-thoraco-

abdomino-pelvien) tres rapprochee, tous les 2 mois pendant 6 mois, puis tous les 3 mois pendant
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1 an, puis tous les 6 mois. L’intérét du suivi par TEP-FDG n’est pas validé en systématique,
mais est discuté au cas par cas.

Au niveau biologique, il est recommandé de doser la chromogranine A et les marqueurs
initialement anormaux (NSE par exemple) au méme rythme que le suivi clinique. Une élévation
des marqueurs n’est pas une indication a changer de traitement s’il n’y a pas de récidive ou
d’augmentation de la masse tumorale. Le méme kit de dosage des marqueurs doit étre utilisé
tout au long de la prise en charge. Il convient de bien faire attention aux situations pouvant faire
augmenter le taux de chromogranine A (insuffisance rénale, traitement par IPP...), et devant
une élévation, vérifier les conditions de dosage, voire doser la gastrine, avant de conclure a une

aggravation de la maladie.

2.2.5.2.  Prise en charge des CNE métastatiques

La prise en charge d’'un CNE d’emblée métastatique au diagnostic constitue une urgence
thérapeutique, avec instauration immédiate d’une chimiothérapie CDDP-étoposide. La
chimiosensibilité de ces tumeurs est importante avec des taux de réponse objective variant de
42 a4 67% (32,33). La résection chirurgicale de la tumeur primitive et des métastases n’est pas
recommandée. L’efficacité de la chimiothérapie est évaluée tous les 2 a 3 cycles jusqu’a un
total de 6 cycles, sur le modele des CNE a petites cellules bronchiques pour lesquels il est
démontré que la poursuite de la chimiothérapie au-dela de 6 cycles n’apporte pas de bénéfice.
Cependant, la durée médiane de réponse n’est que de 8 a 9 mois, et ’apparition de résistance
secondaire quasi constante conduit a une mediane de survie de 15 a 19 mois. Ce standard n’a
pas évolué depuis 25 ans, les chimiothérapies « triplettes », avec ’ajout du paclitaxel ou de la
vincristine ne semblent pas plus efficaces et sont plus toxiques (35,45) (Tableau 2). Plusieurs
études asiatiques proposent de remplacer 1’étoposide par de I’irinotecan dés la 1% ligne de

chimiothérapie (37-40).
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La surveillance post-thérapeutique repose sur I’imageriec TDM (ou IRM) aux 4 étages
cerébro-thoraco-abdomino-pelvien et 1’imageric cérébrale tous les 2 mois, puis selon

I’évolutivité. L’intérét du suivi par TEP-FDG n’est pas démontré.

2.2.5.3.  Traitement de 2°™ ligne des CNE métastatiques

Lors d’une reprise évolutive de la maladie observée au-dela de 6 mois, le traitement repose
sur le méme schéma. En cas de reprise plus précoce, notamment inférieure a 3 mois, une
chimiothérapie de 2°™ ligne est recommandée pour les patients dont 1’état général reste
relativement conservé, méme si aucun standard de 2°™ ligne n’est établi dans les CNE-GEP.

Il existe 5 études récentes, sur des cohortes limitées de patients, publiées entre 2011 et 2013
(Tableau 2) qui proposent 3 schémas (niveau de la recommandation : avis d’experts dans le
TNCD) : Folfiri, association de 5-flurouracile et d’irinotécan (31), Folfox (acide folinique, 5-
fluorouracile, oxalipaltine) / Capox (capecitabine, oxaliplatine) (41) ou un traitement a base de
temozolomide (30). Dans les cancers bronchiques a petites cellules, le topotécan dispose d’une
AMM en 2°M ligne mais ne semble pas efficace dans les CNE-GEP (34). Le Folfiri est
I’association de chimiothérapie la plus réalisée en France en 2°™ ligne. Les résultats de la
cohorte nationale sur 119 patients recevant une 2°™ ligne de traitement montrent que 49% des
patients (soit 59 patients) ont regu le schéma Folfiri (22). Cependant, les survies sans
progression avec ces traitements sont seulement de 3 a 4 mois (31). Il est recommandé d’inclure

ces patients dans des essais cliniques de phase I en ’absence d’essais thérapeutiques dédiés.

2.2.5.4.  Autres traitements et thérapies ciblées

Il n’existe a ce jour aucune donnée documentant I’activité anti-tumorale des analogues de

la somatostatine, de I’embolisation artérielle hépatique ou de la radiothérapie interne vectorisee,
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utilisant les analogues de la somatostatine comme vecteurs de radio-isotopes (}'’Lutetium et
%¥ttrium), dans les CNE, contrairement aux TNE bien différenciées.

Concernant les anti-angiogéniques, les premiers résultats de 1’¢tude frangaise sur les CNE-
GEP métastatiques et inopérables, dont 1’objectif principal était d’identifier des facteurs
moléculaires prédictifs de réponse a un inhibiteur de tyrosine-kinases, le sunitinib
(NCT01215578), ont éte rapportés en janvier 2016 lors des conférences de I’ASCO. L’activité
du sunitinib semble relativement faible (23% de controle de la maladie) et surtout présente en
cas de tumeurs avec un Ki-67 inférieur a 47%. Cette molécule pourrait aussi étre étudiée plus
précocement, en entretien apres 6 cycles de cisplatine-étoposide, comme cela a été montré dans
les carcinomes pulmonaires (46).

Le bevacizumab associé a une chimiothérapie cytotoxique a montré des résultats
prometteurs dans les TNE bien différenciées (essai BETTER) (47,48). Son association avec le
Folfiri, qui est un des schémas proposés en 2°™ ligne dans les CNE-GEP, est efficace et bien
tolérée dans le cancer colorectal métastatique (49). Un essai de phase Il randomisée
(BEVANEC) testant le Folfiri +/- bevacizumab aprés échec du traitement de 1% ligne (sels de
platine-étoposide) a obtenu un financement public et devrait ouvrir en France fin 2016
(NCT02820857).

Par ailleurs, une étude préclinique a démontré 1’effet anti-tumoral d’un inhibiteur de la voie
mTOR, I’évérolimus, dans un modéle préclinique de CNE-GEP (50), mais aucun résultat n’est
actuellement disponible chez I’homme. Deux études de phase II testant I’évérolimus dans les
CNE-GEP sont en cours en Allemagne et en Europe du nord, soit en monothérapie
(NCTO02113800) soit associé au temozolomide chez des patients atteints d’un CNE-GEP

métastatiques, dont le Ki-67 se situe entre 20 et 55 % (NCT02248012).
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Concernant les nouvelles molécules, des essais cliniques utilisant des inhibiteurs de Bcl-2
(51) ou de tyrosine kinases (52) dans les CNE pulmonaires n’ont malheureusement pas abouti
a des résultats concluants.

Un essai de phase Il associant un anti-CDK (le roniciclib) a une chimiothérapie CDDP-
étoposide (6 cycles) puis poursuivi en monothérapie en entretien, est réalisé dans les carcinomes
pulmonaires a petites cellules et les résultats sont en attente (CONCEPT-SCLC,
NCT02161419).

Enfin, I'immunothérapie avec les anti-PD1 et PDL1, prometteuse dans les carcinomes
pulmonaires et les mélanomes, pourrait aussi avoir un intérét dans les CNE-GEP d’autant plus
que des résultats préliminaires montrent une forte expression de PD1/PDL1 dans les CNE-GEP
(53) ou de primitif cutané (tumeur de Merkel) (54). Un essai de phase Il sur une cohorte de 26
carcinomes métastatiques de Merkel, naifs de tout traitement, a montré des résultats tres
encourageants avec le pembrolizumab, anti-PD1 (NCT02267603) (55). Le taux de réponse
objective est de 56% (4 patients présentent une réponse complete et 10 une réponse partielle)
et la survie sans progression a 6 mois s’éléve a 67%. Parmi les 14 patients ayant obtenu une
réponse au traitement, seuls 2 ont rechuté, et 15% des patients ont présenté des effets
secondaires séveéres. L’étude de phase Il JAVELIN Merkel 200 (NCT02155647), présentée a
la rencontre annuelle de I’ASCO de 2016 a montré, dans les carcinomes de Merkel déja traités,
que I’aveluma, anti-PD1, entraine un taux de réponse objective a 32%, dont 9% avec une

réponse complete, et un taux de réponse a 6 mois de 29%.

2.3. Facteurs pronostiques des NNE

L’étude de 35 825 cas de NNE aux Etats-Unis, basée sur les données SEER de 1973 & 2004

reporte une médiane de survie globale de 75 mois pour 1’ensemble des NNE (7). Les TNE de
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grade 1 présentent une médiane de survie globale de 124 mois, contre 64 mois pour les TNE de

grade 2. Enfin, cette étude rapporte que les CNE ont une médiane de survie globale de 10 mois.

2.3.1. Facteurs pronostiques des TNE

Concernant les TNE de grades 1 et 2, plusieurs facteurs pronostiques ont été clairement
identifiés. Le stade de la maladie, localisé, régional ou métastasé est un important facteur
pronostique. Dans 1’étude de Yao et al., la médiane de survie globale des TNE au stade localisé
est de 223 mois, contre 111 mois pour les TNE régionales et 33 mois pour les stades
métastatiques (p < 0.001) (7).

Le site de la tumeur primaire est également un puissant facteur pronostique. Par exemple,
les patients présentant une tumeur métastasée au niveau du jéjunum-iléon ont une médiane de
survie globale de 56 mois, contre 5 mois pour les patients qui présenteront une tumeur du colon
métastasee.

Tous stades confondus, les patients présentant une TNE de grade 1 survivront plus
longtemps que les patients ayant une TNE de grade 2.

Enfin, 1’age au diagnostic, le genre et I’ethnie sont des facteurs pronostiques. Les femmes
survivent plus longtemps, tous stades confondus, par rapport aux hommes, tout comme les
personnes de moins de 30 ans, comparé aux 30-60 ans et aux plus de 60 ans (7).

Une étude faite sur les TNE pancréatiques bien différenciée a montré que la présence de
métastases, un Ki-67 supérieure a 2%, 1’absence de syndrome sécrétoire (tumeurs non
fonctionnelles), une forte expression de la chromogranine A, et la présence de traitement
palliatifs sont associés a un mauvais pronostique (56).

En 2013, une étude a déterminé I’intérét pronostique des cellules tumorales circulantes
(CTC) dans les TNE (57). La présence de CTC est associée aux tumeurs de haut grade et a une

forte concentration sérique de chromogranine A. La présence d’une ou plusieurs CTC est
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associée a une moins bonne survie sans progression et survie globale. L’intérét et I’efficacité
de ce facteur pronostique sont a confirmer dans de futures études cliniques.

Dans le cadre de I’essai clinique de phase IIl RADIANT-2, Yao et al. ont étudié les
biomarqueurs chromogranine A et 5-HIAA dans les TNE métastatiques. Les patients dont le
taux de chromogranine A est inférieur a 2 fois la valeur limite normale supérieure, le taux de 5-
HIAA inférieur a la valeur médiane, et dont les tumeurs sont fonctionnelles ont une plus longue
survie sans progression (58). Une concentration sérique en chromogranine A inférieure a 2 fois
la valeur limite supérieure est également associée a une plus longue survie globale chez les
patients atteints de TNE GEP métastasées (59).

L’expression et la concentration sérique d’un homologue du VEGF, le PIGF, ont été
étudiées par Fischer et al. La concentration sérique en PIGF, en plus d’étre augmentée dans les
TNE, serait corrélée a une progression plus rapide dans les TNE intestinales (60).

Une étude rétrospective conduite sur les NNE pancréatiques a montré que 1’augmentation
de I’un des marqueurs de I’inflammation, la protéine C-réactive (CRP en anglais) est un facteur
de mauvais pronostic (61).

D’autres études rapportent quant a elles I’analyse transcriptomique multianalytique comme
nouveau marqueur de progression des TNE, d’intérét significativement supérieur au dosage de
la chromogranine A, actuellement fait tout au long du suivi du patient (62,63). Cette signature
moléculaire, mesurée dans le sérum du patient par RT-PCR (panel de 51 génes) puis analysée
par une série d’algorithmes, permet d’établir un score. Ce score est doté d’une forte sensibilité
(85-98%) et d’une forte spécificité (93-97%), il est corrélé a 1’agressivité de la maladie et
possede une forte valeur prédictive positive et négative (64). C’est un potentiel biomarqueur
pour le pronostic des TNE GEP, et il pourra egalement étre utilisé pour évaluer le taux de

réponse aux traitements.
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2.3.2. Facteurs pronostiques des CNE

Le pronostic spontané des patients atteints de CNE reste trés péjoratif avec une survie
médiane en 1’absence de traitement de 6 a 7 mois et un taux de survie relative a un an inférieur
a 20%. Dans 3 études recentes, la survie médiane était de 10 a 14 mois pour I’ensemble de la
population (12,21,22).

Les facteurs identifiés a ce jour comme associés a un mauvais pronostic sont cliniques
(altération de 1’état général), biologiques (hyperplaquettose, LDH et NSE ¢élevés), et
morphologiques (stade de la maladie, nombre de sites métastatiques, présence de metastases
cérébrales). L impact pronostique de la localisation de la tumeur primitive et de la morphologie
des cellules (petites versus grandes) restent controversés. Le stade reste encore le principal
facteur pronostique. Selon les données SEER, la survie médiane de 2546 patients présentant un
CNE gastro-intestinal (de 1973 & 2012) était de 38 mois pour les stades localisés, contre 5 mois
pour les CNE d’emblée métastatiques (14).

Peu d’études sont aujourd’hui disponibles pour confirmer 1’intérét des dosages biologiques
pour le pronostic des CNE. La multi-analyse transcriptomique effectuée par RT-PCR dans les
TNE GEP n’a pas, pour le moment, été étendue aux CNE. Une étude sur les CNE a évalué les
biomarqueurs moléculaires de la voie de survie mTOR (phospho-mTOR, phospho-elF4E et
phospho-4EBP1). Une forte expression de ces marqueurs est corrélée a une survie plus courte,
montrant que la voie mTOR joue un réle dans la croissance tumorale des CNE (65). Cette voie
pourrait constituer une cible thérapeutique des CNE, comme c’est déja le cas pour les TNE

pancréatiques progressives avec I’AMM de 1’évérolimus, inhibiteur de mTOR (66).

2.4. Facteurs pronostiques biologiques dans les autres tumeurs solides

Plusieurs études ont confirmé I’intérét des marqueurs biologiques comme facteurs

pronostiques, dans un grand nombre de tumeurs solides.
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Parmi ceux-ci, les marqueurs de I’inflammation comme le ratio CRP/albumine, le taux de
leucocytes, de neutrophiles, de plaquettes et le ratio neutrophiles/lymphocytes (NLR en anglais)
ont été largement étudiés. Certains de ces facteurs entrent en compte pour 1’établissement de
scores, comme le score pronostique de Glasgow établi sur le taux sérique de CRP et d’albumine
(67). Le développement de la plupart des tumeurs solides est suivi par I’activation d’une
réponse inflammatoire, créant ainsi un environnement pro-tumoral (68). Cette inflammation
peut étre secondaire a la nécrose tumorale, qui survient quand la tumeur a épuiser les ressources
en nutriments et oxygeéne de son microenvironnement. Il s’en suit la libération de médiateurs
proinflammatoires, qui permettront ainsi la néoangiogenése et donc la survie des cellules
tumorales (69). Un état d’inflammation chronique peut aussi étre un facteur de risque de
développement de cancer, comme 1’inflammation causée par le tabac dans le cancer du poumon
(70), ’'inflammation chronique causée par 1’obésité et la survenue de cancer du foie (71) et du
pancréas (72). Ainsi, en 2011, Hanahan a publié une nouvelle étude sur les principales
caractéristiques des cancers, et y a ajouté I’inflammation, comme facteur pro-tumoral (73).

Le ratio CRP/albumine a été étudié dans le cancer du poumon a petites cellules, sur une
cohorte de 367 patients. Une survie globale plus courte est observée chez les patients présentant
un ratio CRP/albumine élevé (74). Une hausse de ce ratio est due a la synthése importante de
CRP, en réponse a la réaction inflammatoire, et a une chute du taux d’albumine, due au
détournement du métabolisme de synthese hépatique en faveur des protéines de I’inflammation.

Une autre étude a démontré qu’une ¢lévation du taux de CRP dans une population
d’individus sains est associée a une augmentation du risque de développer un cancer du poumon
ou colorectal, mais pas du cancer du sein ou de la prostate. Cependant, le lien de cause a effet
n’est pas clair, car selon des études génétiques epidémiologiques, le taux de CRP circulant éleve

n’est pas la cause de la survenue du cancer (75). En effet, il se peut que 1’augmentation de CRP
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soit due au cancer non encore décelé dans cette population ou que ce soit un 3°™ facteur, comme
I’inflammation, qui augmente le taux de CRP et le risque de cancer en paralléle.

Une augmentation du ratio NLR est un facteur de mauvais pronostique dans les tumeurs
solides (76). Une polynucléose neutrophile accompagnée d’une lymphopénie est le reflet d’un
déficit dans la réponse immunitaire, favorisant le développement tumoral, les polynucléaires
neutrophiles sécrétant des facteurs oncogénes (VEGF, IL, ...). Un ratio NLR élevé est associé
a une survie globale plus courte dans le cancer de I’estomac (77) et également dans le cancer
des voies biliaires (78).

Une méta-analyse conduite sur les tumeurs solides entre 1978 et 2014 a évalué le potentiel
pronostique du taux de LDH (79). L’¢lévation du taux de LDH (supérieur a la valeur limite
normale supérieure) est un facteur de mauvais pronostic sur la survie globale dans les tumeurs
solides.

Enfin, le taux de PAL est également corrélé au pronostic dans le cancer du poumon a petites
cellules (80) et dans le cancer colorectal (81). Un taux supérieur a 2 fois la valeur limite normale
supérieure est associé a une baisse de la survie globale et semble refléter la présence de

métastases hépatiques et/ou osseuses.

3. Objectifs de I’étude

Cette étude a pour but d‘identifier de nouveaux facteurs pronostiques de survie des CNE-
GEP. Apres une revue des études rétrospectives existantes sur les CNE, nous avons analyseé les
données cliniques, histomorphologiques et biologiques de patients atteints de CNE-GEP suivis
aux HCL, puis procédé a I’analyse statistique de ces données, afin d’extraire les facteurs
pronostiques de survie significatifs. L’analyse moléculaire des tumeurs ne fait pas partie de ce

travail mais sera faite ultérieurement.
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4. Article “Prognostic factors in neuroendocrine carcinoma:
biological markers are more useful than histomorphological

markers”

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude sont présentés en annexe 4, sous forme

d’article scientifique, actuellement soumis et en révision dans le journal Scientific Reports.

5. Discussion

Cette etude repose sur la nécessité de trouver des facteurs pronostiques fiables de survie
pour les patients atteints de CNE. En effet, le pronostic des patients atteints de NNE est tres
hétérogene. Il est nécessaire de caractériser au mieux la maladie, afin de différencier les TNE
des CNE, d’identifier le grade et de caractériser la morphologie des tumeurs par un examen
anatomopathologique, qui sera vérifié par un 2°™ avis d’expert dans le cadre du réseau

TENpath.

La caractérisation de la maladie repose aussi sur les examens biologiques effectués au
diagnostic, puis tout au long du suivi du patient (dosage de la chromogranine A, de la NSE, des
enzymes hépatiques ...), ainsi que sur les examens d’imagerie (TEP FDG) qui permettront a
I’équipe médicale d’avoir I’idée la plus précise possible du pronostic du patient. L’amélioration
de I’évaluation du pronostic permet a 1’équipe médicale de préparer au mieux les patients au
mauvais pronostic. Ainsi, ’accompagnement de ces patients par les équipes de soin palliatifs
pourra étre mis en place plus précocement. En outre, le choix de la meilleure stratégie
thérapeutique a adopter en fonction de 1’état du patient (score ECOG PS) et de son pronostic

pourra se faire de maniére plus précise a I’issue de la RCP. Enfin, les patients étant mieux
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caractérisés, cela facilitera leurs insertions dans les essais cliniques, sur la base de criteres

d’inclusion et d’exclusion, ou selon des criteres pronostiques bien identifiés le cas échéant.

Gréce a cette étude, effectuée sur 100 patients atteints de CNE GEP, nous confirmons
I’importance pronostique du score ECOG-PS et du stade avancé (stade V) métastatique. Du
fait de la taille relativement réduite de cette cohorte, et car la majorité des patients étaient déja
au stade IV au diagnostic, ces 2 paramétres ne ressortent pas significatifs dans 1’analyse
multivariée.

En accord avec I’étude NORDIC de Sorbye et al., nous retrouvons qu’un taux élevé de LDH
est un facteur de mauvais pronostic pour les CNE, confirmé également apres analyse
multivariée (21). L’élévation du taux de LDH peut s’expliquer par I’augmentation de la
glycolyse anaérobie, couramment observée dans les tumeurs, et qui entraine une production
accrue de lactates. Les CNE consomment plus de glucose que les cellules normales, confirmé
par le taux de réponse positive a la TEP FDG, et sont donc susceptibles de produire plus de
lactates. De plus, les CNE sont décrits comme trés peu vascularisés (82) et trés prolifératifs,
caractéristiques pouvant entrainer une hypoxie au sein des tumeurs et métastases, et donc étre
a l’origine de I’¢élévation des LDH. D’autres études ont démontré qu’un taux élevé de LDH était
de mauvais pronostic dans le cancer du poumon a petites cellules (83) et du sein (84), et dans
les CNE pulmonaires (85) et colorectaux (86).

Nous ne confirmons pas la valeur pronostique d’une hyperplaquettose retrouvee dans
I’étude NORDIC (21) qui peut traduire un état d’inflammation chronique, car seulement 3
patients présentaient un taux de plaquettes supérieur a la valeur normale. Dans le méme sens,
le ratio NLR ne ressort pas significatif comme facteur pronostique dans cette étude, comme
cela a été démontré dans d’autres tumeurs agressives (cancer des voies biliaires (78) et cancer

de I’estomac (77)).
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En revanche, I’analyse biologique a permis de distinguer un nouveau facteur pronostique,
encore jamais décrit comme tel et confirmé par 1’analyse multivariée, 1’élévation du taux de
transaminases ASAT. L’¢lévation des transaminases signe en général une atteinte hépatique,
qui peut étre d’étiologie trés diverse. Dans cette étude, elle peut s’expliquer en partie par les
métastases hépatiques car 30% des patients avec métastases hépatiques ont un taux d’ASAT
élevé, contre 4% chez les patients sans métastases hépatiques.

Etonnamment, le taux d’ALAT, retrouvé supérieur a la valeur médiane dans 50% des cas,
et supérieur ou égal a 2 fois la normale dans 24% des cas, n’est pas un facteur pronostic de
survie. De méme, le taux de PAL, facteur de mauvais pronostic dans le cancer du poumon a
petites cellules (80), n’influe pas sur la survie des patients atteints de CNE GEP. Le taux sérique
de PAL, provenant principalement du foie et de la dégradation des os par les ostéoblastes, est
donc un marqueur de métastases hépatiques ou osseuses. Une étude a démontré, dans le cancer
colorectal, que 74% des patients présentant des métastases hépatiques avaient un taux de PAL

élevé, comparé a 33% chez les patients sans métastases hépatiques (81).

Cette étude rétrospective possede néanmoins ses limites. Elle est conduite sur un
relativement faible nombre de patients, du fait de la rareté des CNE, et car les données des
patients ne proviennent que d’une seule institution. Nous n’avons pas pu récupérer toutes les
analyses biologiques de chaque patient, car ceux-ci n’ont pas tous été diagnostiqués aux HCL.
C’est pourquoi il manque le dosage du taux d’ASAT pour 39% des patients et celui des LDH
pour 48% des patients. Ainsi, I’analyse multivariée n’a pu étre conduite que sur 39 patients au
total. Les résultats de cette étude doivent étre confirmés par d’autres études (multicentriques au

mieux) sur une plus grande cohorte de patients.
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Un des objectifs de cette étude était d’analyser les facteurs moléculaires par
immunohistochimie sur biopsies des patients de cette cohorte, afin de voir si certains pourraient
ressortir comme facteurs pronostiques des CNE. Malheureusement, du fait de contraintes de
service (déménagement, temps humains insuffisants au moment de 1’étude et contraintes
financieres), il n’a pas été possible d’analyser ces marqueurs moléculaires.

Dans de nombreuses autres tumeurs solides, les facteurs moléculaires sont utilisés pour
évaluer le pronostic du patient ou pour évaluer la sensibilité aux traitements. Par exemple, dans
le cancer du sein, la surexpression des récepteurs hormonaux ER et PR est de bon pronostic
(évaluée par marquage immunohistochimique) (87). La présence, au contraire, d’une
surexpression de la protéine HER2 (retrouvée chez 15 a 20% des patientes), est en faveur d’un
mauvais pronostic. Néanmoins, ces patientes pourront bénéficier d’un traitement a base de
trastuzumab, anti-HER2 (87). Ces 3 protéines sont aujourd’hui utilisées en clinique. Enfin,
toujours dans le cancer du sein, 2 tests permettant de caractériser les tumeurs de maniére
moléculaire ont été évalués (MammaPrint® et OncotypeDx™). Ces tests reposent soit sur le
systeme de puces a ADN, soit sur 1’analyse par RT-PCR quantitative. L’INCa et la Société
frangaise de sénologie et de pathologie mammaire (SFSPM) n’ont cependant pas retrouvé de
niveau de preuve suffisant pour ces tests pronostiques (88).

Dans le cancer du poumon, ¢’est un taux élevé d’EGFR, détecté par hybridation in situ en
fluorescence, qui est un facteur de mauvais pronostic (87).

Dans le cas du cancer colorectal, c’est la présence d’une mutation sur le géne BRAF
(mutation V600E principalement) qui est de mauvais pronostic. Huit a 12% des patients
présentent cette mutation (87).

Au niveau circulant, la présence de cellules tumorales circulantes (CTC) est corrélée a une
mauvaise survie globale et survie sans progression dans le cancer colorectal (89) et le cancer

du sein métastasé (90,91).
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Quelques études ont analyse des facteurs moléculaires dans les TNE. En appui a I’étude de
Heetfeld et al. qui a montré que 1’activation de la voie mTOR était corrélée a une survie globale
plus courte dans les CNE (65), une autre étude, conduite cette fois-ci dans les TNE
métastatiques, a montré que 1’activation de cette voie était associée a une plus courte survie
sans progression chez les patients traités par évérolimus (92). Une forte expression de ces
marqueurs est associée a une survie globale plus courte et pourrait permettre de sélectionner les
patients répondeurs aux inhibiteurs de la voie mTOR.

Une étude prospective de phase IT a démontré 1’intérét du marquage du récepteur soluble 2
au VEGF (sVEGFR2), pour sélectionner les patients atteints de TNE métastatiques

potentiellement répondeurs au traitement pazopanib, ciblant les récepteurs au VEGF (93).

Pour conclure, si les résultats de ces travaux sont confirmés par d’autres études, la présence
d’un taux ¢levé de LDH et d’ASAT pourra étre utilisée par 1’équipe médicale pour évaluer le
pronostic de chaque patient. Ces analyses ont 1’avantage d’étre rapides, peu couteuses et
directement accessibles. Ainsi, cela permettra d’améliorer la stratégie thérapeutique et
I’accompagnement des patients a I’issue du diagnostic, et facilitera 1’inclusion dans un essai
clinique, en cas de nécessité. Néanmoins, il est primordial de continuer cette étude afin
d’identifier de potentiels marqueurs pronostiques moléculaires, dans le but d’améliorer les

connaissances sur les CNE et leur pronostic.
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Background: Prognostic markers for risk-stratification of pts with GI-NECs are lacking. We
aimed to externally validate our previously-designed prognostic score (Training Cohort [TC])
derived from 109 pts (Lamarca et al, ASCO 2015). The score included five variables (presence
of liver metastases, alkaline phosphatase (ALK), lactate dehydrogenase (LDH), ECOG
performance status (PS) and Ki67) and was able to prognosticate overall survival (OS).

Methods: Pts diagnosed with GI-NECs were identified retrospectively from 5 European centres
(April’00 — Dec’15); pts with data for all 5 variables identified from the TC were eligible for
the Validation Cohort (VC). To externally validate the score (power: 80% and two-tailed a-
error: 0.05), a minimum of 82 pts was required. The primary end-point was OS; Cox regression
and Kaplan-Meier estimates were applied; and univariate/multivariable analyses performed.

Results: Of 209 pts identified; 178 were eligible. The median follow-up time was 11.8 months
(range 0.2-167.4); 121 pts (68%) had died at time of the analysis. Median age: 58.7 yrs (range
22.2-85.5); 62% were male, 81% metastatic, 18% foregut, 3% midgut, 41% pancreas, 17%
hindgut and 21% unknown primary. The median Ki67 was 55% (21-100), ECOG PS 0: 35%,
1: 46%; 66% received chemotherapy. The baseline median ALK and LDH were 133 1U/I (30-
2363) and 347 1U/l (107-3786), respectively; there were significant differences (p < 0.05) in
Ki67 and LDH between TC and VC. The estimated median OS was 16.1 months (95%CI 14.6-
19.4). Both score (p < 0.001) and stage (p = 0.002) were significant in the univariate analysis.
On multivariable analysis (adjusted for stage), the score was prognostic for OS (HR 1.4, 95%ClI
1.1-1.6; p = 0.001) validating previous TC results. The score classified pts into different groups
with incremental risk of death: groups A/B (0-2 points; 117 pts (66%); median OS 20.7 months



[95%CI 17.2-28.1]) and C/D (3-6 points; 61 pts (34%); median OS 8.1 months [95%CI 4.8-
9.4]).

Conclusions: This international external series validates the capability of our prognostic score
to predict OS in pts with GI-NECs; these results may inform clinical decision-making and trial

design.
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Abstract

Background

Prognostic markers for risk-stratification of patients with gastrointestinal high-grade
neuroendocrine carcinomas (GI-NECs) are lacking; we designed and validated a prognostic score
for overall survival (OS).

Methods

Consecutive patients, diagnosed in five neuroendocrine specialist European Centres were
included. Patients were divided into three cohorts: a training cohort (TC), an external validation
cohort (EVC) and a prospective validation cohort (PVC). Prognostic factors were identified by
using Log-rank test, Cox-regression and logistic regression analyses. The derived score was
internally and externally validated.

Results

Of 395 patients screened, 313 were eligible (TC: 109 patients, EVC: 184 patients and PVC: 20
patients). The derived prognostic score included five variables (presence of liver metastases,
alkaline phosphatase (ALK), lactate dehydrogenase (LDH), ECOG performance status (PS) and
Ki67). On multivariable analysis, the score was prognostic for OS (HR 1.9, 95%Cl 1.5-2.4; p<0.001)
and had good discrimination (C-index, 0.76) and calibration (mean error, 0.021; percentile 90,
0.037) in the TC. These results were validated in the EVC and PVC; in which it was able to
prognosticate for OS when adjusted for other prognostic variables in the multivariable analysis
(HR 1.8 (95%Cl 1.3-2.5), p-value 0.001 and HR 4.5 (95%Cl 1.9-10.9), p-value 0.001, respectively).
The score classified patients into two groups with incremental risk of death: group A (0-2 points;
181 patients (58%); median OS 19.4 months [95%Cl 16.1-25.1]) and B (3-6 points; 102 patients
(42%); median OS 5.2 months [95%Cl 3.6-6.9]).

Conclusion

The GI-NEC score identifies two distinct patient cohorts; it provides a tool for clinicians when
making treatment decisions and may be used as a stratification factor in future clinical trials.



Introduction

Neuroendocrine malignancies from the gastrointestinal (Gl) tract are relatively rare, although

the incidence has been rising during recent years (1).

Due to the impact on treatment strategy and survival, patients with neuroendocrine
malignancies are classified according to both tumour morphology and assessment of
proliferation according to WHO / ENETS guidelines. Morphology is classed as well- or poorly-
differentiated; proliferation is assessed objectively by Ki-67 or mitotic count. Malignancies with
a Ki-67 index >20% are considered high-grade neuroendocrine carcinomas (NEC-G3) (2-4). Well-
differentiated tumours with a proliferation index of >20% have recently been described, so

called NET-G3, as a discrete entity with clinical relevance (5, 6).

Gastrointestinal NECs (GI-NECs) represent only 5-10% of all digestive neuroendocrine
malignancies (7, 8) and arise mainly from the stomach, pancreas or colon (9-11). They are usually
diagnosed in advanced stages, when only palliative treatment is available. In contrast to well-
differentiated GI-NETs (1), the median survival of patients with NECs (all stages) is significantly
shorter (estimated to be around 12-17 months) due to their aggressive natural history (6, 12).
Distant disease is present at initial diagnosis in 57% of patients and impacts on survival: the
median survival is 38 months (95% confidence interval [95% Cl] 31-45 months), 16 months (95%
Cl 15-17 months) and 5 months (95% ClI 4.7-5.4 months) for patients with localised, locally

advanced and metastatic disease, respectively (1, 13).

Management of GI-NECs with advanced disease, is based on systemic cytotoxic chemotherapy
due to high mitotic activity and rapid rate of disease progression. Current treatments are based
on data from small cell lung cancer, such as cisplatin-etoposide or carboplatin-etoposide (14).
First-line treatment for GI-NECs has remained unchanged since the early 1990s, when high
tumour response rates were reported with etoposide-platinum combination (41-67%) (15). In
addition, a number of small retrospective series have published results of other chemotherapy
regimens (temozolomide-based (12, 16), taxane-based (12), 5-FU-based (17, 18) or topotecan
(19)) after failure of platinum-etoposide therapy in patients with NECs (12, 16-20). Results from
ongoing studies such as the ECOG-ACRIN 2142 trial (NCT02595424), which plans to randomise
126  patients diagnosed with NEC-G3 to first-line cisplatin/etoposide  or
capecitabine/temozolomide may clarify the most suitable treatment for this population of

patients.



Prognostic factors have been reported in small series, but have not been externally validated.
These include Ki67 (12), Eastern Cooperative Oncology Group performance status (ECOG-PS)
(12, 21), elevated lactate dehydrogenase (LDH) (12, 21), primary site (12, 21, 22),
thrombocytosis (12) and tumour morphology (6). It is worth highlighting that survival reported
between different series vary from 20 months (16, 18, 20) to 3 months (19) suggesting marked
heterogeneity of the patient populations. In addition, clinicians are lacking tools to identify
patients who may have longer survival and therefore may benefit from active treatment or

inclusion in clinical trials.

In this study, the aim was to design and validate a score prognostic for overall survival (OS) in

patients with GI-NECs.

Methods

Three cohorts of patients were analysed: a Training Cohort (score was designed and internally
validated), an External Validation Cohort (score was externally validated) and a Prospective
Validation Cohort (score was prospectively validated). Approval for data collection was obtained

independently by each one of the institutions involved as per local practice.

Patients in cohort 1: Training cohort

All consecutive patients diagnosed with GI-NEC between January 1997 and June 2014 at The
Christie NHS Foundation Trust (Manchester, UK) were included in this retrospective cohort.
Eligible patients where those with a diagnosis of GI-NEC (including patients with an unknown
primary in whom the primary tumour was suspected to be of Gl origin) with a Ki67 >20%; and
available survival data. Site of primary tumour was classified as foregut (oesophagus, stomach
and proximal duodenum; excluding pancreas), midgut (distal duodenum, appendix and proximal
colon), pancreas, hindgut (colon and rectum) or unknown primary according to clinical
information available. Patients with ECOG-PS 4 and patients with mixed adeno-neuroendocrine
carcinoma were excluded. Demographic characteristics together with ECOG-PS, stage (23, 24),
primary Gl tumour site, sodium, alkaline phosphatase (ALP), LDH and Ki67 at time of first
diagnosis were collected for identification of prognostic factors and design of the prognostic
score (25, 26). The primary end-point was OS, defined as the time between first diagnosis of NEC

and death (or last follow-up with no death).

Patients in cohort 2: External Validation Cohort



Patients diagnosed with GI-NECs who were seen between April 2000 and December 2015 were
identified retrospectively in five different European Countries (France, Belgium, Germany, Spain
and UK) from centres with expertise in neuroendocrine malignancies. The same inclusion criteria
as the Training Cohort were used and the same baseline and demographic characteristics were
collected. Patients with missing data in any one of the items included in the score were excluded
and considered ineligible. The primary end-point was OS. A sample size for the external
validation was estimated to replicate the hazard ratio achieved by the score (as a discrete
variable) in the multivariable analysis from the Training Cohort (HR 1.9); a minimum of 82

patients was required to externally validate the score (power: 80% and two-tailed a-error: 0.05).
Patients in cohort 3: Prospective Validation Cohort

The Prospective Validation Cohort included all consecutive patients diagnosed with GI-NECs
seen at The Christie NHS Foundation Trust between July 2014 and November 2015. Patients
were identified and data was collected prospectively. The same inclusion criteria and data
collection items as in the External Validation Cohort were applied; patients with missing data for

any of the score items were excluded. The primary end-point was OS.
Description of baseline characteristics and comparison between cohorts

The median, with range and/or 95% Cl, was calculated for continuous/discrete variables.
Percentages were employed for distribution of categorical variables. Chi-square and T-Tests
were used for comparison of baseline characteristics, as appropriate. Comparisons with p-value

<0.05 were considered significant.
Statistical analysis: Design of the prognostic score (Training Cohort)
Statistical analysis was performed with Stata v.12 and RStudio packages.

Cox-regression, Kaplan-Meier, log-rank test and logistic regression were employed for
identification of relevant factors impacting on OS. Proportionality of hazards assumption was
assessed by graphic methods such as Log-log plot of survival and Kaplan—Meier observed/
predicted survival plot. A maximum regression model including all the significant variables in the
univariate Cox-regression (defined as p-value <0.05) and previously-defined “variables of
interest” (ECOG-PS, stage and Ki67) was designed. Treatment-related variables (such as
administration of chemotherapy or radiological response) were excluded from the maximum
regression model. The prognostic score included selected items from the maximum regression

model, which were chosen by the allsets Stata command (selecting the model with lower Akaike



Information Criterion (AIC), lower number of variables and without duplicated clinical

information).

Once the variables to be included in the prognostic score were identified, a score nomogram
was built. First, continuous/discrete variables were categorised taking into account the most
suitable cutoff according to Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis for prediction of
death. Second, Kaplan-Meier curve for prediction of OS, to confirm the tested cutoff as the most
informative one in terms of our primary end-point (OS). Finally, the punctuation for each item’s
category was selected to be proportional to the hazard ratio achieved in the multivariable Cox-

regression analysis.

Statistical analysis: Accuracy of prediction of risk of survival: prognostic score compared to the

maximum regression model (Training Cohort)

The impact of the score on survival was confirmed by multivariable Cox-regression adjusted for
other variables with known prognostic impact that were not included in the score. ROC curve
comparison test (by comparison of Area Under the Curve (AUC)) was employed to compare the
accuracy of prediction of survival at 3, 6, 9, 12, 18 and 24 months of the maximum model
(considered the gold standard) and the prognostic score. Comparisons with p-values <0.05 were

considered significant.

Statistical analysis: internal validation of the prognostic score (Training Cohort)

Internal validation of the score was performed by Bootstrap-corrected Harrell Concordance
Index (C-Index) calculation and Resampling Model Calibration. For interpretation of results of
the C-Index, an index of 1 was considered to be perfectly discriminating, while a C-Index of 0.5

was as good as a random estimation.

Statistical analysis: external validation of the prognostic score (External and Prospective

Validation Cohorts)

The previously-designed score was applied to all patients in the External and Prospective
Validation Cohorts. Cox-regression, Kaplan-Meier and log-rank tests were employed to identify
factors impacting on OS. Multivariable Cox-regression analyses performed in the Training Cohort

were reproduced to validate the impact of the score on OS.

Results



A total of 395 patients were identified and considered for eligibility. Of these, 313 patients with
GI-NECs were eligible and included in the final analysis: Training Cohort (109 patients), External
Validation Cohort (184 patients) and Prospective Validation Cohort (20 patients) (See CONSORT

diagram, Figure 1).

Training Cohort: Patient’s baseline characteristics, prognostic factors and design of prognostic

score

The Training Cohort included 109 patients; baseline characteristics are summarised in Tablel.
By the end of follow-up, 84% of patients had died. The median estimated OS was 11.3 months
(95% Cl 8.3-14.03).

In addition to Ki67 (p-value 0.145) and ECOG-PS (p-value 0.046 for ECOG-PS 2 compared to
ECOG-PS 0 ), which were previously defined as “variables of interest”; the following seven
variables were found to be prognostic for OS by univariate Cox-regression analysis (Table 2;
supplementary material; first column): stage (p-value 0.008 for metastatic stage compared to
localized stage ), LDH (p-value <0.001), sodium (p-value 0.003), ALP (p-value <0.001), number of
metastatic sites (p-value 0.021), presence of liver metastases (p-value <0.001) and presence of
lung metastases (p-value 0.031). All these variables were included in the multivariable maximum

regression model (Table 2; supplementary material; second column).

Following analysis of 511 potential combinations, the most informative reduced model was
selected to design the prognostic score. The selected reduced model included five variables
(liver metastases, ECOG-PS, Ki67, LDH and ALP (Table 2; supplementary material; third column))
and had the following characteristics: AIC of 71.6, AUC of 0.839 and Hosmer-Lemeshow
goodness-of-fit of 0.977. Punctuation for each item was selected taking into account the HR
from the multivariable analysis of the reduced model (Table 2;supplementary material; third
column) and Figure 2). According to the sum of the five items, patients could be assigned a
minimum of 0 to a maximum of 6 points. Risk of death, increased with each extra point added
into the score (Figure 3; supplementary material). Distribution of the prognostic score within TC

population is summarized in Table 3; supplementary material.

Internal Validation of the Score and Accuracy of prediction of risk of survival: prognostic score

compared to the maximum regression model (Training Cohort)

The score was internally validated showing good discrimination (C-Index of 0.76) and calibration

(mean error 0.021; percentile 90 0.037; Figure 4).



There was good accuracy for prediction of risk of survival when compared to the maximum
regression model. There were no differences between the prognostic score and the maximum

regression model at 3, 6, 9, 12, 18 and 24 months (Figure 5; supplementary material).
Impact of the Score on OS

Multivariable Cox-regression analysis, including the score as one of the variables (Table 4), was
performed to assess its impact on survival when adjusted for other variables not included in the
score such as sodium (independent prognostic factor identified during the score building process
(Table 2; supplementary material; second column) and stage (variable of interest). However lung
metastases were another of the independent prognostic factor identified during the score
building process (Table 2; supplementary material; second column)), this variable was not
included in this multivariable analysis (Table 4), because this clinical information was already
provided by other variables such as presence of liver metastases (included in the score) and
stage (defined as variable of interest and therefore included in multivariable analysis). The score
was an independent prognostic factor for OS (HR 1.9, 95% CI 1.5-2.4; p-value <0.001) when the

analysis was adjusted for other variables, such as stage and sodium (Table 4).
External and Prospective Validation of the Score

One hundred and seventy-eight and 20 patients were eligible for inclusion in the External
Validation and in the Prospective Validation Cohorts, respectively. Baseline characteristics of
these validation cohorts are shown in Table 1. Distribution of the prognostic score within these

two population of patients is summarized in Table 3; supplementary material.

The multivariable analysis (including the score as a prognostic variable) performed on the
Training Cohort was replicated with each of the validation cohorts (Table 4). The score remained
anindependent prognostic factor in both validation cohorts when adjusted for stage and sodium

(previously showed to be prognostic variables in the univariate analysis).

Deriving the Score in clinical practice

The prognostic score has been defined as a discrete variable, with a range from 0 to 6 points.
For applicability in clinical practice, the score classified patients into two groups, with significant
differences in OS: group A (0-2 points; good prognosis patients) and group B (3-6 points; poor
prognosis patients) (Figure 6). When the multivariable analysis was repeated using the score as

a dichotomised variable, the score (group A vs. B) was an independent prognostic factor in all



patient cohorts (Table 4). Distribution of the prognostic score as a dichotomised variable within

all populations of patients included in this is summarized in Table 3; supplementary material.

Receipt of chemotherapy had an impact on OS in both prognostic groups and was an
independent positive prognostic factor (HR for patients receiving chemotherapy was 0.31 (95%
Cl 0.2-0.5); p-value <0.001) when adjusted for the prognostic score, stage and sodium in the
multivariable analysis. This resulted in the following median 0OS: Group A treated with
chemotherapy (129 patients, median OS 20.7 months (95% Cl 16.7-26.4), Group A not treated
with chemotherapy (24 patients, median OS 11.9 months (95% Cl 4.6-81.1), Group B treated
with chemotherapy (55 patients, median OS 8.1 months (95% Cl 5.4-10.8), Group B not treated
with chemotherapy (26 patients, median OS 2.1 months (95% Cl 1.4-2.4).

Discussion

This study represents one of the largest series of patients diagnosed with high grade NECs to
date (6, 12). High-grade NECs are known to consist of a heterogeneous population (27), in whom
prognosis depends on multiple factors (6, 12, 21), rather than unique variables; thus our interest
in developing a prognostic score which would combine the impact of multiple variables (all
objective, with the exception of performance status, which is subjective) in one unique

measurement.

The final GI-NEC Score showed prognostic impact, and its ability to identify a patient group with
an inferior outcome was validated in an external cohort. This study constitutes a collaborative
effort between five European Centres with recognised expertise in neuroendocrine

malignancies giving credence to the results presented.

The direct application of the GI-NEC Score identified two subgroups, a good prognosis (A) and
poor prognosis (B) group with marked differences in OS. The magnitude of difference indicates
that this score may not only have a role in determining prognosis and aiding treatment
discussion between clinicians and patients, but may also influence clinical trial design with

respect to patient stratification.

Both prognostic groups benefitted from treatment with systemic chemotherapy. This benefit
was more pronounced in group B patients (4-fold OS increase) than in group A patients (2-fold
OS increase); however, differences due to patient selection bias cannot be excluded. Group B
identified cases with behaviour similar to Small Cell lung Cancer (SCLC) in terms of prognosis,
who may derive the greatest benefit from classical platinum plus etoposide chemotherapy

combinations.



The identification of two patient cohorts with apparently-different clinical courses highlights the
need to consider different management strategies between them. For instance, patients
classified in group A, may be suitable for treatment options beyond platinum-etoposide
chemotherapy including alternative chemotherapy combinations for patients with a lower Ki67
or morphologically well-differentiated tumours (6, 12); or locoregional-directed therapy in cases
with liver-predominant disease. In essence, although there is often urgency in starting platinum-
etoposide chemotherapy in patients with GI-NEC, patients in group A may benefit from case-by-
case discussion within a NET multidisciplinary meeting regarding other treatment options.
Furthermore, due to the absence of available clinical trials in this setting and the more-
favourable survival of this particular group, these patients would be well-suited for early-phase

trials.

It is worth mentioning that the most suitable Ki67 cut-off for making clinical management
decisions remains unclear. In the NORDIC retrospective study, it was suggested that a Ki67 cut-
off of 55% was informative for choosing between platinum-based or temozolomide-based
treatment (12). In contrast, the current series identified a different cut-off (80%) as the most
informative one with respect to OS (rather than treatment response). These results highlight
that it is not advisable to make informed treatment decisions reliant on Ki67 alone. Morphology

should also be considered, as suggested by Heetfeld and colleagues (6).

The Group A population still likely constitutes several different subgroups with differing
molecular biology. These patients may derive benefit from further characterisation (28). A
worldwide collaborative effort to better understand the nature of this pathology should be

prioritised by the NET research community.

On the other hand, patients classified in the poor prognosis group, in the absence of other
alternatives, may derive the most benefit from therapy traditionally given to patients with SCLC.
Our results suggest that in this poor-prognostic subgroup, there is an urgent priority to initiate

chemotherapy treatment; which may be less pressing in Group A patients.

This new prognostic tool may become a cornerstone in the stratification of patients for inclusion
into clinical trials as a randomisation factor, allowing adjustment for multiple prognostic factors
at once. This will allow for efficient reduction of stratification variables and may potentially
reduce trial sample size and facilitate subgroup analysis. Trial design may also be influenced to
develop distinct therapeutic approaches based on the clinical characteristics of both subgroups
when evaluating and introducing new therapies. For instance, if we were to design a trial with

new immunotherapies (such us anti-PD1 targeted therapy, which has recently shown benefit in



Merkel cell carcinoma (29)) a different approach may be considered in group B patients with
induction chemotherapy before introducing the immunotherapy to achieve clinical control of
the disease, thus optimising the use of chemotherapy. However, most patients in group A would

not need this sequential approach.

The limitations of this study are the ones which inherently apply to population data which are
collected retrospectively (Training Cohort and External Validation Cohort), as shown by
imbalances identified between patient cohorts (such as primary tumour site, Ki67 and median
0S). Despite of the small sample size of the Prospective Validation cohort, the score retains its
prognostic value; however, it would still require confirmation in a longer prospective series,
ideally within a clinical trial. In addition, the depth of this analysis is limited to the use of clinical
data; i.e. chromogranin-A and neurone-specific enolase, were not included due to data
unavailability. The absence of single central pathology review is attenuated by the documented
expertise of these centres and their pathology departments. The fact that patients with no
survival data or at least one of the score items missing were excluded from the EVC and PVC
could introduce a selection bias. Finally, tumour morphology (well differentiated high grade vs.
poorly differentiated high grade) was not incorporated into this score due to non-availability of
this information for the majority of patients. Patients with the emerging entity of NET-G3 are
most likely to be included in Group A; the high Ki67 cut-off employed in this study (80%) may
negate this limitation due to the low rate of patients with well-differentiated morphology who

would be expected to have a Ki67 of >80% (6).

In summary, in this study, the GI-NEC Score was designed and validated for patients with Gl-
NECs for prognostication of OS, as a tool to aid clinician selection of patients for treatment or
clinical trial inclusion. This score could also be incorporated as a stratification factor in future
comparative trials, to assist adjustment for prognostic factors and secure comparability between

arms.
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TABLES

Table 1: Baseline characteristics of cohort of patients included in the study. Overall survival medians are estimated with Kaplan-Meier. Nr: not reached, Cl:

confidence interval. Normal ranges for laboratory results were as follows sodium 135-145 mmol/L; ALP (alkaline phosphatase) 25-110 IU/L; LDH (lactate
dehydrogenase) 200-550 1U/L.

Training Cohort External Validation Prospective Validation
(n=109) Cohort (n=184) Cohort (n=20)
Variable
% %
Median 16.3- 22.2- 22.9-
Age (range) 67.7 84.1 >9.1 85.5 67.7 82.7
Male 67 62 115 63 15 75
Gender
Female 42 38 69 37 5 25
Localised 11 10 9 5 2 10
Stage
Locally
advanced 7 6 26 14 3 15




Metastatic

91 84 149 81 15 75
Foregut 21 19 33 18 1 5
Midgut 5 5 8 4 4 20
Site of primary Pancreas 20 18 75 41 4 20
tumour
Hindgut 31 28 31 17 5 25
Unknown
primary 32 30 37 20 6 30
Median
1 0-4 1 0-6 1 0-4
range
Site of (range)
metastases
Liver (Yes) 70 64 123 67 12 60




Lungs (Yes)

10 9 12 7 3 15
Lungs
(unknown) 0 79 0
Median 129-
139 124-145 138 139.5 133-143
range
Sodium (range) 144
(mmol/L)
Unknown 0 115 0
Median
45- 30- 64-
Alkaline (range) 109 2,03x103 1295 2,3x103 103 2,04x103
Phosphatase
(ALP) (1U/1)
Unknown 14 0 0
Median : ) )
(range) 463 258 3 347 107 3 450 258 3
g 11,1x10 3,8x10 1,4x10




Lactate
dehydrogenase

Unknown

17 0 0

(LDH) (1U/1)

Median

(range) 70 60-70 55 50-62 80 41-80
Ki67 (%)

Unknown 15 0 0

0 28 26 63 35 3 15
ECOG 1 57 52 81 45 10 50
Performance
Status

2 17 16 24 15 3 15

3 6 5 10 5 4 20




Unknown

1 1 0 0 0 0
Yes 76 70 118 64 14 70
Palliative
Chemotherapy
Unknown 0 0 49 27 0 0
Follow-up Median 7.02- 8.6-
(95% Cl) 9.7 123 11.4 147 5.01 3.5-12.7
Status Dead 91 84 127 69 11 55
Median
Overall survival 8.3- 13.7- _
(95% CI) 11.3 14.03 16.04 19.03 10.1 3.5-nr




Table 4: Multivariable prognostic analysis (Cox regression): the score was shown to be an independent prognostic factor impacting overall survival. Only
patients with all data available for all the variables included in the multivariable analysis were included: Training Cohort (79 patients), External validation

Cohort (69 patients), Prospective Validation Cohort (20 patients) and all cohorts (168 patients).

Training Cohort External Validation Prospective Validation All Cohorts
Cohort Cohort
HR (95% Cl) P- HR (95% Cl) P-value HR (95% Cl) P-value HR (95% Cl)
value
Stage Localised 1 (Ref) - 1 (Ref) - 1 (Ref) - 1 (Ref) -
Locally advanced 0.9(0.2-49) 0.882 0.9 (0.2-3.7) 0.954 0.2 (0.1-5.6) 0.322 0.9 (0.4-2.3) 0.884
Metastatic 2.1(0.7-6.1) 0.165 1.04 (0.3-3.8) 0.955 0.11 (0.1-1.7) 0.117 1.3 (0.6-2.9) 0.446
Sodium Continuous variable 1.02 (0.9 - 0.640 0.9 (0.8-1.1) 0.752 0.8 (0.6-1.1) 0.104 1(0.9-1.1) 0.721
1.1)
Score Discrete variable 1.9(1.5-24) <0.001 1.8 (1.3-2.5) 0.001 4.5 (1.9-10.9) 0.001 1.9 (1.6-2.3) <0.001
HR (95% ClI) P- HR (95% CI) P-value HR (95% CI) P-value HR (95% Cl) P-
value value
Stage Localised 1 (Ref) - 1 (Ref) - 1 (Ref) - 1 (Ref) -

Locally advanced 1.3(0.2-7.2) 0.766 0.9 (0.2-3.6) 0.931 0.3 (0.02-7.2) 0.472 0.9 (0.4-2.4) 0.915




Metastatic 2.6 (0.9-7.4) 0.082 1.4 (0.4-4.9) 0.620 0.15(0.01-2.2) 0.162 1.7 (0.8-3.6) 0.177
Sodium  Continuous variable 0.99 (0.9-1.1) 0.796 0.98 (0.8-1.1) 0.770 0.9 (0.7-1.1) 0.291 0.99 (0.9- 0.862
1.04)
Score Group A (0-2 points) 1 (Ref) - 1 (Ref) - 1 (Ref) - 1 (Ref) -
Group B (3-6 points) 3.6(1.9-6.7) <0.001  3.6(1.8-7.3) <0.001 14.3 (2.3 -90.1) 0.005 3.9(2.6-6.1)  <0.001




FIGURES

Figure 1: CONSORT diagram: patient flow for each cohort of patients included in the design and
validation of the prognostic score. N: number of patients; Gl: gastrointestinal; NEC:
neuroendocrine carcinoma (high grade); ECOG-PS: Eastern Cooperative Oncology Group
performance status; OS: overall survival.

Figure 2: Nomogram for calculation of the prognostic score. Example: patient with ECOG-PS of
1 (0 points), liver metastases (1 point), ALP of 70 (0 points), LDH of 840 (1 point) and Ki67 of 75
(0 points) scores a total of 2 points. ALP: alkaline phosphatase; LDH: lactate dehydrogenase,
ECOG-PS: Eastern Cooperative Oncology Group performance status.

Figure 4: The Prognostic Score showed good calibration (Mean (error) = 0.021; Percentile 90=
0.037).

Figure 6: Prognostic score defining two populations of patients with significant differences in
overall survival: this is shown when all cohorts are analysed together (6.A) and also in each
cohort separately: Training Cohort (6.B), External Validation Cohort (6.C) and Prospective
Validation Cohort (6.D). Log-rank test p-value is provided, for multivariable Cox Regression p-
value please refer to Table 4. Only those patients with available data for calculation of the GI-
NEC Score (all items were required) and survival data available are represented in these
graphics, represented by 283 patients out of the total 313 patients included in All Cohorts, 79
out of 109 in the Training Cohort, 184 out of 184 in the External Validation Cohort and 20 out of
20 in the patients from the Prospective Validation Cohort), patients with at least one of the items
or survival data missing (i.e. 30 patients from the Training Cohort (6.B) and therefore 30 patients
from the All Cohorts (6.A)) are excluded.
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Résume

Les carcinomes neuroendocrines gastro-entéropancréatiques (CNE-GEP), a
petites ou grandes cellules, sont par définition peu différenciés et d’index de
prolifération élevé (de grade 3 avec unKi67 > 20 %). Plus de 80 % des CNE sont
d’emblée métastatiques au diagnostic. Leur pronostic est extrémement péjoratif,
avec une survie médiane sans traitement inférieure a 6 mois. La prise en charge
de ces tumeurs releve de I'urgence thérapeutique. L'arsenal thérapeutique
reste tres limité. La chirurgie premiere des rares formes localisées est tres
controversée ; la chimiothérapie associée ou non a la radiothérapie est une
alternative souvent préférée, notamment si I'acte chirurgical est délabrant.
Le traitement des formes métastatiques repose sur la chimiothérapie. Le
traitement de référence est une association de sels de platine (cisplatine ou
carboplatine) et d'étoposide, pour un total de 6 cures en cas de réponse a 3
cures. Les réponses objectives sont fréquentes (> 50 % des patients) mais les
reprises évolutives quasi constantes. Aucun traitement d’entretien n’est validé a
I'issue de 6 cycles initiaux. L'efficacité des traitements de 2° ligne (Folfiri, Folfox,
témozolomide) est trés limitée (environ 4 mois de survie sans progression).
L'amélioration de la prise en charge des CNE repose sur |'amélioration des
connaissances des mécanismes impliqués dans la genese et la progression de la
maladie, et l'inclusion dans des essais cliniques spécifiques encore trop peu
nombreux.

M Mots clés : carcinome neuroendocrine peu différencié, petites et grandes cellules, gastro-
entéro-pancréatique

Abstract

Small or large cells gastro-enteropancreatic neuroendocrine carcinomas (also
known as GEP NEC) are defined as poorly differentiated tumors with a high
proliferative index (grade 3 with a Ki67>20%). More than 80% of GEP-NEC are
metastatic at diagnosis and their prognosis is poor, as their median overall
survival without treatments is below 6 months. They have to be managed rapidly
but treatment options are very limited to date. Surgical removal of localized GEP-
NEC is very controversial, as associated with very high rate of recurrence.
Chemotherapy + radiotherapy is preferred. Treatment of metastatic diseases
relies on platinium-based chemotherapy (cisplatine or carboplatin) associated
with etoposide (6 cycles in total). More than 50% of patients have an objective
response but relapse occurs for a large majority of them. There is no consensus
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about maintenance treatment. Second line chemotherapy relies on Folfiri, Folfox
or temozolomide protocols, but with a limited effectiveness (around 4 months of
progression-free survival). To better manage these specific types of tumors, more
knowledge on carcinogenesis and progression/invasion mechanisms of GEP-NEC
are required, as well as more inclusion of patients in clinical trials.

W Key words: neuroendocrine carcinoma, small and large cells, gastroenteropancreatic

Généralités et deéfinition

Les carcinomes neuroendocrines peu différenciés gastro-
entéro-pancréatiques (CNE-GEP) sont rares, représentant
moins de 1 % des cancers de la sphere digestive [1] et 7 a
21 % des néoplasmes neuroendocrines selon les études
[1]. Leur pronostic est trés péjoratif avec des survies
médianes spontanées d’environ 6 mois, et qui ne
dépassent pas 18 mois chez les patients traités.

Les CNE sont définis selon la classification OMS 2010 [2]
par une morphologie peu différenciée, a petites ou grandes
cellules, une expression des marqueurs neuroendocrines
(chromogranine A et synaptophysine) et une capacité de
prolifération élevée (grade 3). lls s'opposent aux tumeurs
neuroendocrines bien différenciées (TNE) (tableau 1). Par
définition, dans cette classification tous les CNE ont un
index de prolifération (index Ki67) > 20 % ; a contrario, les
tumeurs neuroendocrines ont obligatoirement un index
Ki67 < 20 %. Or, la littérature récente décrit une faible
proportion (6-8 %) de TNE bien différenciée, mais avec un
index de prolifération élevé (Ki67 > 20 %) [3, 4]. Ces
publications montrent parallelement que si I'on considere
les néoplasmes neuroendocrines G3, 20-30 % sont en
réalité des TNE G3, présentant effectivement une
morphologie bien différenciée. Ces TNE G3 sont plus
fréquentes dans I'estomac et le pancréas, ont plus souvent
une scintigraphie aux récepteurs de la somatostatine
(Octréoscan™) positive. Sur le plan histologique, les zones
de nécrose sont moins constantes et I'index de prolifération
Ki67 plus faible entre 20 et 55 % [3, 4] que dans les CNE.

Il est primordial d'identifier ce sous-groupe (en italique
dans le tableau 1) car a) le pronostic de ces tumeurs est
nettement plus favorable comparativement a celui des CNE
(41-99 mois versus 17 mois; p= 0,34) [3,4]; b) la
chimiosensibilité de ce sous-groupe de patients a |'associa-
tion de référence utilisée dans les CNE (platine-étoposide)
[3, 4] est significativement inférieure ; ¢) les traitements
utilisés dans les TNE G2 (témozolomide par exemple)
sembleraient plus adaptés. Parallelement, lorsque I'on
considere les CNE, la valeur de l'index de prolifération
Ki67 apparait comme un facteur prédictif de réponse
aux chimiothérapies par sels de platine (cisplatine ou
carboplatine) : les carcinomes possédant un Ki67 entre
20 et 55 % ont un taux de réponse nettement inférieur
aux CNE exprimant un Ki67 supérieur a 55 % (15 % versus
42 %) [5].

‘ ‘ Les carcinomes neuroendocrines sont
définis selon la classification OMS 2010,
par une morphologie peu différenciée et une
capacité de prolifération élevée (grade 3) ’ ’

Carcinogenése des carcinomes
neuroendocrines

L'origine des CNE est encore aujourd’hui controversée.
Certaines équipes évoquent une origine a partir de cellules

Tableau 1. Classification anatomopathologique OMS 2010 des tumeurs neuroendocrines (TNE), adapté d’aprées
Heetfeld et al. [4] : est introduit en italique le concept de TNE (bien différenciée) de grade 3.

Morphologie (différenciation) Grade G1-G3 Ki-67 (%)* Abréviation
Tumeur neuroendocrine Grade 1 Bien différenciée Gl (<2 %) TNE G1
Tumeur neuroendocrine Grade 2 Bien différenciée G2 (3-20 %) TNE G2
Tumeur neuroendocrine Grade 3 Bien différenciée G3 (> 20 %) TNE G3
Carcinome neuroendocrine Peu différenciée (petites ou grandes cellules) G3 (> 20 %) CNE

*Anticorps MiB1 ; Pourcentage sur 500 a 2 000 cellules tumorales dans les zones de plus haute densité de cellules marquées.
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souches  multipotentes,  d'autres  suggerent  une
dédifférenciation de TNE bien différenciées [6]. Le
mécanisme essentiel de I'initiation et de la formation
d'un clone néoplasique a partir d'une cellule saine est
I'activation de certains oncogénes ou l'inactivation de
genes suppresseurs de tumeurs par mutation. Or, les
principaux oncogenes (SRC, MYC, RAS, FOS, HER2, RET. . .)
et les principaux génes suppresseurs de tumeurs (p53,
BRCA, RB...) actuellement identifiés ne semblent pas étre
impliqués dans la tumorigenese des TNE-GEP. Concernant
les CNE, des mutations des genes TP53 et RB1 ont été
rapportées dans une série de 19 échantillons tumoraux de
CNE pancréatiques (petites et grandes cellules), confirmées
par un marquage P53 et RB anormal dans 95 et 74 % des
cas respectivement [7]. Des mutations de KRAS et SMAD4
sont en revanche rarement mises en évidence. L'analyse
génomique de cancers du poumon a petites cellules, sur
lesquels les traitements de CNE GEP se basent, a également
retrouvé |'inactivation des genes TP53 et RBI. Des
mutations de certains genes (notamment impliqués dans
le remodelage de la chromatine (DAXX, ATRX), ou la voie
PI3K/Akt/mTOR) ont été décrites mais uniquement dans
des TNE pancréatiques [8] ou gastro-intestinales bien
différenciées [9]. L'analyse génomique des CNE (toutes
localisations) devrait aider a identifier des voies de
signalisation intervenant dans la carcinogenese de ces
tumeurs.

‘ ‘ La carcinogenése des carcinomes
neuroendocrines peu différenciés
est mal connue ’ ’

Présentation clinique

Des données récentes sur la présentation initiale des CNE-
GEP ont été rapportées dans deux études rétrospectives et
une étude de cohorte francaise [4, 5, 10]. Contrairement
aux TNE bien différenciées, moins de 5 % des CNE sont
de découverte fortuite. lls sont diagnostiqués devant des
symptomes de survenue généralement récente avec
une altération de I'état général rapide (amaigrissement,
fievre, douleurs, ictére...) [6]. Moins de 3-5 % des CNE
présentent un syndrome sécrétoire et ce syndrome
sécrétoire est généralement différent de ceux habituelle-
ment rencontrés dans les TNE (sécrétion d’ACTH avec
syndrome de Cushing, de PTHrp avec hypercalcémie) ;
aucun patient n'est identifié comme porteur d'un
syndrome de prédisposition génétique. Plus de 80 %
des CNE sont métastatiques au moment du diagnostic,
avec une médiane de 2 sites métastatiques (75 %
hépatiques, 60 % ganglionnaires, 15 % pulmonaires,

10-15 % péritonéaux, 15 % os et 5 % cérébraux) ; les
CNE ont une imagerie par TEP-FDG beaucoup plus
fréquemment pathologique (85-90 %) qu’avec la scinti-
graphie des récepteurs a la somatostatine (Octréoscan™)
(45-50 %) [5, 10].

Les principaux sites primitifs trouvés sont : cesogastrique
(25 % des cas), pancréatique (25 % des cas), colorectal
(25 % des cas), primitif inconnu ou autre primitif (25 %
des cas). Les CNE de l'iléon ou de I'appendice sont tout a
fait exceptionnels.

Les carcinomes neuroendocrines sont

meétastatiques au moment du diagnostic
dans plus de 80 % des cas et ils sont trés rarement
associés a un syndrome sécrétoire ’ ’

Diagnostic et explorations
préthérapeutiques

L'analyse anatomopathologique sur biopsies est la seule qui
permet d'affirmer le diagnostic, et est incontournable avant
tout traitement antitumoral. Comme toute TNE, les CNE
sont caractérisés par |'expression de marqueurs immuno-
histochimiques de différenciation neuroendocrine (chromo-
granine A, synaptophysine, CD56). La chromogranine A
peut cependant étre négative (66 % des patients de |'étude
NORDIC) [5], en revanche la synaptophysine est quasi
constamment exprimée. La morphologie permet de dis-
tinguer 2 entités particulieres : les CNE a petites cellules et
ceux a grandes cellules. Contrairement aux CNE bron-
chiques, les CNE-GEP a grandes cellules sont plus fréquents
que les CNE a petites cellules (60 % versus40 %)[4, 5, 10].

L'expression de la chromogranine A peut
etre négative tandis que la synaptophysine
est quasi constamment exprimée ’ ’

Une relecture par les experts du réseau TENpath est
préconisée, pour ne pas méconnaitre un diagnostic
différentiel ou une TNE bien différencié de grade 3
(voir le paragraphe dédié). Les adénocarcinomes peu
différenciés peuvent par exemple exprimer la synaptophy-
sine et ressembler a un CNE a grandes cellules. Le
pathologiste doit aussi définir le stade du CNE. Deux
classifications TNM sont a ce jour disponibles : la premiere
proposée par I'ENETS (European NEuroendocrine Tumor
Society), utilisée depuis 2006, la seconde proposée par
I'UICC publiée en 2009 [11]. La classification UICC differe
de la classification ENETS pour les CNE qui sont classés
comme les carcinomes non neuroendocrines de méme
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localisation dans la classification UICC. Dans les études
portant sur les CNE excluant les TNE bien différenciée
de grade 3, l'index de prolifération Ki67 médian est de
70-75 % et la nécrose tumorale est tres fréquemment
présente (60-80 %) [4, 10].

L'index de prolifération Ki67 médian

est de 70-75 % et les carcinomes
neuroendocrines a grandes cellules sont les
plus fréquents ’ ’

En présence de métastases hépatiques, une recherche
systématique de métastases extrahépatiques (osseuses,
médiastinales, mais aussi cérébrales) est effectuée par
TDM ou IRM, aux 4 étages. Un primitif bronchique est a
rechercher en priorité en I'absence de sites primitifs digestifs
identifiés. L'Octréoscan™ n’a pas d’indication dans les CNE
contrairement au TEP-FDG qui doit étre réalisé.

L'Octréoscan® n'a pas d'indication dans les
carcinomes neuroendocrines contrairement
au TEP-FDG qui doit etre réalisé ’ ’

Sur le plan biologique, le dosage de la chromogranine A est
effectué apres 7 jours minimum d’arrét de traitement par
IPP (si patient traité), méme s'il est moins informatif que
dans les TNE bien différenciées. Le dosage de la NSE et des
LDH est mieux corrélé au pronostic de la maladie que celui
de la chromogranine A [5, 10]. Le dosage de 5-HIAA
urinaires et d’'autres hormones digestives (gastrine,
insuline, glucagon...) ne doit pas étre réalisé, les CNE
n‘exprimant pas ces hormones. La recherche de prédispo-
sition génétique (NEM1. ..) est inutile, du fait de I'absence
de syndrome de prédisposition génétique associé au CNE.

Le dosage de la NSE et des LDH a une
meilleure valeur pronostique que celui
de la chromogranine A ’ ’

Il 'y a pas de syndrome de prédisposition
génétique associé aux carcinomes
neuroendocrines ’ ’

Pronostic

Le pronostic spontané des patients atteints de CNE reste tres
péjoratif avec une survie médiane en|'absence de traitement
de 6 a 7 mois et un taux de survie relative a un an inférieur a
20 %. Dans 3 études récentes, la survie médiane était de 10-

14 mois pour I'ensemble de la population [4, 5, 10].
Les facteurs identifiés comme associés a un mauvais
pronostic sont cliniques (altération de |'état général),
biologiques (hyperplaquettose, LDH et NSE élevés) et
morphologiques (stade de la maladie, nombre de sites
métastatiques, présence de métastases cérébrales).
L'impact pronostique de lalocalisation de la tumeur primitive
et la morphologie des cellules (petites versus grandes)
restent controversés. Le stade reste le principal facteur
pronostique. Selon les données SEER, la survie médiane de
2 546 patients présentant un CNE gastro-intestinal (de 1973
a 2012) était de 38 mois pour les stades localisés, contre
5 mois pour les CNE d’emblée métastatiques [6].

La survie médiane est de 10-14 mois
et le stade TNM reste le principal facteur
pronostique ’ ’

Prise en charge thérapeutique

La prise en charge des CNE-GEP ne peut étre envisagée
qu’apres un diagnostic histologique, dans I'idéal relu dans
le cadre du réseau d'anatomopathologistes experts
(TENpath) et discutée en réunion de concertation pluri-
disciplinaire spécialisée du réseau RENATEN (REseau
NAtional de prise en charge des Tumeurs neuro-ENdo-
crines malignes rares sporadiques et héréditaires). Elle
releve cependant de l'urgence thérapeutique et I'avis
expert doit étre obtenu dans les plus brefs délais.

Cette mise au point reprend largement le Thésaurus
National de Cancérologie Digestive (www.tncd.org). Le
traitement de 1 ligne recommandé est une chimiothérapie
a base de sels de platine associé a de I'étoposide. Du fait de la
rareté de ces tumeurs, peu d'études prospectives sont
disponibles. Entre 1991 et 2013, 7 études rétrospectives
portant sur I'efficacité des chimiothérapies de 1 ligne chez
les patients métastatiques ont été reportées (répertoriées
dans la revue de Sorbye et al. [6]). Le niveau de preuve sur
lequel repose la prise en charge des CNE-GEP, est donc faible
et les recommandations reposent beaucoup sur la stratégie
thérapeutique validée dans les carcinomes pulmonaires a
petites cellules.

Prise en charge des carcinomes
neuroendocrines localisés

Une chirurgie ne peut étre discutée qu’en cas de maladie
non métastatique, sans métastase ganglionnaire a distance
(TEP-FDG requis dans cette indication), sans risque
important de morbi-mortalité et pour un patient dont
I'état général doit étre conservé. En effet, il faut prendre en
compte le risque tres élevé de récidive précoce, méme pour
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des tumeurs au stade localisé. Il est ainsi difficile de
proposer aux patients une cesogastrectomie, une
duodéno-pancréatectomie céphalique, ou une amputation
abdomino-périnéale pour des CNE situés au niveau de
I'cesophage, de I'ampoule de Vater/téte du pancréas, ou
du bas rectum/canal anal en raison du risque iatrogene et
du délai potentiel d'initiation d'une chimiothérapie post-
opératoire. Brieau et al. viennent ainsi de rapporter les
résultats d’une étude francaise multicentrique sur la prise
en charge de 24 patients avec un CNE anorectal localisé
[12]. Les 15 patients traités par chimiothérapie & radio-
thérapie associée avaient une survie identique aux
9 patients qui avaient été opérés (survie sans progression
de 13 et 13,3 mois, p = 0,75). Parmi les 9 patients traités
par chirurgie, malgré une résection RO chez 8 d’entre eux,
8 (89 %) patients ont présenté une récidive de la maladie.
Ces données sont identiques a celles de Smith et al. [13]
qui retrouvaient un controle local de 93 % (92 % dans
I'étude francaise) avec une approche non chirurgicale par
la radiochimiothérapie. Ainsi, si la chirurgie ne permet
pas de résection complete ou est contre-indiquée ou est
considérée comme délabrante, le traitement de référence
reste une chimiothérapie de type CDDP-étoposide,
éventuellement associée a une radiothérapie (notamment
cesophage, rectum). Tres rarement, il peut étre discuté une
exérese chirurgicale secondaire.

La place de la chirurgie d’'emblée dans la stratégie de prise en
charge des GEP-NET localisée est donc trés restreinte.
Si celle-ci est réalisée ou en cas de découverte histologique
d'un CNE sur une résection chirurgicale d'une tumeur dont
le diagnostic initial était erroné, il est alors recommandé
de réaliser 4 cures de chimiothérapie adjuvante de type
cisplatine (ou carboplatine en cas de contre-indication au
cisplatine) associé a |'étoposide, par analogie aux tumeurs
bronchiques a petites cellules (www.tncd.org). Le niveau de
preuve est celui d'avis d'expert. Une chimiothérapie péri-
opératoire (2-3 cures de platine-étoposide avant et apres la
chirurgie) peut aussi se discuter pour préparer au mieux une
chirurgie curative et vérifier I'absence de métastase a
distance. La radiothérapie cérébrale prophylactique pour
éviter une évolution métastatique cérébrale, par analogie
aux tumeurs bronchiques, peut se discuter (avis d’experts)
chez les patients opérés a visée curative d'un CNE-GEP, apres
cette chimiothérapie adjuvante. En pratique, elle reste tres
peu réalisée étant donné son tres faible niveau de preuve
dans les CNE digestifs.

‘ ‘ La chirurgie premiére reste trés controver-
sée dans les formes localisées compte

tenu du haut risque de récidive. Le traitement

de référence reste une chimiothérapie

de type platine-étoposide, voire une

radiochimiothérapie ’ ’

Le suivi post-thérapeutique des CNE localisés traités de
maniere curative nécessite une surveillance clinique,
biologique (NSE) et morphologique (IRM ou TDM, aux 4
étages cérébro-thoraco-abdominopelvien) tres rapprochée,
tous les 2 mois pendant 6 mois, puis tous les 3 mois
pendant 1 an, puis tous les 6 mois (www.tncd.org). L'intéret
du suivi par PET-FDG n’est pas validé en systématique, mais
est discuté au cas par cas.

Prise en charge des carcinomes
neuroendocrines métastatiques

La prise en charge d'un CNE d’emblée métastatique au
diagnostic constitue une urgence thérapeutique, avec
instauration immédiate d'une chimiothérapie a base
de sels de platine (cisplatine ou a défaut carboplatine)
et étoposide. La chimiosensibilité de ces tumeurs est
importante avec des taux de réponse objective variant de
42 a 67 % [14, 15]. La résection chirurgicale de la tumeur
primitive et des métastases n’'est pas recommandée.
L'efficacité de la chimiothérapie est évaluée tous les 2-3
cycles jusqu’a un total de 6 cycles, sur le modeéle des CNE a
petites cellules bronchiques pour lesquels il est démontré
que la poursuite de la chimiothérapie au-dela de 6 cycles
n'apporte pas de bénéfice. Cependant, la durée médiane
de réponse n'est que de 8-9 mois, et l'apparition de
résistances secondaires quasi constante conduit a une
médiane de survie de 15 a 19 mois. Ce standard n'a pas
évolué depuis 25 ans, les chimiothérapies « triplettes »,
avec |'ajout du paclitaxel ou de la vincristine ne semblent
pas plus efficaces et sont plus toxiques [16, 17] (tableau 2).
En cas de contre-indication au cisplatine, il est
recommandé de le remplacer par du carboplatine, qui
montre une efficacité similaire dans les CNE digestives [5].
Plusieurs études asiatiques proposent de remplacer
I’étoposide par de I'irinotecan des la premiere ligne de
chimiothérapie [6, 18-20]. La surveillance post-thérapeu-
tiqgue repose sur l'imagerie TDM (ou IRM) thoraco-
abdomino-pelvienne et cérébrale tous les 2 mois puis
selon I"évolutivité. L'intérét du suivi par TEP-FDG n'est pas
démontré.

Le traitement d’un carcinome neuroendo-

crine peu différencié métastatique est une
urgence thérapeutique et repose sur une chimio-
thérapie a base de sel de platine et étoposide ’ ’

Deuxieme ligne des CNE métastatiques

Lors d’une reprise évolutive de la maladie observée au-dela
de 6 mois, le traitement repose sur le méme schéma. En cas
de reprise plus précoce, notamment < 3 mois, une
chimiothérapie de seconde ligne est recommandée pour
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Tableau 2. Principaux résultats des chimiothérapies dans les carcinomes neuroendocrines digestifs.

Auteur, année, référence Type d'étude Chimiothérapie n RO SSP médiane SG médiane
(mois) (mois)
Chimiothérapie de premiére ligne dans les CNE-GEP par platine-étoposide
Moertel, 1991, [14] Rétrospectif ~ CDDP-étoposide 18 67% 8 19
Mitry, 1999, [15] Rétrospectif ~ CDDP-étoposide 41 42% 9 15
Olsen, 2012, [16] Rétrospectif ~ Carbo-étoposide-vincristine 31 52% 6,6 15,3
Hainsworth, 2006, [17] Phase Il Paclitaxel-carboplatine-étoposide 78 53% 7,5 14,5
Sorbye, 2013, [5] Rétrospectif =~ CDDP-étoposide 129 31% 4 12
Carbo-étoposide 67 30% 4 11
Carbo-étoposide-vincristine 28 44% 4 10
Chimiothérapie de premiére ligne dans les CNE-GEP par platine-irinotécan (Iri)
Mani 2008, [19] Phase Il Iri-CDDP 20 58% 4
Munhoz 2013, [18] Rétrospectif  Iri-CDDP 28 46% 3,7 11,7
Machida, 2012, [20] Rétrospectif  Iri-CDDP 160 50 % 5,2 13,0
CDDP-étoposide 46 28% 4,0 7,3
Chimiothérapie aprés la premiére ligne dans les CNE-GEP
Welin, 2011, [23] Rétrospectif ~ Témozolomide + capécitabine & bévacizumab 25 32% 6 22*
Olsen, 2012, [24] Rétrospectif ~ Témozolomide 28 0% 24 3,5
Hentic, 2012, [21] Rétrospectif  Folfiri 19 31% 4 18*
Hadoux, 2013, [22] Rétrospectif ~ Folfox 21 29% 43 9,5
Sorbye, 2013, [5] Rétrospectif ~ Témozolomide ou taxotére 100 18% 3** 19*

* Survie globale calculée a partir du diagnostic de la maladie métastatique ; ** Survie sans progression calculée arbitrairement.
RO, réponse objective ; SSP, survie sans progression ; SG, survie globale.

les patients dont I'état général reste relativement conservé,
méme si aucun standard n’est établi en 2° ligne dans
les CNE-GEP. |l existe 5 études récentes, sur des
cohortes limitées de patients, publiées entre 2011 et
2013 (tableau 2). Trois schémas sont proposés (niveau de la
recommandation : avis d'experts dans le TNCD) : Folfiri [21]
ou Folfox/Capox [22] ou a base de témozolomide [23].
Dans les cancers bronchiques a petites cellules, le topotécan
dispose d’'une AMM en 2° ligne mais ne semble pas
efficace dans les CNE-GEP. Le Folfiri est I'association de
chimiothérapie la plus réalisée en France en 2° ligne
(résultats de la cohorte nationale sur 119 patients recevant
une 2° ligne de traitement, 59 ont recu du Folfiri [10]).
Cependant, les survies sans progression avec ces traitements
sont seulement de 3-4 mois [21-24]. Il est recommandé
d’inclure ces patients dans des essais cliniques de phase | en
I'absence d'essais thérapeutiques dédiés.

Autres traitements et thérapies ciblées

Il n"existe a ce jour aucune donnée documentant I'activité
antitumorale des analogues de la somatostatine, de
I'embolisation artérielle hépatique ou de la radiothérapie
vectorisée interne, utilisant les analogues de la somatosta-
tine comme vecteurs de radio-isotopes ('’’Lutetium et
Pyttrium), dans les CNE, contrairement aux TNE bien
différenciées.

Concernant les antiangiogéniques, les premiers résultats
de I'étude francaise sur les CNE-GEP, dont |'objectif
principal était d'identifier des facteurs moléculaires
prédictifs de réponse a un inhibiteur de tyrosine-kinases,
le sunitinib (NCT01215578), ont été rapportés en janvier
2016 (ASCO GI). Son activité semble relativement faible
(23 % de controle de la maladie) et surtout présent en cas
de tumeur avec un Ki67 < 47 %. Cette molécule pourrait
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aussi étre étudiée plus précocement, en entretien apres 6
cycles de cisplatine-étoposide, comme cela a été montré
dans les carcinomes pulmonaires. Le bévacizumab associé
a une chimiothérapie cytotoxique a montré des résultats
prometteurs dans les TNE bien différenciées (essai BETTER).
L'efficacité du bévacizumab a également été suggérée
chez des patients avec un CNE, mais jamais dans le cadre
d'une phase Il. Son association avec le Folfiri, qui est un des
schémas proposés en 2¢ ligne dans les CNE-GEP, est
efficace et bien tolérée dans le cancer colorectal
métastatique. Un essai de phase ll-randomisée (BEVANEC)
testant le Folfiri + bévacizumab apres échec d'une
premiere ligne platine-étoposide a obtenu un financement
public et devrait ouvrir en France en 2016.

Par ailleurs, une étude préclinique a démontré I'effet
antitumoral d'un inhibiteur de la voie mTOR, I"évérolimus,
dans un modele préclinique de CNE-GEP [25], mais aucun
résultat n’est actuellement disponible chez I'hnomme. Deux
études de phase Il testant I'évérolimus dans les CNE-GEP
sont en cours en Allemagne et en Europe du Nord, soit en
monothérapie  (NCT02113800), soit associé au
témozolomide chez des patients atteints d'un CNE-GEP
métastatiques, dont le Ki67 se situe entre 20 et 55 %
(NCT02248012).

Concernant les nouvelles molécules, des essais cliniques
utilisant des inhibiteurs de Bcl-2, de tyrosine kinase dans les
CNE pulmonaires n’ont malheureusement pas abouti a des
résultats concluants. Un essai associant un anti-CDK (le
roniciclib) a une chimiothérapie ciplatine-étoposide (6
cycles) puis poursuivi en monothérapie en entretien,
semblent montrer des résultats intéressants dans les

ake home messages

m Les carcinomes neuroendocrines digestifs sont rares,
le plus souvent symptomatiques au diagnostic.

m lIs sont dans plus de 80 % des cas découverts au
stade métastatique.

m La prise en charge thérapeutique repose sur une
chimiothérapie a base de sels de platine a réaliser en
urgence.

m Le principal diagnostic différentiel est représenté
par une tumeur neuroendocrine bien différenciée de
grade 3, dont le pronostic et la prise en charge sont tres
différents.

m L'arsenal thérapeutique pour les carcinomes
neuroendocrines gastro-entéropancréatiques reste tres
limité et I'activité de recherche clinique doit étre une
priorité.

carcinomes pulmonaires, les résultats de la phase Il
randomisée sont en attente. Enfin, I'immunothérapie avec
les anti-PD1 et PDL1, prometteuse dans les carcinomes
pulmonaires et les mélanomes, pourrait aussi avoir un
intérét dans les CNE-GEP d'autant plus que des résultats
préliminaires montrent une forte expression de PD1/PDL1
dans les CNE-GEP ou de primitif cutané (tumeur de Merkel)
dans lequel un essai de phase Il est en cours.

Liens d’intéréts : PF déclare n’avoir aucun lien d'intérét
en rapport avec cet article. CLB : honoraires recus de la
part d'lpsen, Novartis, Pfizer, Sanofi et Keocyt. TW :
honoraires recus de la part d'lpsen, Novartis, Pfizer, Celgen
et Keocyt. [ ]
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Abstract

Gastroenteropancreatic neuroendocrine carcinomas (GEP-NEC) are very aggressive type of cancer, for
which prognostic factors are lacking. We analysed clinical and histomorphological prognostic markers
of overall survival (OS), completed with a record of biological and haematological data of GEP-NEC
patients, diagnosed between December 2002 and December 2015. The median OS was 16 months (95%
Cl1 13.9-18.1). After univariate analysis, performance status (PS) >2 and stage IV were associated with
a worse outcome (9 months and 14 months, respectively), as well as patients with LDH and AST levels
>2 ULN (9 months and 8 months, respectively). After multivariate analysis, LDH and AST levels were
the only factors which remain statistically significant, associated with a better survival: HR of 0.36 (p
=0.04) and 0.31 (p=0.03), respectively. When patients had high LDH and AST levels, OS was 20
months, when they had high LDH or AST levels, 13 months and 8 months in groups of patients with
low LDH and AST levels (p <0.001). Therefore, biological data appeared to be more relevant prognostic
factors than usual factors described in other studies (PS, stage, Ki-67). Considering LDH and AST levels

at diagnosis could help physicians to predict survival and to stratify patients for clinical trials.



Introduction

Gastroenteropancreatic neuroendocrine carcinomas (GEP-NEC) represent less than 1% of
digestive cancers and 7 to 21% of neuroendocrine neoplasms . In the 2010 World Health Organisation
(WHO) classification, NEC are defined as poorly differentiated tumours, with small or large cells,
expressing neuroendocrine markers chromogranin A (CgA) and synaptophysin, and with a high

proliferative index (grade 3 with a Ki-67 > 20%).

NEC prognosis is poor, as patients usually present with metastatic disease at diagnosis (more
than 80% of patients) and because of the relative lack of effective therapy. The prognosis varies based
on disease stage at diagnosis. Indeed, based on Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)
data on 2546 patients with gastrointestinal NEC, Sorbye et al. evaluated that the median survival of
patients with localized disease was 38 months, of those with regional disease 16 months, and of those
with distant disease 5 months 2. To date, prognostic survival factors have been rarely explored in NEC.
Some authors have investigated biological data as prognostic factors in neuroendocrine tumour (NET)
and NEC patients, including lactate dehydrogenase (LDH) *4, CgA *4, neuron-specific enolase (NSE)?,
platelets, haemoglobin, white blood cell count, alkaline phosphatase (ALP), and C-reactive protein

(CRP) 3.

Several studies in other aggressive cancer types have described biological characteristics as
prognostic tools, such as LDH and ALP levels in small cell lung cancer 56 or neutrophil-to-lymphocyte
ratio (NLR) in biliary tract and gastric cancers "8, Recent studies have also reported the potential of
blood transcript analysis as predictive and prognostic marker of progression in well differentiated NET
910 put it was not studied in NEC patients. Moreover, molecular analysis, such as P53 and RB proteins
staining are probably promising in NEC **, but these analyses are not already available and validated for

survival prognosis in NEC.

In this context, we decided to conduct a retrospective study to evaluate usual relevant clinical
and histomorphological prognostic markers of overall survival in patients with NEC, completed with

biological and haematological data, which are convenient and directly available for the physician.



Results

Patient characteristics

A total of 109 patients referred to the Edouard Herriot hospital (Lyon, France) between 2002
and 2015 for GEP-NEC were identified. Nine patients were excluded because of: well-differentiated
NET (n=6) and unavailable medical file (n=3). Therefore, one hundred patients were included in the

study.

The median age at diagnosis was 64 years (mean 63 years, range 30-89 years) and 67% were
male. The most frequent primary tumour locations were: duodenum-pancreas (30%), colon-rectum
(26%), unknown location (24%), and oesophagus-stomach (15%). Symptoms at diagnosis were also
collected. Pain (57%) and weight loss (40%) were common features. Bowel disorders (20%), icterus
(13%), and mass syndrome (6%) were less frequently reported. Thirty-one percent had an Eastern
Cooperative Oncology Group Performance Status (ECOG-PS) > 2. Only 1 patient presented a
functioning tumour with ACTH secretion. The majority of patients had stage IV disease (81%),
according to the presence of at least 1 metastatic site. The most common metastatic sites were liver
(56%) and distant lymph nodes (50%). Somatostatin Receptor Scintigraphy (SRS) was performed in 24
patients (24% of the population), and it was positive in 48% of these; fluorodeoxyglucose positron
emission tomography (FDG-PET) was performed in 46 patients (46% of population) and was positive
in 91% of these. Primary tumour resection was performed in 28% of the population (Table 1), and 42%

of them presented a stage I-111 tumour.

Increased (> 2 ULN) levels of CgA were found in 41% of the 44 patients with data, increased
NSE was found in 59% of the 44 patients with data, and LDH in 29% of the 52 with data. Among the
15 patients with an elevated LDH level (Table 2), 60% presented liver metastasis. Median ALP level
was at the ULN. Increased AST levels were found in 19/61 of those with data (31%; Table 2), among
whom 89% had liver metastasis. Thirty percent of patients with liver metastasis had high AST level, and

only 4% patients without liver metastases had high AST level. The median values for complete blood



cell count and coagulation factors (fibrinogen, PT, aPTT) were normal, except for fibrinogen which was

near the ULN (Table 2).

Histological analysis was performed on primary tumour site (63%) or on metastatic site (36%).
Large cell NEC was the most prevalent morphology (59%). Synaptophysin staining was positive for
almost all patients with data (98%) and nearly three-quarters of CgA staining was positive for 92% with
data. The median level of Ki-67 index was 70% (20-100%). Necrosis status was recorded in 58 patients,

and 86% of them were positive (Table 3).

Overall survival and prognostic factors

The median (range) duration of follow-up was 13 (1-91) months and the median overall survival
(OS) was 16 months (95% CI 13.9-18.1; Figure 1a). After univariate analysis, the following clinical,
biological, and morphological factors were associated with shorter OS: ECOG-PS > 2, stage 1V disease
(Table 1), LDH > 2 ULN, and AST > 2 ULN (Table 2). The other factors investigated, such as
inflammation markers (low albumin level, high CRP level and high NLR ratio) were not prognostic
factors in the present study. Patients with a Ki-67 < 55% (median OS: 22 months; 95% CI 10.2-33.8)
had a longer overall survival than patients with a Ki-67 > 55% (median OS: 14 months; 95% CI 12.0-
16.0), but this difference was not significant (p=0.06) (Table 3). Primary tumour resection was
associated with better median OS (25 months, 95% CI 14.1-35.9), compared to non-resected patients,
(13 months, 95% CI 11.4-14.6; p=0.004) (Table 1), but was not included into the multivariate analysis
because this treatment is not a prognostic factor already presents at diagnosis. The resection of metastasis

had no impact on OS (Table 1).

For the multivariate analysis, we selected factors statistically significant after univariate
analysis, namely ECOG PS, stage, AST and LDH levels. As shown in Table 1 and Table 2, ECOG-PS
data was available for 64 patients, stage data for all patients, AST data for 61, and LDH data for 52
patients. The multivariate analysis was performed on 39 patients who had no missing values. However,
we compared median OS of patients with all data available (h=39) with patients who had at least one

missing data (n=61). The median OS for the 2 groups did not differ (15 (95% CI 11.9-18.1) versus 16



(95% CI 12.7-19.3) months, p=0.51). After Cox regression, we found that elevated LDH (HR 0.36, 95%
Cl 0.13-0.97; p=0.04) and AST (HR 0.31, 95% CI 0.11-0.91; p=0.03) levels were significantly
associated with better survival (Table 4, and Figure 1b and c). After stratification of patients on their
median OS, 3 groups of patients were clearly separated into prognosis groups. The OS was 20 months
(95% ClI 3.9-36.1) when neither AST nor LDH levels were above 2 ULN, 13 months (95% CI 7.6-18.4)
when AST or LDH level were above 2 ULN, and 8 months (95% CI 0.0-19.0) when AST and LDH were

above 2 ULN (p<0.001; Figure 2d).

Discussion

The aim of this study was to analyse in a GEP-NEC cohort several prognostic factors, including
a review of biological factors, in addition to other characteristics already observed at baseline in this
tumour type, namely clinical, morphological, and histological factors. Searching for additional
prognostic factors is essential in NEC, as clinicians are lacking tools to identify patients who may have
longer survival and therefore may benefit more than one line of treatment and/or inclusion in clinical

trials.

By multivariate analysis, when adjusted for other variables, including ECOG-PS and stage, AST
and LDH levels independently predicted the OS of patients with NEC. If confirmed by other studies,
stratification of patients based on AST and LDH levels could help physicians to predict survival and
separate patients into groups for clinical trials. In the present study, median OS for patients with high
AST and LDH levels, high AST or LDH levels, and low AST and LDH levels significantly differs from
each other. The NORDIC study, performed in 12 Nordic University Hospitals and 308 eligible patients
also demonstrated that elevated LDH level is a negative prognostic factors 3, as well as a study on 100
colorectal NEC performed in a single cancer centre in Texas 4. Both studies did not analysed all liver
enzymes, as we did in the present study. Therefore, this is the first report of an association between
elevated transaminase and poor prognosis. A high LDH level can be explained by the reliance of tumour
cells on increased glycolysis that results in increased lactate production instead of aerobic respiration in

the mitochondria, even under oxygen-sufficient conditions (a process also known as the Warburg effect)



15, As NEC positively respond to FDG-PET means that they consume high dose of glucose and therefore
produce more lactate than normal cells. Moreover, these tumours are poorly vascularized and highly
proliferative ¢, two factors that could promote hypoxia within tumours. These conditions (high
consumption of glucose and hypoxia environment) lead to higher LDH levels. More generally, high
LDH level is known to be a factor of poor prognosis in other cancers, such as lung '’ and breast cancer
18 and two other studies in NEC (pulmonary ° and colorectal #) also reported high LDH serum levels.
Among 61 patients with AST data at diagnosis available, 31% had AST > 2 ULN and they were
associated to poorer outcome in multivariate analysis. The rise of AST serum levels is, at least in part,
explained by liver involvement as the proportion of patients with high AST levels was 31% among those

with liver metastases versus 4% in those without liver metastases.

Very recently, one study performed on 149 pancreatic neuroendocrine neoplasms demonstrated
that CRP level is a new prognostic factor for survival 2°. This is, to date, the only study that analysed an
inflammatory marker as prognostic tool in neuroendocrine neoplasms. The CRP/albumin ratio is also a
prognostic factor for survival in small cell lung cancer 2. The NLR reflects immunity status of patients
and a high NLR is associated to poorer survival in biliary tract cancer ® and in gastric cancer ’. Based on
these studies, we analysed CRP, albumin and NLR levels in our NEC cohort. Neither CRP nor albumin

nor NLR levels were prognostic factors in our population.

Among histological characteristics, and accordingly to other studies, there was no difference
between small or large cell tumours in the present study 32224, The NORDIC study described the cut-
off of 55% for Ki-67 as a prognosis factor for NEC 3, we therefore analysed OS regarding this factor,
and patients with a Ki-67 above 55% did have a shorter OS, but this difference was not significant.
Primary tumour resection but not metastatic resection, was associated with better OS after univariate

analysis and remains an option for the treatment of local NEC.

The limitations of this study are the ones which inherently apply to population data which are
collected retrospectively. In addition, data were collected in a single institution. A lack of acute
information regarding the mitotic index conducts to the suppression of this parameter. This study was

performed on a small number of patients, due to the rarity of the disease and compared to other studies



performed in multiple institutions. Moreover, biological data are not available for all patients, which
decreases the power of the multivariate analysis. However, the median OS between the group of patients
with all data available and the group with at least one missing data was similar, which means that both

population are close, based on median OS analysis.

In conclusion, we here describe that patients could be stratify into 3 groups, thanks to
combination of 2 variables, LDH and AST levels, which can help physicians to predict survival and to
choose eligible patients for clinical trials. The results of this study have to be confirm with a prospective

study, ideally in a multicentre setting.

Patients and methods

Population

Patients with NEC were identified from our neuroendocrine registry (ENETS centre of
Excellence), including gastroenteropancreatic and unknown location of primary tumours, and diagnosed
between December 2002 and December 2015. The diagnosis of NEC was confirmed according to WHO
2010 classification with: i) a poorly differentiated carcinoma (small-cell or large-cell), ii) a grade 3
tumour (Ki-67 > 20 % and/or mitotic index > 20 mitotic count per 10 HPF (2 mm?2)), and iii)
immunohistochemical detection of at least two neuroendocrine markers including CgA and
synaptophysin 2. Our database is registered and local research ethics committee approved the study. All

patients signed an informed consent.

Clinical, morphological and histological data

The following clinical features were recorded for all patients at diagnosis: age, gender, and
presence or absence of symptoms within the 3 months before diagnosis of NEC. Weight loss was defined
as the occurrence of a > 5% decrease in weight within the 3 months before diagnosis. Morphological

data collected included primary and metastatic locations, TNM stage, number of metastatic sites, uptake



on somatostatin receptor scintigraphy (SRS, recorded as positive/negative) with indium-111-
pentetreotide, and uptake on F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography (FDG-PET,
recorded as positive/negative). Pathological data included cell size (small versus large), Ki-67 index,
and presence of necrosis. Immunohistochemistry of CgA and synaptophysin were recorded as positive
and negative. Evaluation of Ki-67 expression was performed in at least 2000 tumour cells, according to

the current recommendations for GEP neuroendocrine tumours 2.

Biological data

Biological data were collected as follows: serum plasma levels of chromogranin A (CgA, normal
< 98 ug/L), neuron-specific enolase (NSE, normal < 12.5 pg/L), lactate dehydrogenase (LDH), alkalin
phosphatase (ALP), alanin aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin,
albumin, C-reactive protein (CRP), fibrinogen, prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin
time (aPTT), haemoglobin (Hb), leukocytes, lymphocytes, neutrophils, and platelets. The neutrophils-
to-lymphocytes ratio (NLR) was calculated and was considered high if NLR > 3 7. CgA, NSE, and

LDH levels were considered high if they were twice above the upper limit of normal (ULN).

Statistical analysis

Categorical variables were expressed as percentages and continuous variables were expressed
as median with range. OS was calculated from the date of diagnosis to the date of death or last follow-
up. OS were assessed using Kaplan—Meier method and comparisons were performed using the log-rank
test. For continuous variables, the cut-off level chosen was their median value and we explored cut-offs
described in the literature for Ki-67 (55%) 3, CgA (2 ULN) 34, NSE (2 ULN) *, LDH (2 ULN) *# and
NLR (>3) 8. Only variables with a P value of < 0.05 according to univariate analysis were introduced
in the Cox model. Relative risks were expressed as hazard ratios (HRs) with 95% confidence intervals

(Cls). A P value of < 0.05 was considered statistically significant. The cut-off date for the final analysis



was 1 May 2016. All statistical analyses were performed using Statistical Package for Social Sciences

version 17.0 (SPSS, Chicago, IL, US).



References

1.

10.

Yao, J. C. et al. One hundred years after ‘carcinoid’: epidemiology of and prognostic factors for
neuroendocrine tumors in 35,825 cases in the United States. J. Clin. Oncol. 26, 3063-3072
(2008).

Sorbye, H., Strosberg, J., Baudin, E., Klimstra, D. S. & Yao, J. C. Gastroenteropancreatic high-
grade neuroendocrine carcinoma. Cancer 120, 2814-2823 (2014).

Sorbye, H. et al. Predictive and prognostic factors for treatment and survival in 305 patients with
advanced gastrointestinal neuroendocrine carcinoma (WHO G3): the NORDIC NEC study. Ann.
Oncol. 24, 152-160 (2013).

Walter T, Tougeron D, Baudin E, Le Malicot K, Lecomte T, Guigay J, Hentic O, Manfredi S,
Bonnet I, Guimbaud R et al. “Characteristics, prognosis and treatments of 294 patients with
poorly differentiated neuroendocrine carcinoma.” J. Clin. Oncol.

Hermes, A., Gatzemeier, U., Waschki, B. & Reck, M. Lactate dehydrogenase as prognostic factor
in limited and extensive disease stage small cell lung cancer - a retrospective single institution
analysis. Respir Med 104, 1937-1942 (2010).

Kang, E. J. et al. Prognostic Factors and Skeletal-Related Events in Patients with Small Cell Lung
Cancer with Bone Metastases at the Time of Diagnosis. Oncology 90, 103-111 (2016).

Grenader, T. et al. Prognostic value of neutrophil-to-lymphocyte ratio in advanced oesophago-
gastric cancer: exploratory analysis of the REAL-2 trial. Ann. Oncol. 27, 687-692 (2016).
McNamara, M. G. et al. Neutrophil/lymphocyte ratio as a prognostic factor in biliary tract cancer.
Eur. J. Cancer 50, 1581-1589 (2014).

Pavel, M. et al. NET Blood Transcript Analysis defines the Crossing of the Clinical Rubicon:
When Stable Disease becomes Progressive. Neuroendocrinology (2016). doi:10.1159/000446025
Modlin, I. M., Bodei, L. & Kidd, M. Neuroendocrine tumor biomarkers: From monoanalytes to
transcripts and algorithms. Best Practice & Research Clinical Endocrinology & Metabolism 30,

59-77 (2016).



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Yachida, S. et al. Small cell and large cell neuroendocrine carcinomas of the pancreas are
genetically similar and distinct from well-differentiated pancreatic neuroendocrine tumors. Am. J.
Surg. Pathol. 36, 173-184 (2012).

Baudin, E. et al. Neuron-specific enolase and chromogranin A as markers of neuroendocrine
tumours. Br. J. Cancer 78, 1102-1107 (1998).

Rindi, G. et al. TNM staging of foregut (neuro)endocrine tumors: a consensus proposal including
a grading system. Virchows Arch. 449, 395401 (2006).

Conte, B. et al. High-Grade Neuroendocrine Colorectal Carcinomas: A Retrospective Study of
100 Patients. Clin Colorectal Cancer 15, e1-7 (2016).

Warburg, O. On the Origin of Cancer Cells. Science 123, 309-314 (1956).

Cros, J. & Couvelard, A. Contribution of angiogenesis and rationale for use of targeted therapies
in digestive neuroendocrine tumours. Cancéro dig. 4, 76-82 (2012).

Zhang, X. et al. Prognostic significance of serum LDH in small cell lung cancer: A systematic
review with meta-analysis. Cancer Biomark 16, 415-423 (2016).

Agrawal, A., Gandhe, M. B., Gupta, D. & Reddy, M. V. R. Preliminary Study on Serum Lactate
Dehydrogenase (LDH)-Prognostic Biomarker in Carcinoma Breast. J Clin Diagn Res 10, BCO6-
08 (2016).

lyoda, A. et al. Clinical characterization of pulmonary large cell neuroendocrine carcinoma and
large cell carcinoma with neuroendocrine morphology. Cancer 91, 1992-2000 (2001).

Wiese, D. et al. C-Reactive Protein as a New Prognostic Factor for Survival in Patients With
Pancreatic Neuroendocrine Neoplasia. J. Clin. Endocrinol. Metab. 101, 937-944 (2016).

Zhou, T. et al. Ratio of C-Reactive Protein/Albumin is An Inflammatory Prognostic Score for
Predicting Overall Survival of Patients with Small-cell Lung Cancer. Sci Rep 5, 10481 (2015).
Shia, J. et al. Is nonsmall cell type high-grade neuroendocrine carcinoma of the tubular
gastrointestinal tract a distinct disease entity? Am. J. Surg. Pathol. 32, 719-731 (2008).

Maru, D. M. et al. Retrospective study of clinicopathologic features and prognosis of high-grade

neuroendocrine carcinoma of the esophagus. Am. J. Surg. Pathol. 32, 1404-1411 (2008).



24. Bernick, P. E. et al. Neuroendocrine carcinomas of the colon and rectum. Dis. Colon Rectum 47,

163-169 (2004).

Acknowledgements

We thank Dr Philip Robinson (DRCI, Hospices Civils de Lyon) for help in manuscript preparation.

Author contributions statements

Conception and design: PF, TW; collection and assembly of data: PF, TW, CL, PR, VH; data analysis,

interpretation and manuscript writing: PF, TW; and final approval for the manuscript: all authors.

Declaration of interests

The authors declare that there is no conflict of interest that could be perceived as prejudicing the

impartiality of the research reported.

Competing Financial Interests statement

This research did not receive any specific grant from any funding agency in the public, commercial or

not-for-profit sector.

Figure legends

Figure 1: Overall survival (OS) among the population with GEP-NEC (a), and according to serum AST

(b), serum LDH (c) levels, and combining AST and LDH (d).

Tables



Table 1: Clinical data and univariate analysis of overall survival.

Median OS, months

n (%) (95% CI) P value
All patients 100 (100) 16 (13.9-18.1) -
Age at diagnosis (years) ¢ 64 (30-89) - 0.26
Gender: male 67 (67) - 0.74
Primary tumour location (n=100) 0.88
Unknown 24 (24) 15(11.9-18.1)
Oesophagus 4(4) 16 (0.0-38.5)
Stomach 11 (11) 16 (3.6-28.4)
Duodenum 7(7) 14 (0.0-28.4)
Pancreas 23 (23) 19 (12.3-25.7)
Jejunum 1) 11 (5)
Colon 10 (10) 12 (3.2-20.8)
Rectum 16 (16) 16 (3.5-28.5)
Anal canal 2(2) 18 (-)
Other ® 2(2) 16 (11.7-20.3)
Clinical symptoms at diagnosis (n=89)
Pain 51 (57) - 0.96
Weight loss 36 (40) - 0.52
Bowel disorders 18 (20) - 0.41
Icterus 12 (13) - 0.16
Mass syndrome 5 (6) - 0.76
ECOS'ZPS (n=64) 44 (69) 18 (14.0-22.0) 0.02
5 20 (31) 9 (7.0-11.0)
Functioning tumours (n=94) 1, ACTH (1) - 0.23
Stage (n=100) 0.02
I-111 19 (19) 25 (9.9-40.1)
vV 81 (81) 14 (11.5-16.5)
Number of metastatic sites (n=100) 0.11
0 19 (19) 25 (9.9-40.1)
1 42 (42) 14 (12.4-15.6)
2 22 (22) 12 (0.0-25.4)
>2 17 (17) 12 (8.5-15.5)
Location of metastatic sites (n=100)
Liver 56 (56) - 0.11
Lymph nodes 50 (50) - 0.71
Bone 11 (11) - 0.99
Lung 11 (11) - 0.18
Peritoneal 6 (6) - 0.47
Adrenal gland 4(4) - 0.64
Brain 4(4) - 0.28
Other © 7() - 0.88
Nuclear imaging
SRS uptake (n=24) 11 (48) - 0.11
FDG-PET uptake (n=46) 42 (91) - 0.33
Primary tumour resection (n=100) 0.004
Yes 28 (28) 25 (14.1-35.9)
No 72 (72) 13 (11.4-14.6)
Metastasis resection (n=100) 0.32
Yes 11 (12) 27 (8.5-45.5)

No 89 (89) 15 (12.6-17.4)




Abbreviations: ACTH, Adrenocorticotropic hormone; Cl, confidance interval, ECOG-PS, Eastern
Cooperative Oncology Group Performance status; FDG-PET, fluorodeoxyglucose positron emission
tomography; OS, overall survival;, SRS, Somatostatin receptor scintigraphy; Notes: ®Median (range);
Other primary tumor sites: appendix (1), gallbladder (1); Other locations of metastasis: kidney (1),
muscle (1), cutaneous (2), pancreas (3), thyroid gland (1), breast (1), ovary (1).



Table 2: Biological data and univariate analysis of overall survival (patients were separated on the

median value of each marker).

. Median OS,
Median (range) months (95% Cl) P value

CgA, pg/L (n=44) 156.5 (20.0-11192.0) - 0.64
CgA<2ULN® 26 (59) 16 (14.1-17.9) 0.85
CgA>2ULN? 18 (41) 14 (9.4-18.6)

NSE, pg/L (n=44) 34.1 (6.6-956.1) 0.12
NSE<2ULN? 18 (41) 17 (13.6-20.4) 0.13
NSE>2 ULN? 26 (59) 13 (8.1-17.9)

LDH, IU/L (n=52) 338 (130-2722) - 0.33
LDH<2ULN? 37 (71) 19 (13.4-24.6) <0.001
LDH>2 ULN? 15 (29) 9 (8.0-10.0)

ALP, IU/L (n=59) 141 (30-2362) - 0.64

ALT, IU/L (n=58) 29 (6-487) - 0.55

AST, IU/L (n=61) 29.5 (7.0-376.0) - 0.58
AST <2 ULN? 42 (69) 18 (13.1-22.9) 0.001
AST>2 ULN? 19 (31) 8 (0.9-15.1)

Total bilirubin, pumol/L (n=58) 9.5 (2.0-493.0) - 0.74

Albumin, g/L (n=52) 37.9 (20.3-45.0) - 0.58

CRP, mg/L (n=53) 18.9 (0.6-224.5) - 0.29

Fibrinogen, g/L (n=53) 45 (1.9-7.4) - 0.24

PT, % (n=55) 96 (20-111) - 0.29

aPTT, ratio (n=47) 1.0 (0.8-3.9) - 0.87

Hb, g/L (n=63) 126.0 (49.1-159.0) - 0.86

Leukocytes, G/L (n=63) 7.4 (2.1-27.2) - 0.66

Lymphocytes, G/L (n=61) 1.5 (0.5-6.0) - 0.10

Neutrophils, G/L (n=61) 5.5 (0.4-23.9) - 0.85

Neutrophil/Lymphocyte ratio (n=61) 3.6 (0.2-21.7) - 0.16
NLR<3? 23 (38) 16 (8.0-24.0) 0.35
NLR>3? 38 (62) 16 (13.5-18.5)

Platelets, G/L (n=63) 273 (81-816) 0.85

Abbreviations: aPTT, activated partial thromboplastin time; AST, aspartate aminotransferase; ALP,
alkaline phosphatase; ALT, alanin aminotransferase; CgA, chromogranin A; Cl, confidence interval,
CRP, C-reactive protein; Hb, hemoglobin; LDH, lactate dehydrogenase; NLR, neutrophil-to-
lymphocyte ratio; NSE, Neuron-specific enolase; OS, overall survival; PT, prothrombin time, ULN,
upper limit of normal; Notes: @ n (%)



Table 3: Histological data and univariate analysis of overall survival.

Median OS, months

n (%) (95% CI) P value
Morphological size (n=82) 0.79
Small cell 34 (41) 16 (8.5-23.5)
Large cell 48 (59) 15 (13.0-17.0)

Synaptophysin staining (n=81) 0.12
Positive 79 (98) 16 (13.5-18.5)
Negative 2(2) 6 (-)

CgA staining (n=92) 0.97
Positive 66 (72) 16 (12.8-19.2)
Negative 26 (28) 13 (10.6-15.4)

Ki-67 (n=89) @ 70 (20-100) - 0.58
< 55% 23 (26) 22 (10.2-33.8) 0.06
>55% 66 (74) 14 (12.0-16.0)

Presence of necrosis (n=58) 0.08

Yes 50 (86) 14 (11.0-17.0)
No 8 (14) Not reached

Abbreviations: CgA, chromogranin A; Cl, confidence interval; OS, overall survival; Notes: * Median
(range)



Table 4: Multivariate Cox regression analysis of the prognosis factors in patients with GEP-NEC.

Hazard ratio (95% CI) P value
ECOG-PS,<2vs.>2 0.82 (0.22-3.06) 0.77
Stage, I-1llvs. IV 0.75 (0.25-2.27) 0.62
LDH, <2 ULN vs. >2 ULN 0.36 (0.13-0.97) 0.04
AST,<2ULNvs. >2 ULN 0.31 (0.11-0.91) 0.03

Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; CIl, confidence interval; ECOG-PS, Eastern
Cooperative Oncology Group Performance status; LDH, lactate dehydrogenase; ULN, upper limit of

normal
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CONCLUSIONS

MEMOIRE SOUTENU PAR M'¢ Patricia FREIS

Les carcinomes neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques (CNE-GEP) sont des tumeurs rares,
représentant moins de 1% des cancers de la sphére digestive et 7 4 21% des néoplasmes
neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques. Ils se caractérisent par un haut degré de prolifération
(Ki-67 > 20%), les rendant trés agressifs, et une morphologie peu différenciée. Le pronostic des CNE-
GEP est trés péjoratif, avec, selon les études, des médianes de survie de 4 2 6 mois pour les stades
avancés (métastatiques) sans traitement, et allant jusque 6 & 19 mois pour les patients recevant la
chimiothérapie conventionnelle de 1** ligne, 4 base de sels de platine et d’étoposide. Seules quelques
¢tudes ont permis de décrire différents facteurs pronostiques des CNE-GEP. On distingue les facteurs
de mauvais pronostiques cliniques, comme le stade avancé de la maladie, la présence d’un
performance status élevé au diagnostic, et le site de la tumeur primaire. Quelques facteurs
histomorphologiques, comme le Ki-67 < 55% et la présence d’un marquage positif pour la
chromogranine A et la synaptophysine sont de bon pronostic. Dernidrement, des facteurs biologiques
comme un taux de LDH ¢€levé, ou la présence d’une thrombocytose au diagnostic se sont révélés étre
de mauvais pronostic pour le patient atteints de CNE GEP. Les facteurs tels que la présence de
transcrits sanguins ou de cellules tumorales circulantes ont été étudiés, mais seulement dans les TNE-
GEP.

Notre objectif était d’analyser, de maniére la plus compléte possible, I’ensembile des caractéristiques
cliniques, histomorphologiques et biologiques de patients atteints de CNE GEP, afin de déterminer
de nouveaux facteurs pronostiques. Par la suite, nous souhaitions également analyser différents

facteurs moléculaires.

Dans cette étude, nous avons analysé de fagon rétrospective 100 patients atteints de CNE-GEP,
diagnostiqués entre 2002 et 2015. Ces patients étaient 4gés de 64 (30-89) ans au diagnostic, et 67%
¢taient des hommes. Aprés le recueil des données, nous avons procédé a ’analyse statistique. Le
temps médian de suivi était de 13 (1-91) mois et la médiane de survie s’élevait 4 16 mois (IC 95%
13.9-18.1). Aprés analyse univarie, la présence d’un ECOG-PS > 2, la présence d’un stade TV,
I"absence de résection de la tumeur primaire, le taux de LDH et/ou d’ASAT supérieur a 2 fois la

valeur limite normale supérieure étaient des facteurs de mauvais pronostic pour le patient. Nous



n’avons pas inclus la résection de Ia tumeur primaire pour la suite de 1’analyse car il ne s’agit pas
d’un facteur présent au diagnostic, mais d’une action 4 but curatif. Les taux de LDH et/ou d’ASAT
supérieurs a 2 fois la valeur limite normale supérieure restaient significativement associés 3 un
mauvais pronostic aprés I’analyse multivariée avec un HR de 0,36 (IC 95% 0,13-0,97, p=0,04) pour
le taux de LDH et 0,31 (CI 95% 0,11-0,91, p=0.03) pour le taux d’ASAT. Ainsi, nous avons pu
séparer les patients en 3 catégories : taux de LDH et d’ASAT élevés, taux de LDH ou d’ASAT élevés
et taux de LDH et d’ASAT normaux, dont les médianes de survie étaient significativement
différentes. En tenant compte des taux de LDH et d’ASAT au diagnostic, il est donc possible

d’évaluer le pronostic du patient.

En conclusion, nous avons identifié les facteurs pronostiques sur une cohorte de patients atteints de
CNE-GEDP, et caractérisé |'importance de tenir compte de facteurs biologiques comme le taux de LDH
ct d’ASAT. Il convient de confirmer ces résultats sur une plus grande cohorte de patients, idéalement
au niveau national voire européen. Néanmoins, ces résultats démontrent 1’intérét d’évaluer les
facteurs biologiques au diagnostic, tels que le taux de LDH et d’ASAT, afin d’aider I’équipe médicale
a choisir au mieux le traitement et les soins & prodiguer au patient lors des réunions de concertations

pluridisciplinaires spécialisées (RENATEN).
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RESUME

Les carcinomes neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques (CNE-GEP) sont des tumeurs
rares, représentant moins de 1% des cancers de la sphere digestive et 7-21% des néoplasmes
neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques. lls se caractérisent par un haut degré de prolifération
(Ki-67 > 20%), les rendant trés agressifs, et une morphologie peu différenciée. Le pronostic des
CNE-GEP est tres péjoratif, avec, selon les études, des médianes de survie de 4 a 6 mois pour les
stades avancés (métastatiques) sans traitement, et allant jusque 6 & 19 mois pour les patients traités.
Seules quelques études ont permis de décrire différents facteurs pronostiques des CNE-GEP.

Notre objectif était d’analyser, de manic¢re la plus compléte possible, I’ensemble des
caractéristiques cliniques, histomorphologiques et biologiques de patients atteints de CNE GEP, afin
de déterminer de nouveaux facteurs pronostiques. Par la suite, nous souhaitions également analyser
différents facteurs moléculaires.

Dans cette étude, nous avons analyses de facon rétrospective 100 patients atteints de CNE-
GEP, diagnostiqués entre 2002 et 2015. Apres analyse univariée, la présence d’'un ECOG-PS > 2, la
présence d’un stade IV, I’absence de résection de la tumeur primaire, le taux de LDH et/ou d’ASAT
supérieur a 2 fois la valeur limite normale supérieure étaient des facteurs de mauvais pronostic pour
le patient. Les taux de LDH et/ou d’ASAT supérieurs a 2 fois la valeur limite normale supérieure
restaient significativement associés a un mauvais pronostic apres I’analyse multivariée. En tenant
compte des taux de LDH et d’ASAT au diagnostic, il est donc possible d’évaluer le pronostic du
patient.

Il convient de confirmer ces résultats sur une plus grande cohorte de patients, idéalement au
niveau national voire européen. Néanmoins, ces résultats démontrent 1’intérét d’évaluer les facteurs
biologiques au diagnostic, tels que le taux de LDH et d’ASAT, afin d’aider 1’équipe médicale a
choisir au mieux le traitement et les soins a prodiguer au patient lors des réunions de concertations
pluridisciplinaires spécialisées (RENATEN).
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