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Liste des tables et figures

Tableau 1 : Liste des travaux avec les différents seuils de ratio neutrophiles sur
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l. Introduction

Les tumeurs neuroendocrines pancréatiques (TNEp) sont des tumeurs rares (1).
Ces tumeurs ne concernent que 1 a 3% de toutes les tumeurs pancréatiques, avec en
chef de file I'adénocarcinome pancréatique classique (2). Selon la derniére
classification de 'OMS de 2017, les TNEp se classent selon leur différenciation et
lindex de prolifération définie par le pourcentage de Ki67. Ainsi les tumeurs
neuroendocrines (TNE) sont des tumeurs bien différenciées de grade 1 a 3, alors que
les carcinomes neuroendocrines (CNE) sont des tumeurs peu différenciées de grade
3 (Ki67>20%) (3) . La survie a 5 ans pour les TNEp, tous stades confondus, est
estimée a 50%, avec une médiane de survie a 60 mois (1). Si le pronostic demeure
sombre a court terme pour les carcinomes, l'histoire naturelle des tumeurs bien
différenciées est plutdt indolente. Dans I'objectif de proposer un suivi et une prise en
charge optimale, il est ainsi indispensable d’identifier des biomarqueurs de mauvais
pronostic (4). De plus, par manque de symptomes spécifiques, le diagnostic de ces
tumeurs se fait au stade métastatique dans 42-72% des cas (5,6). Il est donc important
de comprendre les mécanismes moléculaires associés a I'évolution métastatique.

De nombreuses données commencent a émerger sur limportance de
microenvironnement tumoral (MET) dans I'évolution de la pathologie oncologique.
C’est le cas du ratio des neutrophiles sur lymphocytes (RNL) décrit comme un
biomarqueur accessible reflétant I'immunité de I'héte vis-a-vis de la tumeur (7).

Dans I'article qui suit, nous avons conduit une étude rétrospective portant sur les
patients atteints d’'une TNEp bien différenciée, pris en charge dans la région d’Alsace
sur une période allant du 01/01/2008 au 01/01/2019. L’objectif primaire de cette étude

était d’évaluer la valeur pronostique du RNL, puis dans un second temps, d’analyser
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les données publiqguement disponibles de séquengage d’ARN des tumeurs primitives

et des métastases afin d’évaluer le microenvironnement tumoral (8,9).

Il. Etude bibliographique

Le grade tumoral est le facteur pronostic principalement décrit dans les tumeurs
et carcinomes neuroendocrines. En effet, les patients atteints d’'un carcinome ou de
tumeurs neuroendocrines de grade 3 ont une survie globale plus péjorative que ceux
atteints d’'une TNEp de grade 1 ou 2 (1).

Plusieurs études se sont intéressées au risque de rechute aprés un traitement
curatif chirurgical. Les facteurs de risque de rechute identifiés et décrits sont ceux de
la classification TNM, a savoir, une taille classant la tumeur en T3 ou T4, I'atteinte
ganglionnaire (N1) et l'index de prolifération élevé (10-14).

En ce qui concerne les facteurs pronostiques de survie, en plus du grade de la
tumeur, c’est I'extension de l'atteinte métastatique et de la présence des symptdémes
qui ont été décrits comme associé a la survie globale (3).

Ces derniéres années, des altérations moléculaires ont été rapportées comme
étant des facteurs pronostiques de la survie, notamment la perte de DAXX et de ATRX,
qui sont bien décrits comme facteurs pronostiques dans les tumeurs bien différenciées
(15-17).

Le ratio des neutrophiles sur lymphocytes, décrit pour plusieurs pathologies

oncologiques, apparait comme facteur pronostique accessible.
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a. Ratio des neutrophiles sur lymphocytes dans les tumeurs
solides et les tumeurs neuroendocrines pancréatiques

1. RNL dans les tumeurs solides

Le RNL est défini comme étant le rapport entre le compte absolu des neutrophiles
divisé par le compte absolu des lymphocytes obtenus aprés la réalisation d’une
formule sanguine sur une prise de sang périphérique. Il est donc considéré comme un
biomarqueur accessible et peu invasif. Son réle pronostique a été évalué dans de
nombreuses pathologies, dont les cancers solides (18,19).

Dans une méta-analyse réalisée en 2014 par Templeton et ses collegues, les
auteurs se sont intéressés a I'étude de la valeur pronostique du RNL dans tout type
de tumeurs solides (20). Il est important de noter que seulement 26% des études
recensées dans cette méta-analyse sont des études prospectives. La valeur
pronostique de RNL a donc essentiellement été évaluée dans le cadre d’études
rétrospectives. Néanmoins, le critére principal d’évaluation est la survie globale (SG)
dans 79% des cas recensés. Les auteurs ont défini une valeur seuil du RNL>4 comme
étant un facteur pronostique de la survie sans progression (SSP), mais également pour

la survie globale avec un Hazard Ratio =1,63 (IC 95%= 1,39-1,91) (20).

2. RNL dans les tumeurs neuroendocrines pancréatiques

Plusieurs équipes se sont intéressées a évaluer le RNL dans les tumeurs et
carcinomes neuroendocrines. Néanmoins, toutes avaient des populations
hétérogénes, incluant notamment les carcinomes de grade 3 et des patients opérés
dans des pays asiatiques (21-27). Une seule étude a évalué le RNL en prospectif,

dans une étude monocentrique et sans cohorte externe de validation (25).
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Différents seuils de RNL, variant de 1,4 a 3,7, ont été proposés dans chacune de
ces études, définis essentiellement par une courbe ROC. Un résumé dans

caractéristiques de différentes études sont résumées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Liste des études évaluant la valeur pronostique des ratios neutrophiles sur lymphocytes dans les tumeurs
neuroendocrines pancréatiques

Nombre de patients Seuil

Parametres pour multivarié en plus du

Article Population Remargues  Type d'étude Nombre de patients : G1,G2,G3 stade IV RNL Critéres  NLR Parametres correlés avec NLR

cohorte retrospective, tumor size, adjuvant somatostatine,
Panni 2019 TNEpopérés americaine  multicentriqgue  620: 305(64%),152{32%),20(4,2%) 83 (14%) 37 RFS, 08  adjuvant radiotherapy, grade -

Ki67, grade, atteinte ganglionnaire,

Harimoto coharte retrospective grade, métastases hépatiques opérés  envahissment lymphatique te nerveux,
2019 TNEp opérés japonaise multicenrigue 95 :94 G1-G2 (95,8%) 4 G3 (4,2%) au moins 2 3,41 RFS d'emblée CD163

cohorte retrospective taille, grade, métastases hépatiques
Arima 2017 TNEpopérés [aponaise monocentrique  58: 46 (79,3%), 9(15,5%), 3(5,2%) 0 24 RFS, 0S8  tumor size métachrones

cohorte retrospective pour metastatses ganglionnaires: T, T3/T4, grade 3, thromus
Tong 2017  TNEp opérés chinoise monocentrique 95 : 52(55%), 32(34%), 11(12%) 15 (16%) L4 RFS, LN+ grade tumaral,envahissement ganglionnaire
Gaitanidis TNEp opérés cohorte prospective
2017 et non americaine  monocentrique 97 : 63 non opérés, 34 opérés ; 2 G3 28 (29,9%) 23 PFS métastases taille tumorale

retrospective Stade llI-IV : 23

Zhou B 2017 TNEp opérés cohort chinoisemonocentrique 172 : 149 G1-G2 (86,6%), 23 G3 ( 13,4%) (13,4%) 2,31 0S,DFS grade, stade, RO, envahissement nerveux grade, stade, localisation tumorale, AKT, R(_‘.i

coharte retrospective .
Luo 2016  TNEp chinoise monocentrique 165 : 63(46%), 58(43%), 15(11%) Stade |II-1V: 58 (35%) 2.4 0s stade LIl vs lILIV; G3° tallle, TNM, grade




Plus récemment, I'équipe du groupe espagnol du registre des tumeurs
neuroendocrines et endocrines (R-GETNE) a publié un score pronostique composite
prédisant la survie sans progression dans les tumeurs neuroendocrines gastro-
intestinales, en cours de traitement par des analogues de la somatostatine (28). Ce
score pronostique, accessible en ligne, intégre le RNL. De facon intéressante, en
observant I'évolution de la valeur pronostique dans le temps du Ki67 et du RNL, les
auteurs ont pu constater que le RNL ne suivait pas une décroissance linéaire au fil du
temps, contrairement au KiG7.

Le RNL peut étre considéré comme un biomarqueur reflétant I'inflammation
systémique liée au cancer. L'importance de I'inflammation dans 'oncogenése a bien
été montrée, tout comme son intervention dans I'angiogenése ou l'immunité pro-

tumorale (29,30).

b. Les implications des neutrophiles associés a la tumeur et le
cancer

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont des cellules immunitaires, issues de
la maturation des progénitures de la lignée myeéloides. lls représentent la population
de globules blancs la plus nombreuse présente dans le sang périphérique (31). De
fagcon générale, le réle primaire des neutrophiles a été décrit dans la lutte contre les
infections bactériennes. Néanmoins, les recherches récentes ont pu monter
importance de ces grandes cellules polylobulées dans d’autres processus
inflammatoires comme le cancer (32). Silvestre-Roig et ses co-auteurs ont récemment
décrit différents types de PNN au niveau du sang normal, du sang de patients atteints

de tumeurs, mais aussi au niveau du microenvironnement tumoral (Figure 2).
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L’implication de ces neutrophiles semble majeure dans les différentes situations

physiologiques et pathologiques de I'organisme humain et leurs homologues murins.

A. Normal, sang

B. Cancer, sang

Abréviations:
@ @ @ @ @ @ NDNs : neutrophiles de densité normale
OLFM4 : Olfactomedine 4, protéine membranaire

CXCR4 : = CD184, récepteur membranaire a la
chemokine CXCL12
VEGFR1 : récepteur membranaire, Vascular

endothelial growth factor receptor 1

TCRap : récepteur ap des cellules T

LDNs: neutrophiles de densité diminuée

TANS H LA-D R+APC ""l i ke PMN- MDSCs :cellules myéloides suppressives
hYbrid AN S polymorphonuciées

TANSs : neutrophiles associés a la tumeur (NAT)

C. Cancer, tumeur

ey HLA-DR+APC- like hybrid TANs: NAT avec
e o, | antigéne des leucocytes humains d'isotype DR
CQ et avec activité de présentation d'antigéne

Figure 1: Présentation des différents types de neutrophiles identifiables dans le sang périphérique
humain en l'absence de maladie (A), dans le sang périphérique humain en cas de cancer (B) et dans
les tissus tumoraux humains (C) Avec la liste des abréviations spécifiques a la figure. D’apres Silvestre-
Roig et al., Cell, 2019.

On peut donc imaginer que les PNN circulants peuvent également refléter le
microenvironnement tumoral. L’étude des neutrophiles associés a la tumeur (NAT) a
permis d’identifier deux populations de neutrophiles selon leur réle dans
'oncogenése : N1 ou antitumoraux et N2 ou protumoraux (33). Selon le contexte
cytokinique, la position de « niche » des neutrophiles suit un switch immunologique
leur permettant de passer d’'un phénotype vers un autre (34). Ainsi, il a été décrit que
le TGFB disponible dans le milieu tumoral peut favoriser le switch des TAN de N1 vers
N2. Les autres lignes cellulaires comme les macrophages, les lymphocytes T
cytotoxiques et méme les fibroblastes n’échappent pas aux influences cytokiniques et

ainsi dans leur role dans la lutte antitumorale.
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Figure 2: Schématisation du switch immunosuppressif dans les tumeurs. Grdce a un switch
immunosuppressive, définie par la libération des facteurs et des cytokines comme le TGFg, les
neutrophiles vont intervenir passer de statut N1 vers N2. Ceci provoquera une croissance anarchique
et une tolérance vis-a-vis les traitements aux effets secondaires rares, mais grace, avec risque de
déces. D’apres Zvi Granot and Zvi G. Fridlender, Cancer Research, 2015.
Abréviations : EC : cellules endothéliales, P : M1 : macrophages de type 1, N1 : neutrophiles de type
1, F : fibroblastes, Th1 : lymphocytes Th1, DC : cellules dendritiques, N2 : neutrophiles de type 2, M2

macrophages de type 2, Treg : lymphocytes T régulateurs, Th2 : lymphocytes Th2 , MDSC : cellules
myeéloides suppressives, CAF : fibroblastes associés a la tumeur.

Les mécanismes d’action des NAT sont nombreux. Pour en citer quelques-unes,
les NAT ont un réle dans I'immunosuppression par la réduction de I'abondance des
lymphocytes CD8+ via le TNFa et le monoxyde d’azote (NO) (7). Ces facteurs sont
également des acteurs impliqués dans I'angiogenése, via la production de VEGF (35).

La figure 3 résume les différents fronts d’action et partenaires des NAT.
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Figure 3 : Présentation schématique des interventions tumeurs spécifiques des neutrophiles. D’aprés
Liang et al. Cancer Immunology Research, 2016

Abréviations : G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor, IL17 : interleukine 17, ELA2:
neutrophile elastase, OSM : oncostatin M, ECM : matrice extracellulaire, MMPs : métalloprotéases,
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor, Bv8 : Bombina variagata peptide 8, TGF£ : Tumor Growth
Factor b, CCL2 : CC chemokine ligand 2, ARG1 : arginase, ROS : radicaux libres, CCL17 : CC
chemokine ligand 17

En plus de se différencier en N1 et N2, les neutrophiles peuvent avoir des
positions intratumorales différentes. Les NAT stromaux ou périphériques et
intratumoraux auraient probablement des fonctions différentes. En effet, les NAT
intratumoraux ont été décrits comme facteurs de mauvais pronostic dans le carcinome
rénal a cellules claires, les mélanomes ou encore tout récemment dans les TNEp bien
différenciées (33,36). L’étude des NAT n’est pas aisée, car en IHC tout comme en
transcriptome, aucun marqueur n’est spécifique des phénotypes de N1 ou N2. Ainsi,
les signatures de N1 et de N2 ont essentiellement été décrites dans les souris. Chez
I’'homme, nous pouvons citer les ligands aux cytokines 2 et 17 (CCL2 et CCL17). Ces
marqueurs étant membranaires et extracellulaires, l'utilisation des techniques de

'immunohistochimie (IHC) convient a leur exploration.
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De fagon générale, I'étude du microenvironnement tumoral s’est souvent basée
sur les données de I'IHC. Relativement accessible, a condition d’avoir les bons
anticorps, I'lHC permet la visualisation de la répartition des cellules au sein de la
tumeur. L’équipe de Milione et de ses colléegues a effectué un travail testant de
nombreux marqueurs de I'inflammation systémique et des cellules immunitaires (CD3,
CD4, CD8, PD-1, PD-L1, HLA-l, HLA-DR, COX-2, pS6, B-caténine, NGFR, a-SMA,
CD31) en IHC dans les tumeurs et les carcinomes neuroendocrines gastro-
pancréatiques. Leur étude avait permis de montrer que la signature immuno-
inflammatoire des carcinomes est différente de celle des tumeurs bien différenciées
(37).

Avec l'arrivée des techniques de séquencgage de nouvelle génération, I'étude du
microenvironnement tumorale est désormais possible grace a l'analyse du
transcriptome. La déconvolution non supervisée de ces données transcriptomiques
permets méme d’établir des classifications des tumeurs en fonction de leur
microenvironnement tumoral. Dans ce ftravail, nous avons eu recours au
Microenvironment Cell Populations-counter (MCP-Counter), un algorithme décrit par
'équipe du Pr. Fridman (9). Cette méthode permet d’inférer la distribution de huit
populations immunes (neutrophiles, cellules myéloides dendritiques, monocytes,
cellules B, cellules NK, lymphocytes cytotoxiques, lymphocytes T CD8+, lymphocytes
T) et de deux populations de cellules stromales (cellules endothéliales et fibroblastes)

a partir des données du transcriptome.

c. La place du complément dans le microenvironnement tumoral
et ses interactions avec la tumeur

Les neutrophiles expriment a leurs surfaces des récepteurs aux différents

composants de la voie du complément. La voie du complément est une cascade de
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protéines s’activant par différents stimuli dont I'objectif est de participer a la défense
de l'organisme contre des agressions comme les infections. Il existe 3 fagons de
déclenchement de l'activation de la voie du complément : la voie classique, la voie de
lectine et la voie alternative, présentées dans la Figure 4 (38). A noter que les 3 voies
d’activation du complément convergent vers C3 et C5. Camous et son équipe ont pu
montrer une boucle d’activation des neutrophiles via la voie alternative du complément
(39). En effet, en activant la voie alternative de complément, les fragments de C5 se
forment, et c’est surtout la déposition de C5a et C5b-9 qui va activer davantage les
neutrophiles, notamment en augmentant a leur surface la présence des CD11b. De
fagon général, tout le microenvironnement tumoral est sensible aux différentes
molécules du complément, participant ainsi dans des phénoménes de
'angiogenése et de la promotion des métastases (40). Actuellement en France et dans

d’autres centres internationaux, un essai de phase | évalue la tolérance d’'un anticorps
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anti-C5aR en combinaison avec anti-PDL1 dans un large spectre des tumeurs solides

avancées (NCT03665129).
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Figure 4 : Schématisation des trois voies d’activation du complément. L’activation du complément peut
passer par trois voies : classique, voie la lectine et I'alternative. Elles sont initiées par la reconnaissance
des antigenes, des motifs associés aux pathogenes (PAMP) reconnus par les lectines ou par la lyse
spontanée aprés la reconnaissance de surfaces pathogénes, respectivement. Les trois voies
convergent vers le complexe de C3 et C5 convertases, qui a leur tour vont permettre, via I'activation
d’autres acteurs immunitaires cellulaires et cytokiniques, linflammation, la lyse ou l'opsonisation.
D’apres Dunkelberger et Song, Cell, 2010.
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lll. L’association du ratio des neutrophiles sur
lymphocytes sanguins et les neutrophiles infiltrant la
tumeur avec le potentiel métastatique dans les
tumeurs neuroendocrines pancréatiques bien
différenciées

a. Présentation de I'étude

Le RNL élevé est associé au mauvais pronostic pour de nombreuses tumeurs et
semble I'étre dans les TNEp. Néanmoins, les seuils proposés dans la littérature sont
variables et ont été évalués sur des populations hétérogénes. Nous avons analysé
une cohorte rétrospective de TNEp, sur une période de 11 ans, pris en charge dans la
région d’Alsace, tous biens différenciées. Les données cliniques et biologiques ont été
recueillies. Dans I'hypothése que le RNL est associé a une augmentation des
neutrophiles, nous avons regardeé si les TNEp avec RNL élevées sont plus agressives
ou présentent des évolutions métastatiques fréquentes.

N’ayant pas de données de transcriptome de notre cohorte et afin d’évaluer le
microenvironnement tumoral par les techniques de déconvolution non supervisées des
données de RNA séquencage, nous avons utilisé les données publiquement
disponibles (8).

L’article rédigé et tel qu’il est soumis, pour la publication dans European Journal

of Cancer, est présenté dans ’Annexe 1.
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IV. Discussion et perspectives

Nous avons confirmé sur notre cohorte alsacienne le réle pronostique du RNL
élevé 24 sur la survie globale dans une population des TNEp bien différenciées. Un
seuil a 4 est proche des données disponibles dans la littérature pour d’autres tumeurs.
En analyse multivariée, le RNL = 4 dépasse le Ki67 en valeur continue. En plus d’'étre
un facteur pronostique, le RNL élevé a une tendance d’association avec la présence
des métastases hépatiques.

Les données de séquencage de 'ARN suggérent également une abondance des
neutrophiles plus élevés dans les métastases hépatiques. L’analyse différentielle de
I'expression des génes entre tumeurs primitives et les métastases a permis de mettre
en évidence la surexpression de la voie du complément dans les métastases.

Notre étude a des points de faiblesse. Premiérement, il s’agit d’'une étude
rétrospective avec les biais potentiels liés a ce type d’investigation (41). Nous n’avons
pas réalisé de validation externe pour le seuil de RNL=4 ni d’évaluation prospective.
Nous avons tenté d’évaluer I'expression de C3 dans les tumeurs et de métastases
hépatiques des TNEp. N’ayant pas de référence dans cette pathologie, nos résultats
ne permettent pas de tirer des conclusions de causalité entre le RNL élevé et la
présence de complément, mais montrent bien la faisabilité de I'étude de complément
en immunofluorescence. L’étape d’aprés serait de vérifier I'expression d’autres
composantes du complément (C5) et la vérification de la présence et la localisation
des NAT. Néanmoins, a notre connaissance, c’est le premier travail s’intéressant au
microenvironnement tumoral des TNEp bien différenciées a partir des données de
transcriptomiques. L'ensemble de nos résultats combinés avec les données de la
littérature disponibles ouvrent des perspectives sur les futures explorations du

systéme immun dans ces tumeurs. Ceci d’autant plus que des essais sur d’autres
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immunothérapies, comme les inhibiteurs de C5aR, sont en cours d’évaluation en
phases précoces.

Finalement, nous ne disposions pas de données sur le statut DAXX/ATRX qui ne
se fait en routine qu’en cas de doute diagnostique. Les mutations des génes DAXX
ou ATRX ont un impact pronostique péjoratif dans les TNEp qui a été confirmé ces
derniéres années (17,15,42). Le lien entre 'immunité notamment innée et la perte de
DAXX dans les TNEp a ce jour n’a pas été exploré ce jour.

Ainsi, une approche multi-omique permettrait de mieux comprendre la pathologie
des tumeurs neuroendocrines pancréatiques. C’est I'objectif de I'étude CAMUNE
(Caractérisation multi-omique des tumeurs et des carcinomes Neuroendocrines
pancréatiques), étude enregistrée auprés du comité d’éthique des Hopitaux
Universitaires de Strasbourg sous numéro N°7561. Une collection des tumeurs et de
leurs métastases congelées et incluses dans la paraffine a été déstockée pour
'exploration du microenvironnement tumoral, identification des sous-groupes
moléculaires sur la base des données de séquencage d’ARN et I'étude des altérations

épigénétiques.
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V. Conclusion.

Les tumeurs neuroendocrines pancréatiques (TNEp) sont des tumeurs rares dont
l'incidence ne cesse d’augmenter. L’hétérogénéité de I'histoire naturelle, notamment
pour les tumeurs bien différenciées, nécessite [lidentification de nouveaux
biomarqueurs prédictifs de la survie globale. Ainsi, [larchitecture du
microenvironnement pourrait prédire I'agressivité de la maladie, mais aussi identifier
des cibles thérapeutiques potentielles. Dans notre cohorte, le ratio des neutrophiles
sur lymphocytes (RNL) circulants supérieur a 4, déja décrit dans d’autres types de
tumeurs solides, se révéle un biomarqueur robuste de la survie globale pour les
patients ayant des tumeurs neuroendocrines pancréatiques avec résection
chirurgicale compléte. Par ailleurs, un ratio élevé est aussi associé€ a la présence de
meétastases hépatiques, mais également a une augmentation du taux des neutrophiles
et de la baisse concomitante des lymphocytes circulants des patients. Grace a une
déconvolution des populations immunes au niveau des données transcriptomiques de
83 TNEp primaires et de 30 métastases hépatiques, nous avons pu montrer qu’il existe
une différence dans la composition du microenvironnement entre les tumeurs
primaires et les métastases hépatiques. De facon intéressante, outre I'enrichissement
en neutrophiles, les métastases étaient caractérisées par I'activation de la voie du
complément suggérant une interaction entre cette derniére et [linfiltration des
métastases hépatiques par les cellules myéloides. Ces données suggérent
importance de [limmunité innée dans [I'évolution métastatique des tumeurs

neuroendocrines pancréatiques.
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Abstract

Well differentiated pancreatic neuroendocrine tumors (pNETs) have unpredictable
natural history. The identification of both blood and tumor immune features associated
with patients outcome remains limited. Herein, we evaluated the best prognostic value
of neutrophils-to-lymphocyte ratio (NLR) in a cohort of 144 pNETs. The NLR>4 was
associated with worse overall survival, in univariate analysis (HR=3.53; 1C95%=1.50-
8.31; p=0.004) and in multivariate analysis, (HR=2.850, 1C95%=1.170-6.94, p=
0.02).The surgery had a protective role (HR=0.157 1C=0.063-0.391, p<0.001). We then
inferred the distribution of immune cells from transcriptome of 83 primary tumors and
30 liver metastasis. The neutrophils score was higher in metastasis versus primary
tumors (p=0.005). In addition, we observed an up-regulation of complement pathway
in metastasis versus primary tumors (NES=1.84, p<0.0001). Combining neutrophils
signature and complement pathway genes, unsupervised clustering identified two
pNETs subgroups, namely Neu-Comp1 and Neu-Comp2. The earlier one
characterized by neutrophils infiltration and activation of the complement pathway was
highly enriched for metastatic liver samples as compared to the latter one (p<0.0001).
These data suggest the possible link between metastasis, complement pathway

activation and neutrophils infiltration.
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Introduction

Pancreatic neuroendocrine tumors (pNET) are the second most frequent tumor arising
in the pancreas after adenocarcinoma, accounting for 1-3% of all pancreatic tumors
[1]. Their incidence is increasing over the last years [2]. According to the SEER US
registry, it has reached 0.8/100 000 per year in 2012 as compared to < 0.1/100 000
per year in 1973 [2]. These numbers have however to be considered in the light of
better diagnosis, owing to modern radiology techniques, as this increase is mostly
related to localized disease. pNET is an heterogenous disease in which grade is the
most important prognostic factor [3]. The 3-trial grading system is based on the
evaluation of tumors proliferative potential estimated by the percentage of Ki67 positive
cells or mitotic count [4]. Grade 3 carcinomas are known to have the worst outcome
with 5-year overall survival (OS) estimated at 13%, while 5-year OS for grade | (G1)
and grade 2 (G2) tumors are 80% and 67%, respectively [5]. However, among well-
differentiated grade G1 and G2 tumors, there is a true tumor heterogeneity leading to
distinct natural history. Among known prognostic factors for pNET, Ki67 expression
(which is in part related to tumor grade) and stage at diagnosis (lymph node
involvement as well as burden of liver metastases) are the most frequently used [3,6].
In 10 — 40% of cases, pNET can be responsible for functioning syndrome caused by
secretion of active hormones, such as insulin or gastrin [3]. Metastatic disease has
been described among 42-72% of cases [7,8].

Carcinologic surgery is the cornerstone of therapy for localized disease
(although wait-and-see strategy is an option for small G1 pNET) [3]. However, surgery
can also be curative in some patients with liver metastases[9]. Outcomes in localized
well differentiated G1 and G2 pNET are generally favorable, although the recurrence

rate varies between 12-25% in to the literature [10,11]. Therefore, the identification of
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prognostic biomarkers is an unmet need in this population [12]. Among the explored
biomarkers, systemic inflammation has been recognized and represent a hallmark of
cancer [13]. Various biological parameters reflect systemic inflammation such as
elevated blood neutrophil-to-lymphocytes (NLR) ratio, which foster tumor proliferation
and metastasis via inhibition of apoptosis, promotion of angiogenesis, and DNA

damage [14-16]. In addition, recent studies have also shown that depending on

various extracellular stimulations (e.g. IFNy, TGF@), tumor associated neutrophils

(TAN) may present “immunosuppressive switch” from antitumor N1 phenotype to pro-
tumoral N2 phenotype through their interaction with tumor cells that mostly take place
around the tumor tissue [17]. Moreover, depending on the tumor type and location
within the tumor (intratumoral versus stromal), the impact of TAN appears to be
different [18].

The NLR has been already described as a prognostic factor in different types of
tumors [19,20]. High NLR was related to poor patients overall survival among various
metastatic tumors [13,21]. For example, in colorectal cancer, surgically treated
localized disease as well as in the metastatic setting, NLR>5 was associated with
worse outcome [19]. Several studies described NLR as a prognostic factor of relapse
and survival in all-grade resected pNET patients [22—-27]. However, different cut-offs
have been identified among the reported cohorts. This is might be due to the inclusion
of both pNET and carcinomas, the latter being associated with aggressive evolution,
probably linked to their distinctive molecular underpinnings [28]. Thus, the optimal NLR
cut-off linked with outcome of patients with well-differentiated pNETs outcome remains
unclear. Notably, beyond its apparently simple calculation, NLR is a surrogate for the
immune tumor microenvironment whereas the presence of tumor-associated immune

cells is generally assessed by immunohistochemistry (IHC) [29].
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In the present work, we analyzed the association between NLR, clinicopathological
tumor features and patients outcome in a cohort of well differentiated pNETSs.
Furthermore, we have inferred the distribution of immune cells from the transcriptome
of 113 pNETs and described associations between neutrophils and metastatic

potential.

Material and methods

Patient population

We recorded pNET patients’ data from 5 oncology centers in the Alsace area, France.
Patients were identified from the tumor board database between 01/01/2008 and
01/01/2019 and variables of interest were extracted from medical files. This study was
approved by the Institutional Ethic Committee (N° 7435) of Strasbourg University
Hospital and conducted in accordance with the principles set forth in
the Declaration of Helsinki. All the patients provided informed consent for the study.
Inclusion criteria were as follows: confirmed diagnosis of well-differentiated G1 and G2
pNET (all stages) reviewed by pathologists from national expert board TENPATH,
adult patients, availability of white blood count analysis before treatment (surgery or
medical treatment). Recorded data included: gender, age, tumor stage, pathology
findings (grade, TNM staging, functional or not), prior medical history including a
context of multiple endocrine neoplasia (MEN1), blood count characteristics, treatment
characteristics and survival. Overall survival (OS) was defined as the time between the
diagnosis until death from any causes or last day of follow-up. TNM stage was
determined from the American Joint Committee on Cancer (AJCC) 2017 classification
(7™ edition) [30]. The tumor grade and differentiation were defined according to the

2017 WHO classification of pNET [31].
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NLR calculation

The lymphocyte and neutrophil counts were obtained from the white blood cells count
(WBC) analysis done as close as possible (less than 3 months) to diagnosis or surgery
for patients undergoing surgery. NLR was calculated by dividing the neutrophils
absolute count by lymphocyte absolute count. The predictive value for OS of NLR was

defined using Receiver Operating Characteristic (ROC) curve.

RNA sequencing data and bioinformatic analysis
Raw data for RNA sequencing (RNA-seq) of 83 primary pNETs and 30 liver metastasis
were downloaded from a publicly available dataset (GEO: GSE98894) [32]. Raw reads

were aligned using STAR v2.5.3a with the “--quantMode Transcriptome SAM’
argument and by providing the GFF file from ENSEMBL v75; gene expression level
was then calculated using RSEM v1.3.3. To infer the distribution of immune
populations, we used the MCP-Counter v1.2.0. package for R software [33]. This tumor
microenvironment (TME) deconvolution tool allows to estimate the abundance of 10
cell populations including 8 immune cells population (neutrophils, myeloid dendritic
cells, monocytic cells, B lineage, NK cells, cytotoxic lymphocytes, CD8 T cells, T cells)
and 2 stromal cells population (endothelial cells and fibroblasts), based on their
expression score. To identify subgroups unsupervised clustering was performed
according to the Z-score and visualized as a heatmap with the pheatmap package
v1.0.12. The number of clusters was chosen empirically following the dendrograms.
The MCP-Counter scores for immune cells were compared between identified clusters.

To estimate tumor associated neutrophils score, we used a mean value of neutrophil

score (defined by expression of CXCR1, CXCR2, FCGR3B genes. The complement
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pathway was defined by the expression of SERPINC1, C4BPB, PLG, APOC1, C3,
APOA4CP, F2, TFPI2 and ITIH genes.

To assess the differential gene expression between primary pNETs and liver
metastasis, we used the Wald test for differential expression proposed by Love et al.
and implemented in the Bioconductor package DESeq2 version 1.16.1 [34]. Genes
with high Cook’s distance were filtered out and independent filtering based on the
mean of normalized counts was performed. P-values were adjusted for multiple testing
using the Benjamini and Hochberg method [35]. Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) was done using the GSEA software v4.0.3 with the pre-ranked algorithm on
log2(fold-changes) estimated by DESeq2, using the human hallmark gene sets from
MSigDB v7.1 [36,37]. Gene hallmark with False Discovery Rate (FDR) <0.05 were

considered as significantly different expressed.

Complement C3 deposition assessment

Detection of complement deposition was done using a rabbit polyclonal anti C3c-
antibody directly conjugated with FITC from Dako™ (F0201), as usually done in
routine. For this purpose, 3 fresh frozen tissue sections from primary pNETs and their
corresponding liver metastasis were prepared, washed in pH=7.4 PBS and stained
with 200ul of diluted 1/10 antiC3c/FITC antibody. After a 30 minutes incubation out of
light, the slides were washed with PBS and mounted with fluorescent Mouting
Medium (Dako™). Quantification of C3b/c deposition (green) was done by
immunofluorescence using an immunofluorescent microscope with magnification min
x100 and maximum x400. Density of staining was evaluated semi-quantitatively and

compared between pairs of primary and liver metastasis

Statistical analysis
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The receiver operating characteristics (ROC) curve and its area under the curve
were used to obtain the best cut-off value for NLR based on overall survival population.
Survival outcomes were determined by the Kaplan-Meier method and compared by
the log-rank test. Univariate and multivariate analyses were performed using a logistic
regression model. The Akaike Information Criterion was used to keep variables
associated with survival in multivariate analysis. The Cox proportional model was used
for univariate analysis and multivariate analysis of overall survival.

The unpaired Student t-test and x? test were performed to identify differences
between groups and association between NLR and categorial variables. The Kruskal-
Wallis t-test was performed to compare 3 and more groups among each other’s. The
analyses were performed with R Studio Version 1.1.463 and GraphPad Prism version
5.0 a. The results were considered as statistically significant if p<0.05.

Results

Patients characteristics

Overall, 187 patients were identified from the tumor board database. Out of those, 24
and 19 cases were excluded because of missing data and G3 grade, respectively.
Hence, 144 well-differentiated G1 and G2 pNET patients’ data were available for
analysis. Patient’s demographics and characteristics are displayed in Table 1.
Median patients age was 56 years (range, 20-81 years), with a slightly male
predominance (57%). Among the total population, 80 patients (55.6%) had
symptomatic disease at diagnosis, with 28 (19.4%) of them displaying functional
tumors. Only 10 (6.9%) patients had known MEN1 syndrome. At diagnosis,
synchronous metastases were present in 42 (29.2%) of patients and 50 (34.7%)
patients had lymph node involvement. A total of 129 (89.6%) patients underwent

surgical treatment, with RO and R1 resection in 112 and 17 cases, respectively.
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Survival of patients according to NLR ratio

According the area under the curve (AUC) of 0.627, the best NLR cut-off was 4, with
a sensitivity of 41% and a specificity of 86% (Fig.1A). Twenty-seven patients had a
NLR > 4. At the last time of follow-up, 13 patients died in the NLR<4 subgroup as
compared to 9 patients in the NLR=4 subgroup. With a median follow-up of 27 months,
median OS was 113 months for patients with NLR=4 versus not reached (NR) for the

subgroup of patients with NLR<4 (HR=2.850, 1C95%=1.170-6.94, p=0.02) Fig.1B).

Univariate and multivariate analysis for overall survival

In univariate analysis, the presence of metastasis (p=0.006), lymph node involvement
(p=0.01), NLR = 4 (p=0.004) and protective role of surgery (p<0.001) were significantly
associated with OS. Neither the continuous Ki67 value (p=0.41) nor tumor T stage
(p=0.72) were identified as a prognostic factor for OS (Table 2). In multivariate
analysis, NLR =4 was associated with worse OS (HR=2.851C=1.17-6.94, p=0.02) and
surgery was associated with improved OS (HR=0.157 1C=0.063-0.391, p<0.001)

(Table 2).

Association between NLR and other clinicopathological features

We then investigated the association between NLR 24 and other clinicopathological
factors, such as age, gender body, mass index (<25 or 225), presence of symptoms,
Ki67 percentage, tumor size, tumor stage, lymph nodes and distant metastasis
(Supplementary Table 1). Only the presence of synchronous metastasis was
associated with increased NLR (HR=2.32 1C=0.98-5.51, p=0.05). Notably, NLR was

higher in metastatic as compared to localized pNET (p=0.007, Fig.2A). This difference
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was associated with higher neutrophil counts and lower lymphocyte counts in the
metastatic subgroup compared to the localized subgroup, respectively (p=0.03 and
p=0.045, Fig. 2B-C).

Landscape of the microenvironment phenotypes in pNET

To assess the TME composition in a large collection of 113 pNETs and explore
putative association with metastatic versus localized samples, we inferred the
distribution of 6 immune populations (T cells, CD8 T cells, cytotoxic lymphocytes, B
lineage, monocytic lineage and neutrophils) in 83 primary pNETs and 30 liver
metastasis. Unsupervised hierarchical clustering using immune cells scores revealed
three heterogeneous clusters : cluster 1 (n=7; 6.2%) , the “neutrophils-enriched”, with
high enrichment for neutrophils (p<0.0001), cluster 2 (n=44; 38.9%), the “immune-
desert”, with low microenvironment cell infiltration; and cluster 3 (n=62; 54,9%), the
‘immune-rich” cluster, with high T cells (p=0.001) and cytotoxic lymphocytes
(p<0.0001) scores as compared to other clusters (Fig.3A; Supp Fig1.). Notably, the
“neutrophils-enriched” cluster was enriched for metastatic pNETs samples (n=5/7;
71.4%) as compared to the remaining clusters C2 (n=12/44; 27.3%) and C3 (n=13/62;
21%) (p<0.02).

Association between immune-infiltration, complement pathway activation and
metastatic tumor status

To further analyze if there are any specific molecular features defining metastatic
versus primary pNETs, specifically regarding an immunosuppressive myeloid
environment possibly linked with higher blood NLR, we compared the distribution of
immune cells scores between primary and metastatic samples. Only neutrophils score
was higher in liver metastasis versus primary pNET samples (p=0.005, Fig.3B).

Conversely, monocytes were depleted in this metastatic subgroup (p=0.006, Fig.3C),
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with no statistically significant difference observed for CD8 lymphocytes (p=0.36,
Fig.3D). We further investigated differentially expressed genes between primary and
metastatic tumors; overall, 1041 genes were overexpressed (FC=2; p<0.05) and 341
genes were downregulated (FC <-2; p<0.05) in metastatic versus primary tumors.
Gene set enrichment analysis (GSEA) using Hallmarks sets identified 25 gene sets
enriched in the metastatic subgroup versus primary pNETs (FDR<0.05) and 2 gene
sets downregulated (FDR<0.05). The nineteen most unregulated hallmarks included
E2F targets, G2M checkpoints and hypoxia along with complement pathway
(FDR<0.05, p<0.0001) which were all activation in the metastatic group (Fig. 4B).

Then we decided to analyze whether complement deposition could be visually
assessed in pNETSs tissue. In the hypothesis that the complement is overexpressed in
metastasis versus primary tumors, we performed anti-C3 staining on 3 pairs of
primary/liver metastasis fresh frozen samples (Fig. 4C). We could notice, that signal
was more intense in metastasis compare to their corresponding primary, especially for
patient P3. This patient had T3N1M1 tumor, with Ki67=5% and NLR=4.88. Despite
curative surgery, the disease relapsed 16 months later. Patient 2 (P2) died only 2.7

months after diagnosis, and patient 1 (P1) died 4.3 years after diagnosis.

Subtypes classification of pNETs using neutrophils and complement pathway

signature

Given the potential link between neutrophils and the complement pathway, we
performed hierarchical clustering combining gene signatures of neutrophils and top 10
expressed genes from complement GSEA Hallmark. Unsupervised clustering
identified two clusters. The first one (Neu-Comp1) (n=19; 16.8%) was enriched for

neutrophils and complement pathway as compared to the second one (Neu-Comp2)
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(n=94; 83.2%). In addition, Neu-Comp1 cluster was highly enriched for metastatic
samples (n=15; 78.9%) as compared to Neu-Comp2 cluster (n=19; 20.2%) (x3
p<0.0001, Fig.5). These data highly suggest the crosstalk between tumor-associated
neutrophils (TANs) and the activation of the complement pathway in shaping

metastatic potential.

Discussion

In this study, we identified NLR = 4 as an independent biomarker for overall survival in
well-differentiated pancreatic neuroendocrine tumors, and found that it was associated
with metastatic disease. In addition, we identified for the first time the enrichment of
TANs in metastatic versus primary pNET and this was associated with complement
pathway activation, suggesting the importance of involvement of innate immune
system in driving metastasis and intervening on patient’'s outcome.

Prognostic factors such as liver metastasis, tumor size, lymph node involvement, WHO
grade classification, Ki67 or presence of symptoms were already described [31,38—
40]. Scoring systems predicting for recurrence, integrating clinicopathological
parameters have been proposed by Geng et al. [6]. Recently, Ausania et al. defined a
population at high-risk for relapse among patients with well-differentiated G1 and G2
pNETs when two out of three of the following variables were present: tumor size >
20mm, lymph node metastasis and Ki67>5% or mitotic count >2 [41]. To our
knowledge, our study is the first to show that NLR, as a surrogate biomarker for

systemic inflammation, is superior to continuous value of Ki67 percentage in predicting

Os.

The NLR is reflecting the systemic inflammatory status of patients. Few previous

studies investigated the role of NLR in the well-differentiated pancreatic
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neuroendocrine tumors in European patients [6,42]. Carmona-Bayonas et al.
integrated NLR in a prognostic tool for PFS in patients with metastatic neuroendocrine
tumors treated by somatostatin analogues, all sites together. Interestingly, the authors
shown that NLR exhibited a non-linear evolution over time, as opposed to Ki67 index

[42].

Other groups have published data concerning mainly Asian population from
retrospective studies the relevance of NLR in pNET treated by surgery [22-26,43,44].
Only one study was conducted in prospective way [27]. All of them included some
pancreatic neuroendocrine carcinomas. These studies proposed a different cut off
value for NLR, defined mainly by the ROC Curve. However, in a meta-analysis from
several solid tumors, the cut off value of NLR having the prognostic significance for
overall survival was 4, that is consistent with our data [20]. In our study, we have made
a choice to select only well-differentiated pNETs metastatic and localized regardless

of type of care. In this way the population of our cohort is more homogeneous.

We found that elevated NLR is more often frequent in metastatic patients as compared
to those with localized disease. As NLR is an accessible biomarker of tumor associated
inflammation, we hypothesized that high NLR is a surrogate marker of tumor
microenvironment. To date, the correlation between circulating neutrophils and tumor
infiltrating neutrophils is inconsistent among solid tumors. In pancreatic cancers, tumor
associated neutrophils (TAN) increased with high NLR, but the correlation was not
statistically significant [45]. Neutrophils are involved in anti-tumor activity (N1) as well
as in the promotion of tumorigenesis (N2) : under pression of various cytokines they
may participate in angiogenesis and metastasis development [15,46].

Using MCP-Counter for RNAseq data, we showed that neutrophils expression

score is higher in metastasis versus primary tumors. As TANs are of two types N1 and
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N2, we can speculate that in metastatic disease, which should be more aggressive,
these neutrophils might have an N2 pro-tumoral phenotype. Moreover, the decrease
in peripheral lymphocytes in metastatic patients could be explained by an
immunosuppressive action of neutrophils: indeed, TANs are able to play a
immunosuppressive role by reducing the abundancy of CD8+ lymphocytes via TNFa
and nitric oxide [46].

We can suppose that high blood neutrophils count might reflect the higher infiltration
by neutrophils in tumors. However, the association between TA-NLR and NLR was
not done.

Tumor microenvironment in pNET has been investigated in several studies already
[29,47-51]. In pancreatic neuroendocrine tumors and carcinomas, the high level of
CD163+ tumor infiltrating macrophages was associated with a NLR>3.41. Both
parameters statistically correlated with poor recurrence-free survival [26]. In another
work, evaluating the TlLs and TAMs in well-differentiated pNET, the high level of
peritumoral TAMs was associated with lower DFS, both in univariate and multivariate
analysis [50]. Katz et al. have investigated the role of TILs in pNET, and they were
especially interested in comparison between low and intermediate pNET [49]. In
intermediate grade pNETs, (defined by mitotic count), high level of TILs were
associated with better RFS in univariate analysis. Similarly, high level of infiltrating
regulatory T cells (T reg, FoxP3+) in metastasis was associated, still in univariate

analysis, with worse OS.

Milione and colleagues, have investigated the microenvironment and tumor associated
inflammation markers in IHC like COX-2, PD-1, PDL1, CD8, HLA-I and HLA-DR to
establish a Microenvironment and tumor inflammatory features prognostic index. They

were able to show that the immune profile between well-differentiated and poorly
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differentiated tumors is different and proposed two nomograms to predict the five-year

OS and DFS [29].

A recent work published by Zhang at al., analyzed tumor infiltrated cells in the stroma
or intratumoral evaluated by IHC in non-functional well-differentiated G1 to G3
localized and surgically treated pNETs [52]. The higher value of intratumorale CD15+
neutrophils (TIN) was associated with lower recurrence and OS rates. These data

suggest that the presence of TIN is a biomarker of more aggressive disease.

The myeloid innate immune system cells such as neutrophils and macrophages
express complement receptors on the cell surface. Moreover, the complement
pathway, especially C5a and C5b-9, was shown to activate neutrophils and exert anti-
or pro-tumoral role, depending on tumor type and cells presented in the tumor micro-
environment [53,54]. In our study, we showed that the genes of complement pathway
were more expressed in metastasis versus primary tumors. Thus, we can hypothesize
that the activation of complement pathway in liver metastasis allows recruitment of pro-
tumoral neutrophils. Therefore we speculate that complement activation might be
interpreted as a state of systemic inflammation, recruiting neutrophils and explaining
the higher NLR in metastatic pNETs. As far as pNETs are concerned, little data about
complement involvement is available. In recently published work by Kudo and al., the
authors compared the gene expression between simultaneous hepatic metastasis and
primary tumors and found also that the complement pathway was upregulated in
advanced versus localized disease [55]. Another study exploring transcriptome of
pPNET with loss of ATRX/DAXX identified activation of the complement pathway in
these tumors relative to wild type tumors [56]. Of note, in well differentiated pNETSs, the
loss of expression of ATRX/DAXX, involved in alternative length of telomeres and

epigenetic regulation, have been shown to be associated with poor prognosis [57-59].
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Thus, these alterations might be involved in metastatic evolution [60]. Altogether, it is
tempting to speculate that aggressive metastatic pPNET might be associated with higher
neutrophils and complement pathway activations.

Our study has several limitations. Firstly, the analysis of NLR was done retrospectively.
The size of our cohort may present another limitation, due to the rarity of the disease.
However, to our knowledge, our study is the first study from Europe, encompassing a
large number of cases [24]. Secondly, elevation of neutrophils or the decrease of
lymphocytes may be the consequence of various physiological situations, as infection,
or a result of systemic treatments like steroids [61]. Finally, another limitation is the

lack of clinical annotation associated with retrieved RNA-seq data which we analyzed.

Nonetheless, our study has several strengths. Firstly, it is a multicentric cohort on a
period of more than 10 years with centralized cases review by expert pathologists. We
have managed to establish that NLR>4, value found in other solid tumors, is a
prognostic tool for overall survival, accessible for other clinicians and useful in practice.
Finally, our data suggests that the difference between localized and metastatic
diseases may be related to the difference in tumor micro-environment reflected by
variance in NLR. However, we did not directly correlate the high NLR in our patients’

cohort with evaluated neutrophils score obtained by analysis of RNA-seq analysis.

Combining complement pathways with neutrophils signature, we observed two
clusters of pNETs separating metastatic and localized diseases based on
comprehensive transcriptomic analysis. Thus, we suggest that activation of the
complement pathway may attract neutrophils, promoting the inflammation induced by
cancer cells but also their metastatic potential. The single-cell differentiated analysis
for metastatic versus primary tumors could shed a light on the cancer immune

evolution.
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Conclusion

The pancreatic neuroendocrine tumors are a rare pathology with increasing incidence.
Metastatic disease is not an exception. Our work suggests the importance of tumor
related systemic inflammation biomarker NLR as a prognostic tool for overall survival.
This may reflect the tumor microenvironment and explain the differences between
localized and a metastatic disease. The study of tumor micro-environment in patients
with high NLR is promising to understand the involvement of the immune system in

this clinical situation.
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Figure 1: Determination of best cut-off of NLR and analysis of overall survival. A)
Receiver operating characteristic (ROC) curve for NLR to determine the best cut-off
value: 4; AUC=62,7) with sensitivity of 41% and specificity of 86%. B) Kaplan-Meier
curves for patients overall survival according to NLR. Abbreviation: NLR: Neutrophil-

to-lymphocyte ratio

Figure 2: Distribution of patients’ blood neutrophils and lymphocytes counts in pNET.
A) Bar plot representing NLR from peripherical blood from of patients with metastatic
pPNET versus localized disease, Student t-test, p=0.02. B-C) Bar plots for neutrophils
and lymphocytes counts between patients with metastatic pNET versus localized

disease.

Figure 3: MCP Counter analysis of 113 pancreatic neuroendocrine tumors and
distribution of immune cells score in metastatic and primary tumors. A) Heatmap of
unsupervised hierarchical clustering using immune cells populations showing three
immune clusters: C1: “neutrophils enriched”, C2: “immune-desert” and C3: “immune-
rich”. B-D) Bar plots of immune cells score abundance in metastasis versus primary

tumors. B for neutrophils, C for monocytic lineage, D for lymphocytes CD8.

Figure 4 A) Representation of gene sets differentially up- (orange) and down- ( bleu)
regulated in metastatic versus primary pancreatic neuroendocrine tumors (pNETS),
using the Hallmarks of Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). B) GSEA showing
enrichment of the complement pathway in metastatic versus primary pNETs. C)
Complement expression on primary versus liver metastasis: light microscope findings
for Hematoxylin and Eosin staining (original magnification: x200) and
Immunofluorescence findings with anti-C3 FITC-conjugate (original magnification:

x200) antiC3 staining, P1= patient 1, P2= patient 2, P3= patient 3.
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Figure 5. Unsupervised clustering of pNETs according to neutrophils and complement
pathway gene expression signatures. Note the existence of two clusters, namely
Neu-Comp1 and Neu-Comp2. The majority of metastatic pNET cluster together in
Neu-Comp1 as compared to Neu-Comp2 cluster which was enriched for localized

pNETSs.

Supplementary Figure 1 Bar plots of immune cells in the three identified immune
clusters. Statistical analysis was done using the Kruskal-Wallis test. A) T cells. B)
CD8. C) Cytotoxic lymphocytes. D) B lineage. E) Monocytic lineage. F) Neutrophils.

neutrophils-enriched (red), immune-desert (yellow), immune-rich (green).
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Table 1: Clinico-pathological features of the patients included in the current

cohort
Variable N=144 |
Median age, years ( range) 56 (20-81)
Gender, male 82 (57%)
BMI, kg/m2 25,7 (16,5-46,3)
Missing data 19
Symptoms at diagnosis, Yes 80 (55,6%)
Functional tumor 28 (19,4%)
MEN1 10 (6,9%)
Size, median in mm, range 25 (5-120)
Missing data 9
Metastasis at diagnosis 42 (29,2%)
Ki67, median % 3 (1-20)
Size, T from AJCC 2017
T1 58 (40,3%)
T2 33 (22,9%)
T3 48 (33,3%)
T4 4 (2,8%)
Lymph node status, N1 50 (34,7%)
Missing data 9
Surgery 129 (89,6%)
Surgical marge, R1 17 (11,8%)
Median NLR 54%85()0,99-
4245 (1370-

Median neutrophils count, /mm3 14470)

Median lymphocytes count, 1695 (420-4040)

/mm3
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Table 2. Univariate and multivariate analysis of variables associated with overall

survival.

=14
II-[IE-HE-
Age, > 50 yo 1,88 0,693 -5,106 0,22
Sex, M 82 246 0,908 - 6,676 0,08
Ki67, continuous value 144 1,03 0,958-1,111 0,41
Tumor size, T3-T4 52 1,177 0,494-2,783 0,72
Lymph node involvement 50 3,27 1,315-8,117 0,01
Metastasis 42 3,32 1,417-7,766 0,006
Surgery 129 0,13 0,055-0,322 <0,0017 0,157 0,063-0,391 <0,001
NLR, 24 27 3,53 1,502-8,313 0,004 2,850 1,170-6,941 0,02
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Supplementary Table 1: Association between neutrophil-to-lymphocyte ratio
and clinico-pathological tumor features

Variables /N |NLR<4=117 NLR4=27 |p-value |

Age <50 34 10 0,88
>50 62 17

Gender Male 64 18 0,26
Female 53 9

BMI <25 47 6 0,22
>25 58 14
Missing Data 12 7

Symptoms No 51 13 0,67
Yes 66 14

Size <30 59 13 0,70
>30 50 13
Missing Data 8 1

Ki67, mean +/-SD 5,0+/-4,9 5.2+/-4,6 0,84

Ki67 <5 70 12 0,14
>5 47 15

Stage T, AJCC 2017 T1/T2 73 18 0,71
T3/T4 43 2

Lymph node involvement NO 70 15 0,37
N1 38 12
Missing Data 9 0

Synchronous metastasis MO 87 15 0,05
M1 30 12
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RESUME :

Introduction : Méme si le réle pronostique du ratio neutrophiles/lymphocytes (RNL)
sanguin a été décrit dans différents types de cancer, son rdle et le seuil pronostique
optimal dans les tumeurs neuroendocrines pancréatiques bien différentiées (TNEp)
est peu clair. En outre, on ne sait pas a ce jour, si la distribution des cellules immunes
varie entre les TNEp primaires et les métastases hépatiques.

Patients et Méthodes : Nous avons réalisé une étude rétrospective portant sur des
TNEp bien différenciées de grade 1 et 2 diagnostiquées dans la région d’Alsace sur la
période de 2008 au 2019. L’'objectif de cette étude était de déterminer le meilleur seuil
du RNL sanguin au diagnostic permettant de prédire le risque de survie globale. Les
facteurs associés a une augmentation du RNL ont été examinés. Nous avons ensuite
analysé le microenvironnement tumoral via la déconvolution des cellules immunes a
partir des données des transcriptomes de 113 TNEp (83 tumeurs primaires et 30
métastases hépatiques) disponibles publiquement.

Résultats : 144 patients ayant une TNEp de grade 1 et 2 ont été identifiés, dont 129
opérés a visée curative. 42 patients avaient une atteinte métastatique synchrone. La
survie globale médiane était de 29,6 mois. Un RNL sanguin supérieur a 4 a été
retrouvé comme un facteur indépendant de survie globale dans la cohorte ( HR=2,85
IC=[1,17-6,94], p=0,02). De fagon intéressante, I'élévation du RNL sanguin était
associée a la présence de métastases hépatiques synchrones (p=0,05). La
déconvolution des transcriptomes et I'analyse de la distribution des cellules immunes
ont montré une augmentation des neutrophiles dans les métastases hépatiques en
comparaison avec les tumeurs primaires (p=0,03). En outre, l'analyse des
enrichissements de 'ensemble de génes (GSEA) a révélé I'activation de la voie du
complément dans ces métastases (p<0,001).

Conclusions : Nous concluons qu’un RNL sanguin élevé est associé a la présence
de meétastases hépatiques synchrones et que l'augmentation des neutrophiles
infiltrants les tumeurs caractérise les métastases en comparaison avec les tumeurs
primaires. Nous suggeérons que l'activation de la voie du complément pourrait attirer
ces neutrophiles, favorisant l'inflammation induite par les cellules cancéreuses mais
aussi leur potentiel métastatique.
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