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PARTIE I : INTRODUCTION 

1. Incidence et pronostic des métastases cérébrales dans les carcinomes bronchiques non à 

petites cellules.  

 

Le carcinome bronchique non à petites cellules (CBNPC) est la première cause de mortalité par cancer 

dans le monde et en France estimée à 33 117 décès en 2018 [1, 2]. La maladie est diagnostiquée dans 

80% des cas à un stade avancé ou métastatique et la survie à 5 ans est estimée à 17% tous stades 

confondus [3, 4]. La survenue de métastases cérébrales (MC) au cours de la maladie est un tournant 

dans l’histoire naturelle des CBNPC. Entre 40 et 50% des patients présentent des MC au diagnostic 

ou en présenteront au cours de leur maladie [5–7]. Le traitement des MC diffèrera en fonction de la 

situation clinique (inaugurale, symptomatique ou non, au cours de l’évolution sous traitement et en 

cas de présence d’altérations moléculaires) et selon l’espérance de vie du patient. Le nombre de 

patients présentant des MC augmente du fait d’une meilleure détection de la maladie par imagerie par 

résonance magnétique (IRM), imagerie plus performante et plus sensible que le scanner. 

L’allongement de la survie globale des patients est constant dû à l’amélioration des chimiothérapies 

cytotoxiques, des thérapies ciblées et de l’avènement de l’immunothérapie. Le pronostic de ce groupe 

hétérogène a initialement été défini par le score diagnosis-specific graded prognostic assessment 

(GPA) constitué de quatre facteurs : l’âge, l’indice Karnofsky, la présence de métastases extra-

cérébrales et le nombre de métastases cérébrales. Quatre classes étaient définies associées à un 

pronostic allant de 3 à 14,8 mois [8]. La mise en évidence d’une addiction oncogénique telle qu’une 

mutation activatrice de l’epidermal growth factor receptor (EGFR), ou un réarrangement du gène 

Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) est associée à un meilleur pronostic et a conduit à actualiser le 

score GPA présenté dans le tableau 1 [9].   
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Tableau 1: Score pronostic Lung-molGPA issu de [10] 

 Critère d'évaluation GPAa 

Facteurs pronostic  0 0,5 1 

Age  ≥70 <70 NA 

Indice de Karnosky  <70 80 90-100 

Métastases extra-crâniennes Présentes NA Absentes 

Métastases cérébrales (nombres) >4 1-4 NA 

Statut génétique 

EGFR et ALK négatifs ou 

inconnus NA EGFR et/ou ALK présents 

Abréviations : GPA, graded prognostic assessment ; NA, non applicable 
a Survie globale en mois : 

Adénocarcinome 0-1 :6,9 /1,5-2 :13,7/2,5-3 :26,5/3,5-4 :46,8 

Hors adénocarcinome 0-1 :5,3 /1,5-2 :9,8/2,5-3 :12,8 

 

Le score pronostic appelé Lung-molGPA a permis de définir plus finement les groupes de patients 

bénéficiant d’un meilleur pronostic (plus de 4 ans de médiane de survie pour le groupe Lung-molGPA 

de 3,5 à 4) [10].  Néanmoins, de nombreux efforts restent à accomplir afin de mieux stratifier ces 

patients et d’établir des essais cliniques moins hétérogènes permettant de guider les décisions 

thérapeutiques selon le type de population cible.  

 

2. Traitement des MC des CBNPC hors immunothérapie 
 

2.1. Prise en charge neurochirurgicale  

 

La chirurgie des métastases cérébrales uniques a démontré une amélioration de la survie globale en 

complément d’une radiothérapie cérébrale in-toto (RCIT) chez des patients en bon état général, 

présentant une maladie extra-cérébrale bien contrôlée [11, 12]. La multiplicité des MC ne constitue 

pas une contre-indication à la chirurgie cérébrale en particulier si la localisation des MC est menaçante 

ou si le patient est symptomatique dans le cadre d’une maladie systémique bien contrôlée [11]. 

Néanmoins, les avantages d’un traitement neurochirurgicale d’une lésion dominante chez un patient 

présentant des MC diffuses doivent encore être démontrés. Dans le cadre d’un traitement local il sera 

proposé une intervention neurochirurgicale ou une radiothérapie en condition stéréotaxique (RST) si 
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elles sont techniquement possibles. L’efficacité entre ces deux techniques est comparable. Qin et al. 

retrouvaient dans une méta-analyse de 18 études et 713 patients une survie globale de 12,7 mois dans 

le groupe traité par chirurgie contre 14,9 mois pour le groupe traité par RST [13]. En résumé, un 

traitement chirurgical sera privilégié selon la localisation de la lésion, son caractère unique, les 

symptômes présentés par le patient et selon le contrôle de la maladie systémique.  

 

2.2. Radiothérapie  

 

Lorsque les MC ne sont pas accessibles à un traitement local et en l’absence de traitement systémique, 

la médiane de survie globale des patients est de 2 mois [14]. Le traitement des MC des CBNPC est 

multimodal et n’apporte qu’un gain modeste de survie globale: de 4 à 9 mois pour la chimiothérapie 

hors situation d’addictions oncogéniques, de 7 mois pour les patients recevant une RCIT et de 4 à 10 

mois selon l’histologie retrouvée [5, 14]. La RCIT était le seul traitement de référence non chirurgical 

disponible pendant de nombreuses années. Les études retrouvaient chez les bons répondeurs à la RCIT 

une amélioration modeste de la qualité de vie et de la symptomatologie sans bénéfice sur la survie 

globale [15, 16]. La survie globale était améliorée avec l’association d’un complément de dose par 

RST à distance de la RCIT chez les patients ayant moins de trois MC et un score GPA de plus de 3,5 

[17]. Chez les patients plus fragiles, Mulvenna et al. observaient une amélioration clinique très 

modeste de 4,7 jours QALY (indicateur QALY visant à pondérer une action thérapeutique sur la survie 

et la qualité de vie) dans le groupe RCIT et soins de support comparé au groupe traité par des soins 

de support seuls. Il n’existait pas d’amélioration de la survie globale, de la qualité de vie et de la 

consommation de corticostéroïdes [18]. Par conséquent, la RCIT semble profiter à une population 

sélectionnée (âge <60 ans, en bon état général avec une maladie systémique contrôlée) en l’absence 

d’autres alternatives [16]. Les techniques de RST ont permis d’améliorer le contrôle local de la 

maladie en augmentant l’intensité du gradient d’irradiation sur la lésion cérébrale. Le nombre de MC 
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traitées par RST est actuellement limité à cinq pour une taille maximale de 3,5 cm et pourrait être 

étendu à 10 lésions avec les nouvelles techniques de RST radio-chirurgicales [15, 19]. La RCIT en 

complément d’une RST n’est pour le moment pas recommandée suite à une augmentation de la 

neurotoxicité à distance malgré une réduction des récidives cérébrales [20–23]. Les complications 

liées à la radiothérapie cérébrale peuvent être graves et impacter directement la qualité de vie des 

patients. Une revue systématique de la littérature publiée par Peters et al. recherchaient l’impact de la 

radiothérapie sur la qualité de vie des patients. Il était observé chez les patients traités par RCIT seule 

une augmentation de la fatigue, de la somnolence et une baisse de l’appétit. Les patients traités par 

RST présentaient plus de fatigue physique et émotionnelle, ainsi qu’une somnolence, un prurit et une 

dysfonction vésicale [24]. Bezjak et al. observaient des symptômes plus nombreux et une dégradation 

de la qualité de vie à un mois [25]. A long terme les complications attendues peuvent être très 

invalidantes en conduisant à une radionécrose et un déclin des fonctions cognitives [26].  

 

2.3. Traitement médicamenteux 

 

 Sur le plan médical, la place des traitements systémiques hors situation d’addictions oncogéniques 

apportent un gain en survie globale modeste et sont associés à des complications importantes 

notamment chez des patients fragiles ou âgés [27]. La chimiothérapie en association à une RCIT face 

à une RCIT seule n’a pas démontré d’amélioration de la survie globale (SG), de la survie sans 

progression (SSP) et du risque de progression neurologique [28]. Le délai de la réalisation d’une RCIT 

face à une progression neurologique chez un patient traité par chimiothérapie n’impacte pas la SSP, 

le taux de réponse cérébrale ou la SG [29]. 

La faible efficacité des traitements systémiques peut être expliquée en partie par la barrière hémato-

encéphalique (BHE) qui sépare le cerveau des autres organes en offrant une barrière sélective entre la 

circulation systémique et le tissu cérébral. La BHE limite la pénétration de nombreux agents 
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thérapeutiques systémiques dans le système nerveux central (SNC) et diminue leur concentration dans 

le SNC, expliquant leur moindre efficacité.  On estime que la BHE bloque le transport de près de 98% 

des molécules, ce qui représente un défi majeur pour le traitement des tumeurs cérébrales [30].  Les 

MC sont à l’origine d’une perte d'intégrité de la BHE pouvant expliquer que certaines molécules ne 

traversant pas naturellement la BHE aient démontré leur efficacité sur les MC [31–34]. C’est 

notamment le cas des anticorps monoclonaux ciblant les mécanismes de néo-angiogénèse tel que le 

bevacizumab et les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) ciblant les mutations activatrices de l’EGFR 

et les réarrangements ALK. Sandler et al. retrouvaient un allongement de la SG chez les patients 

présentant un CBNPC indemne de MC traité par une combinaison de bevacizumab et d’un doublet de 

chimiothérapie [35]. Besse et al. confirmaient ces données chez des patients atteints de MC et 

observaient sur les lésions intracrâniennes un taux de réponse de 62% [36]. Chez les patients 

présentant une mutation activatrice de l’EGFR il était retrouvé une réponse cérébrale de 85% et de 

35% après traitement par des ITK de première et deuxième génération [37, 38]. L’étude Flaura 

objectivait une meilleure efficacité de l’osimertinib (ITK de troisième génération) en première ligne 

chez des patients mutés pour l’EGFR face à un ITK de première génération.  La réponse intra-

cérébrale était supérieure dans le groupe traité par osimertinib (91% vs 68%). On observait une 

augmentation de la SSP et du délai d’apparition des MC face au traitement standard [39]. Chez les 

patients présentant un réarrangement ALK, les ITK ont permis d’améliorer la survie globale (médiane 

à 49,5 mois) y compris après l’apparition de MC [40]. L’efficacité des ITK au niveau cérébral, a été 

démontré pour le ceritinib et l’alectinib [41, 42]. Le Ceritinib a démontré son efficacité au niveau 

cérébral face à une chimiothérapie en première intention. Le taux de réponse cérébrale était plus 

important (73% vs 27%) et la durée de réponse cérébrale était prolongée à 16,6 mois [41]. Les données 

de l’étude ALEX évaluant l’efficacité de l’alectinib en première intention contre le crizotinib (anti-

ALK de première génération) démontrait une augmentation du taux de réponse intracérébral (81% vs 

50%) et une protection cérébrale liée à un délai d’apparition des MC plus important [42]. 
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3. Immunothérapie dans les CBNPC 

 

La résistance à la destruction du système immunitaire constitue une des nouvelles caractéristiques 

émergentes du cancer [43]. Le système immunitaire joue un rôle important dans la reconnaissance et 

l’élimination de la tumeur [44]. Les cellules tumorales peuvent échapper à leur destruction par 

l’activation et la production de protéines membranaires se liant aux lymphocytes T et favorisant leur 

auto-tolérance. Le couple Programmed cell death-1 (PD-1) et de son ligand PD-L1 est un des points 

de contrôle majeur de l’immunité et le plus pertinent sur le plan clinique. Il est la cible de très 

nombreuses molécules validées ou en cours d’évaluation dans les CBNPC [45].  

 

Figure 1 : Mécanisme d’action des anticorps monoclonaux contre PD-L1/PD-1 adapté de 

Anagnostou et Brahmer [46]. A/ PD-1 exprimée sur les cellules T activées se lie à PD-L1et PD-L2 

inhibant ainsi l’activation des cellules T cytotoxiques dans les tissus périphériques après la réponse 

inflammatoire via le recrutement de phosphatase inhibitrice SHP-2 et la diminution de l’expression 

de la protéine anti-apoptotique BCL-XL et inhibant PI3K/AKT. B/ Les anticorps monoclonaux vont 

cibler le couple PD-1-PD-L1 permettant ainsi de rétablir un recrutement lymphocytaire accru et le 

rétablissement de la réponse antitumorale. 
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3.1. Principaux biomarqueurs de l’efficacité de l’immunothérapie.  

 

L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales évaluée par immunohistochimie (IHC) est devenue 

le principal biomarqueur de la réponse à l’immunothérapie [47, 48]. La mise en évidence de 

lymphocyte infiltrant la tumeur (LIT) et de son rôle pronostic dans les CBNPC a conduit à établir une 

classification des cancers combinant l’expression de PD-L1 et du  LIT [49]. La classification de Teng 

et al. est constituée par 4 catégories et résumée dans la figure 2.  

 

Figure 2: Classification de Teng et al. [50], basée sur l’infiltration tumorale par les lymphocytes et 

par l’expression de PD-L1. La classification est repartie en quatre catégories, résistance immunitaire 

adaptative, ignorance immunitaire, tolérance et induction intrinsèque. APC: Antigen-Presenting Cell, 

M2: M2 macrophage, TH1: Lymphocyte T helper 1. MDSC : Myeloid-Derived Suppressor Cell. 

Les tumeurs de type I exprimant fortement PD-L1 et richement infiltrées en lymphocytes cytotoxiques 

sont les meilleures candidates aux anti-PD-(L)1. Néanmoins 9 % des tumeurs qui n’expriment pas 
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PD-L1 vont pouvoir répondre aux anti-PD-1 impliquant la recherche de nouveaux biomarqueurs [51].  

La charge mutationnelle tumorale (CM) semble être un autre biomarqueur prometteur pour prédire 

l’efficacité de l’immunothérapie  [52]. Elle est définie par le rapport du nombre de mutations codantes 

non synonymes par mégabase. Le carcinome bronchique non à petites cellules est un des types 

tumoraux dont la CM est la plus élevée [53]. Tous types tumoraux confondus, il existe une corrélation 

directe entre le niveau de la CM et le taux de réponse aux anti-PD-(L)1[54]. D’autres biomarqueurs 

sont en cours d’exploration et de validation et ont fait l’objet d’une revue récente de la littérature [55]. 

 

3.2. Immunothérapie, traitement de référence des CBNPC de stade IV 

 

Les inhibiteurs de PD-1 et PD-L1 ont changé le paradigme des traitements des CBNPC métastatiques 

sans addiction oncogénique. Les premiers essais ont démontré l’efficacité du nivolumab (anti-PD-1) 

en deuxième ligne chez des patients présentant un carcinome épidermoïde ou un adénocarcinome face 

au docetaxel. Il existait une augmentation de la SG dans les groupes traités par nivolumab. Les patients 

n’étaient pas sélectionnés selon l’expression tumorale de PD-L1. La médiane de SG était de 9,2 vs 6,0 

mois pour les carcinomes épidermoïdes et de 12,2 vs 9,4 mois pour les adénocarcinomes [56, 57]. Le 

pembrolizumab (anti-PD-1) a également démontré son efficacité chez des patients ayant déjà reçus 

une première ligne de chimiothérapie et pour lesquels la tumeur devait exprimer PD-L1≥1%. L’étude 

était positive pour le critère de jugement principal avec une augmentation de la médiane de SG de 

12,7 mois vs 8,5 mois pour le groupe docetaxel. L’effet bénéfique de l’immunothérapie était majoré 

dans la population pour laquelle l’expression de PD-L1 était supérieure à 50% avec une médiane de 

SG de 17,3 mois [58]. L’étude OAK évaluait l’efficacité de l’atezolizumab (anti-PD-L1) chez des 

patients présentant un CBNPC traité par une première ligne sans sélection de statut de PD-L1. 

L’expression de PD-L1 était stratifiée initialement selon trois catégories. La médiane de SG était plus 

longue dans le groupe atezolizumab 13,8 mois contre 9,6 mois dans le groupe docetaxel. Tous les 

groupes tiraient bénéfice de l’immunothérapie y compris les patients dont les tumeurs n’exprimaient 
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pas PD-L1 [59]. Le développement de l’IHC de l’expression de PD-L1 sur la tumeur a été développée 

comme biomarqueur prédictif afin d’enrichir la population traitée en patients susceptibles de présenter 

un bénéfice clinique important car il existe une relation linéaire entre l’expression de PD-L1 et la 

réponse à l’immunothérapie [47, 48]. L’essai de phase 3 Keynote 024, incluait des patients présentant 

un CBNPC naïf de tout traitement dont les tumeurs exprimaient un taux de PD-L1 supérieur à 50%. 

Les patients étaient randomisés entre un bras contenant du pembrolizumab et un bras standard de 

chimiothérapie par un doublet à base de sels de platine. Cette étude retrouvait une diminution 

significative du risque de décès (HR = 0.53, IC 95% : 0.33‒0.86, p = 0.0049) avec une médiane de 

SG de 30 mois dans le bras pembrolizumab contre 14 mois dans le bras chimiothérapie et validait 

l’autorisation de mise sur le marché en première ligne du pembrolizumab dans cette indication [60]. 

La mise en évidence d’une amélioration de la SG chez les patients traités par une combinaison de 

chimiothérapie et d’immunothérapie pourraient très prochainement modifier l’algorithme de prise en 

charge de la première ligne de traitement des CBNPC métastatiques [61, 62]  

 

3.3. Exclusion des patients présentant des MC dans les premiers essais cliniques 

 

Les premiers essais cliniques ciblant l’efficacité de l’immunothérapie dans les CBNPC métastatiques 

incluaient rarement les patients présentant des MC (Tableau 2). En effet, Mc Coach et al. retrouvaient 

en 2015 dans une méta-analyse de plus de 413 études dont 41 centrées sur l’immunothérapie 

seulement 5/41 études autorisant la présence d’une MC sans traitement spécifique. Les études 

autorisant les patients atteints de MC devaient avoir été traités antérieurement (chirurgie ou 

radiothérapie) ou devaient présenter une lésion non symptomatique (Tableau 2). Les essais testant une 

immunothérapie, sponsorisées par l’industrie et les essais de phases 3 excluaient plus fréquemment 

les patients présentant des MC [63]. Les patients qui présentaient ou avaient présenté une atteinte 

léptoméningée étaient également très fréquemment exclus [63]. Plusieurs causes peuvent être 

avancées pour expliquer ces exclusions ; L’usage de corticoïdes est très fréquent en cas de MC, 
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principalement pour contrôler l’œdème cérébral. Or, l’usage des corticoïdes est associé à une 

diminution de l’efficacité de l’immunothérapie. Harbour et al. retrouvaient une diminution du taux de 

réponse globale, de la SSP et de la SG à partir de 10 mg équivalent de prednisone [64]. De plus, 

l’évaluation de l’efficacité de l’immunothérapie sur les MC peut être délicate après une RST du fait 

des risques de radionécrose pouvant masquer ou mimer une progression tumorale [26, 65]. La 

combinaison d’immunothérapie et de RST serait même associée à un surcroit de radionécrose 

cérébrale [66]. Le risque de pseudo-progression, définie comme une augmentation transitoire de la 

taille des lésions tumorales existantes ou l’apparition de nouvelles lésions, est néanmoins réel et peut 

complexifier la validation de la poursuite du traitement [67, 68]. La validation de l’efficacité de 

l’immunothérapie chez les patients  présentant des MC doit nécessiter des critères objectifs et 

consensuels [69].  Dans ce sens, le groupe de travail RANO (Response Assessment in Neuro-

Oncology) publiait un guide des bonnes pratiques concernant la réalisation d’études en neuro-

oncologie. Le but est de limiter les biais (recrutement, de mesure, de publication), de faciliter 

l’inclusion des patients présentant des MC dans les essais cliniques futurs et d’améliorer leur 

conception, leur design et leurs critères d’évaluation [65, 70].  
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Tableau 2 : Principales études prospectives d’immunothérapie 

Etude Phase Statut PD-L1 Ligne Drogues 
Type 

histologique 

Inclusion 

MC 
Statut MC 

Analyse 

sous-groupe 

planifié dans 

le protocole 

Nb MC 

inclus (%) 

par groupe 

Réponse  

PMC vs PSMC 

Première ligne           

Monothérapie           

Keynote 024 [60] III >50% 1 
Pembrolizumab 200mg  

Doublet de platine 
CBNPC Oui Traitées Oui 

18(12)/154  

10/(7)151 

HR 

0,73 (0.20-2.62) 

0.64 (0.46-0.88) 

Keynote 042 [71] III >1% 1 
Pembrolizumab 200mg  

Doublet de platine 
CBNPC Oui Asymptomatiques et/ou traitées Non 

77(12)/637 

74(12)/637 
NR 

Checkmate 026 [52] III >1% et >5% 1 
Nivolumab 3mg/Kg 

Doublet de platine 
Non epidermoïde Oui 

Traitées ou asymptomatique >2 

semaines avant randomisation 
Non 

33(12)/271 

36(13)/270 
NR 

Combinaison           

Keynote 021  [72] II Tous 
1 (phase 

2) 

Pembrolizumab 200mg  

 + carboplatine/pemetrexed 

Doublet de platine 

Non epidermoïde Oui Traitées Non NR NR 

Keynote 189 [62] III Tous 1 

Pembrolizumab 200mg  

 + platine/pemetrexed 

Platine/pemetrexed 

Non epidermoïde Oui Non symptomatiques Oui 
73 (18)/410 

35 (17)/206 

SG 

0.36 (0.20–0.62) 

0.53 (0.39–0.71) 

 

0.42 (0.26–0.68) 

0.53 (0.43–0.67) 

Keynote 407 [61] III Tous 1 

Pembrolizumab 200mg  

 + platine/placlitaxel 

Platine/placlitaxel 

Epidermoïde Oui Non symptomatiques Non 
20 (7) /278 

24 (9)/281 
NR 
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MC : métastases cérébrales ; CBNPC : carcinome bronchique non à petites cellules ; PMC : patients ayant des métastases cérébrales ; PSMC : patients sans métastases 

cérébrales ; HR : hazard ratio ; SG : survie globale ; SSP : survie sans progression ; NR : non renseigné

Checkmate 227 [73]  III 

>1% et <1% 

puis 

randomisés en 

deux groupes 

1 

Nivolumab 3mg/kg + Ipilimumab 1mg/kg 

Nivolumab seul 

Doublet de platine 

CBNPC Oui 
Traitées et asymptomatiques >2 

semaines avant randomisation 
Non NR NR 

IMpower 130 [74] III Tous 1 

Atezolizumab 1200mg  

 + platine/nabplaclitaxel 

Platine/nabplaclitaxel 

Non epidermoïde Oui Non symptomatiques et traitées Non NR NR 

IMpower 131 [75] III Tous 1 

Atezolizumab 1200mg  

 + platine/nabplaclitaxel 

Platine/nabplaclitaxel 

Epidermoïde Oui Non symptomatiques et traitées Non NR NR 

IM power 132 [76] III Tous 1 

Atezolizumab 1200mg + Carboplatin ou 

Cisplatin + Pemetrexed 

Carboplatin ou Cisplatin + Pemetrexed 

Non epidermoïde Oui Non symptomatiques et traitées Non NR NR 

IM power 150 [77] III Tous 1 

Atezolizumab 1200mg + Bevacizumab + 

Carboplatin  + Placlitaxel 

Atezolizumab 1200mg 

+ Carboplatin  + Placlitaxel 

Non epidermoïde Oui Traitées Non NR NR 

Deuxième ligne           

Checkmate 017 [57] III Tous 2 
Nivolumab 

Docetaxel 
Epidermoïde Oui Stable et traitées Non 

9 (7) /131 

8 (6) /129 
NR 

Checkmate 057 [56] III Tous 2 et plus 
Nivolumab 

Docetaxel 
Non epidermoïde Oui Stable et traitées Non NR NR 

Keynote 010 [58] III >1% 2 et plus 
Pembrolizumab  

Docetaxel 
CBNPC Oui Stable et traitées Non 

104 (10) / 

1034 

48 (5) /1034 

NR 

OAK [59] III Tous 2 et plus 
Atezolizumab 

Docetaxel 
CBNPC Oui Stable et traitées Non 85 (10) /765 

SG  

20,1 vs 13,0  

13,0 vs 9,4  

HR 

0,54 [0,31-0,94] 

0,75 [0,63-0,89] 
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4. Efficacité de l’immunothérapie dans les MC  
 

4.1. Rationnel de l’utilisation de l’immunothérapie dans les métastases cérébrales. 

 

Le micro-environnement (MET) des MC contient de nombreuses cellules en dehors des cellules 

cancéreuses ; incluant les cellules endothéliales, les péricytes, les fibroblastes, les cellules de 

l’immunité. La composition de la matrice extracellulaire est également différente des autres organes. 

Le MET est caractérisé par la coexistence de plusieurs types cellulaires ultra spécialisés telles que les 

cellules résidentes (microglie, astrocyte et neurone) et la présence de la BHE [30]. Les cellules 

lymphoïdes sont composées de Lymphocytes T, de Lymphocytes B et de Lymphocytes natural killer. 

Le SNC est considéré comme un « désert immunitaire » (immune desert), possédant peu ou pas de 

système de drainage lymphatique. Des études récentes remettent en cause ce dogme, révélant la 

présence en abondance de lymphocytes T mémoires centraux au sein du liquide céphalorachidien, base 

cellulaire de la surveillance immunitaire aux niveaux des méninges [78, 79]. L’observation d’une 

circulation de cellules cancéreuses et de lymphocytes du cerveau vers les ganglions cervicaux suggère 

qu’il pourrait exister une voie de drainage « cérébro-systémique » potentiellement favorisée dans les 

MC par la perte d'intégrité de la BHE [31–33, 80, 81]. Szekely et al. comparaient le MET de 17 

métastases de cancer de sein et 31 lésions primitives. Les données retrouvaient une baisse globale de 

toutes les composantes de l’immunité dans les métastases en comparaison aux tumeurs primitives. 

Chose intéressante, il existait la persistance et l’augmentation des voies de régulation conduisant à une 

immunosuppression locale au sein des métastases et une déplétion du système d’activation du 

complément. Par ailleurs, les auteurs retrouvaient dans les métastases la présence d’autres cibles de 

l’immunothérapie sauvegardées ; certaines chemokines, les molécules de signalisation STAT-3,-6, 

JAK2, et de régulation TIM3 and LAG3 [82]. Très récemment, une équipe américaine retrouvait des 

données similaires. Kudo et al. comparaient les MET de MC aux tumeurs primitives de CBNPC. Il 

existait une baisse de la molécule d’adhésion pro-inflammatoire VCAP1 dans les MC. De plus, il était 

observé une diminution de l’infiltration des lymphocytes T et une augmentation des cellules dérivées 
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de la moelle (CDM) dans les MC suggérant une immunosuppression locale et un environnement peu 

propice aux anti-PD-(L)1 [83]. Berghoff et al. observaient sur 61 coupes histologiques de MC issues 

de tumeurs pulmonaires la présence dans 26% des cas d’une expression de PD-L1 à plus de 5% [84]. 

Dans plus de 50% des cas il existait un LIT de type lymphocytes T mémoires (CD3+, CD8+ et 

CD45RO+) [84]. Les lymphocytes T mémoires sont déjà sensibilisés à un antigène dans les organes 

lymphoïdes secondaires et réagissent plus rapidement et avec une plus grande efficacité à une 

stimulation antigénique comparé à une population lymphocytaire T naïf [85]. L’infiltration 

lymphocytaire était localisée en bordure de la tumeur au niveau de la zone d’œdème péri-lésionnelle 

indiquant une migration lymphocytaire de la circulation systémique vers les MC [84]. La présence 

d’une densité élevée de CD3+ (15 vs. 6 mois ; p = 0.015), CD8+ (15 vs. 11 mois ; p = 0.030) et de 

CD45RO+ (18 vs. 8 mois ; p = 0.006) était corrélée à une meilleure survie. Il n’existait pas de 

corrélation entre l’expression de PD-L1 et la présence de LIT [84]. Mansfield et son équipe 

retrouvaient également une discordance entre PD-L1 et les LIT dans 26% des 76 couples de métastases 

cérébrales/tumeurs pulmonaires analysés. La plupart des lésions jumelées pour lesquelles il existait 

une discordance sur le statut PD-L1 étaient obtenues après un intervalle de plus de 6 mois. Les tumeurs 

de type I (PD-L1+/LIT+) étaient statistiquement plus importantes dans les lésions primitives que dans 

les MC (n = 35, 24%, IC 95% [18%-32%] ; p = 0.009) indiquant un appauvrissement immunologique 

des MC. Néanmoins, l’infiltration lymphocytaire et l’expression de PD-L1 retrouvées dans 23 paires 

de MC et de tumeurs primitives sont des éléments importants pouvant prédire une efficacité simultanée 

des anti-PD-(L)1 au niveau des deux sites [86].  

 

4.2. Efficacité de l’immunothérapie en monothérapie dans les métastases cérébrales 

 

Une petite étude rétrospective de 5 patients présentant un CBNPC et/ou une atteinte léptoméningée 

non symptomatique et non traitée par corticothérapie suggérait une efficacité intracérébrale et 
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léptoméningée du nivolumab [87]. Chez 38 patients italiens, 47.3 % d’entre eux avaient un contrôle 

de leur maladie au niveau cérébral avec une bonne tolérance globale [88]. Le contrôle de la maladie 

en intra-ou extra crânien était identique chez 43 patients français présentant des MC prétraitées (79%) 

et actives (37%) [89]. Une étude récente, évaluait l’efficacité de l’immunothérapie seule chez 255 

patients présentant des MC actives (39%), symptomatiques (14%) et traitées par corticothérapie (27%). 

Le taux de réponse à l’immunothérapie était identique dans le groupe présentant des MC (PMC) 

(20,6%) vs patients sans MC (PSMC) 22,7%, p=0,484). Le taux de réponse intracrânien était de 27,3%. 

La SSP était de 1,7 mois (PMC) contre 2,1 mois (PSMC). La médiane de SG était plus faible dans le 

groupe PMC (8,1 mois) que dans le groupe PSMC (11,4 mois, p= 0,035).  Une meilleure SG était 

corrélée à un niveau élevé du score GPA. Inversement, il existait une baisse de la SG chez les patients 

traités par corticoïdes [90].  

Peu de données issues d’études prospectives sont disponibles sur l’efficacité de l’immunothérapie dans 

les MC (Tableau 2). Toutes les études n’ont inclus que des patients ayant des MC asymptomatiques 

ou traitées. L’effectif des patients ayant des MC inclus dans ces études est faible (entre 6 et 18% de la 

population totale de l’étude) et ne reflète pas la population réelle. Aucune de ces études n’ont stratifié 

la randomisation sur la présence de MC ni d’analyse statistique par sous-groupe dédié. Une seule étude 

de phase II, évaluant l’efficacité du pembrolizumab retrouvait chez 6/18 (33%) patients présentant des 

MC non traitées de CBNPC une réponse intra-cérébrale et des effets secondaires de grade 3 ou 4 rares 

(6%) [91]. Deux analyses de sous-groupe étaient disponibles dans l’étude Keynote-024 

(pembrolizumab en première ligne contre une chimiothérapie) et l’étude OAK. Il était observé un 

bénéfice de survie dans l’étude OAK ; HR(PMC) ; 0,54 [0,31-0,94] non confirmé dans l’étude 

Keynote-024 ; HR(PMC) ; 0,73[0.20-2.62] du fait probablement d’un effectif plus réduit [59, 92].   
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4.3. Intérêt de l’utilisation de la chimiothérapie et de la radiothérapie en combinaison avec 

l’immunothérapie.  

 

La chimiothérapie ainsi que la radiothérapie n’ont pas le même site d’action et peuvent être 

synergiques avec une immunothérapie. Elles entrainent une mort cellulaire qui peut être immunogène 

conduisant à la maturation des cellules dendritiques et l’activation des cellules lymphocytaires (Figure 

4) [93, 94].  

 

Figure 3 : Vision schématique de l’impact de la mort cellulaire induite par la radiothérapie ou la 

chimiothérapie sur le cycle de l’immunité antitumorale. 1| Agent cytotoxique entrainant la lyse 

cellulaire, 2| libération de HMGB1, ATP et Calréticuline permettant la maturation et le recrutement 

des cellules dendritiques. 3| Présentation des antigènes tumoraux par les cellules dendritiques aux 

lymphocytes T (LyT) cytotoxiques naïfs. 5| Les lymphocytes T activés vont se diriger vers le site 

tumoral et l’amplification de la réaction immunitaire va se faire par l’intermédiaire de production de 

chimiokines de type CXCL9-10-11. 

 

De manière concomitante, les radiations vont permettre de libérer de nouveaux antigènes contenus 

initialement dans la cellule. Ils vont être présentés aux lymphocytes cytotoxiques par l’intermédiaire 

des complexes d’histocompatibilité de type 1 et conduire à la libération d’interferon-gamma (IFN-γ) 

[95, 96]. La libération massive d’agents immunogènes post-irradiation sur les lésions volumineuses 

permettrait d’augmenter la réaction immunitaire et son amplification par l’action de l’immunothérapie. 

La chimiothérapie va pouvoir également modifier le MET en induisant une diminution des cellules 

immunosuppressives telles que les CDM ou les lymphocytes T régulatrices au profit des cellules T 
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cytotoxiques [93, 94]. Les CDM sont au niveau cérébral des cibles importantes puisqu’elles sont 

impliquées dans le mécanisme d’angiogenèse et de résistances aux thérapeutiques anti-angiogéniques. 

De plus, les CDM contribuent à la colonisation et à la croissance impliquée dans le processus 

métastatique [30].  L’administration d’agents cytotoxiques et de radiothérapie permettrait de convertir 

une tumeur immunologiquement « froide » (peu infiltrée par les lymphocytes T cytotoxiques) en une 

tumeur « chaude » via des mécanismes pro-inflammatoires et par le déclenchement d’une réaction 

immunitaire, amplifiée par un anti-PD-1 ou PD-L1 (figure 6).  

 

 

Figure 4 : Evolution schématique après administration de chimiothérapie et/ou de radiothérapie dans 

le temps d’une tumeur immunologiquement « froide » (A) et peu infiltrée par les lymphocytes T (flèche 

rouge) en tumeur « chaude » (B), très inflammatoire dont la réaction immunitaire peut être amplifiée 

par l’action de l’immunothérapie. 

 

4.4. Efficacité des combinaisons de l’immunothérapie et de la radio/chimiothérapie dans les 

métastases cérébrales 

 

Les données d’efficacité ont été bien démontrées pour les associations immuno- chimiothérapies dans 

les CBNPC métastatiques [62]. Le bénéfice d’une immunothérapie post-irradiation thoracique a 

démontré une amélioration de la SG dans les CBPNC de stade III traités par radio-chimiothérapie 

concomitant [97]. Les seules données à notre disposition concernant les études de phase III sont celles 
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de l’étude Keynote 189 (Tableau 2). Cet essai évaluait en première ligne la combinaison du 

pembrolizumab associé à une chimiothérapie contre une chimiothérapie seule. Il existait une 

amélioration de la survie globale et de la survie sans progression en faveur du bras immunothérapie-

chimiothérapie. Il existait un bénéfice plus marqué à la fois sur la survie globale dans le groupe PMC, 

HR ; 0.36 [0.20–0.62] contre HR ; 0.53 [0.39–0.71] dans le groupe PSMC, mais également sur la SSP, 

HR(PMC) ; 0.42 [0.26–0.68] contre HR(PSMC) ; 0.53 [0.43–0.67] [62]. Au niveau des MC 

l’association d’une radiothérapie à une immunothérapie a démontré une efficacité en pré-clinique chez 

la souris et dans les mélanomes métastatiques au niveau cérébral [98–100].  Une étude très récente, 

rétrospective, étudiait le bénéfice d’une immunothérapie concomitante à une RST chez 85 patients 

présentant des MC de CBNPC. Il n’existait pas de bénéfice sur la diminution des lésions entre les deux 

groupes. Néanmoins, il était observé une fonte plus importante des lésions cérébrales de plus de 

500mm3 dans le groupe immunothérapie et une diminution du temps de réponse. Contrairement aux 

études réalisées dans le mélanome, il n’existait pas d’amélioration sur la survie [101]. Une étude 

rétrospective américaine identifiait 51 patients (CBNPC, carcinome bronchique à petites cellules, 

mélanome, carcinome épidermoïde de la tête et du cou) présentant des MC dont 30 avaient des MC 

symptomatiques. Ils étaient traités soit par nivolumab, pembrolizumab, durvalumab, atezolizumab, 

ipilimumab ou par une combinaison d’immunothérapie. Ils pouvaient bénéficier d’une irradiation 

complémentaire. La médiane de SG était dans le groupe CBNPC de 7,2 mois. Il était retrouvé une 

baisse de la SG chez les patients traités par une immunothérapie seule versus une combinaison 

d’immunothérapie associée à une radiothérapie ou une chirurgie [102]. Aucune étude de phase III n’a 

pour l’heure été publiée sur le bénéfice d’une association d’immunothérapie à une radiothérapie 

concomitante dans les MC et les nombreux essais en cours devraient apporter plus de réponses dans 

les années à venir. 
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5. Intérêt des approches transcriptomiques dans le cadre de l’immunothérapie et hypothèse 

de recherche dans les métastases cérébrales. 

 

A l’ère de l’intelligence artificielle et de « l’omique », le développement d’outils numériques 

perfectionnés ont permis de mieux décrypter le patrimoine génétique des métastases cérébrales et 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Une étude préliminaire sur des microsphères de MC 

identifiait 30 gènes associés statistiquement à une mauvaise survie. Les gènes étaient impliqués dans 

l'adhésion cellulaire, les réarrangements du cytosquelette, la prolifération cellulaire et de la 

tumorigenèse [103]. Plus tard, Gentles et al. comparaient l’expression génique de 18000 cancers 

répartis en 39 types différents pour lesquels les données cliniques de survie étaient disponibles. Les 

auteurs mettaient en évidence le rôle favorable des gènes impliqués dans la réponse immunitaire sur 

la survie globale suggérant un rôle clef du micro-environnement immunitaire [49]. La recherche de 

nouveaux biomarqueurs ciblant le micro-environnement tumoral est devenue indispensable après 

l’émergence de l’immunothérapie. Plusieurs signatures transcriptomiques ont été associées à une 

meilleure efficacité des inhibiteurs des points de contrôles immunitaires [104]. Les signatures 

prédictives comportaient des gènes impliqués dans l’immunité Th1, la présentation de l’antigène et la 

signalisation de l’IFN-γ [104]. Plus récemment, Ayers et al. mettaient en évidence une signature 

prédictive composée de profil d’expression de 18 gènes (PEG) dans des tumeurs traitées par du 

pembrolizumab et pour lesquelles les données de survie étaient disponibles. La signature prédictive 

PEG était composée de gènes impliqués dans plusieurs voies de signalisation ; IFN-γ, points de 

contrôles et d’activation lymphocytaires, présentation antigénique et de l’immunité innée [105]. La 

signature PEG était contrôlée dans une étude prospective sur 475 patients traités par pembrolizumab 

(20 types de cancer). Il existait une relation entre la SSP et le niveau de PEG (n=203, p=0.017) [106]. 

D’autres signatures issues du PEG ont démontré leur efficacité dans la prédiction des anti-PD-(L)1 ; 

exemple de la tumor inflammation signature (TIS) [107]. La signature PEG n’a pas été réalisée sur les 

MC de CBNPC. Les données transcriptomiques sont principalement issues d’une étude américaine 



40 

 

ayant comparé le MET des MC et des tumeurs pulmonaires primitives mettant en évidence une 

immunosuppression locale sans pour autant établir de lien avec l’efficacité de l’immunothérapie [83]. 

Nous faisons l’hypothèse que le microenvironnement tumoral des MC n’est pas favorable à l’efficacité 

des anti-PD-1/PD-L1 à l’aide de plusieurs signatures génomiques prédictives (PEG, TIS). Notre 

objectif principal est d’identifier les caractéristiques du microenvironnement tumoral des MC qui 

diffèrent des tumeurs primitives pulmonaires. Notre objectif secondaire est de corréler les 

caractéristiques du microenvironnement tumoral des MC avec l’efficacité clinique de 

l’immunothérapie. Nous proposons ici une étude dont l’objectif principal est une analyse comparative 

du MET de MC et de CBNPC dans le but de fournir un aperçu mécanistique de la réponse à 

l’immunothérapie et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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Key message: 

 

Tumor microenvironment of non-small cell lung cancer brain metastases are depleted in immunity 

cells and immune chemokines compared to primary lung tumors. CCL21 could potentially be a 

therapeutic target in patients with brain metastases. Tumor infiltrating signature is well correlated with 

the immunotherapy efficiency, including in brain metastases.    
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Abstract:  

Background: Immune landscape characterization of non-small cell lung cancer (NCSLC) brain 

metastases (BM) is key for providing mechanistic insights about BM immunotherapy response and to 

identify new therapeutic targets in BM. 

 

Material and methods: 85 BM and 14 matched lung primary tumors were collected from patients 

with treatment-naïve NSCLC. RNA was profiled with the NanoString PanCancer IO360 panel 

(NanoString Technologies, Inc). Genes signatures including the Tumor Inflammation Signature (TIS) 

were calculated for each sample and compared between BM and lung primary tumors. Clinical 

response was assessed according to RECIST 1.1. 

 

Results: BM were associated with reduced immune infiltrate than primary lung tumor in unsupervised 

analysis. BM have lower signature scores for multiple immune cell types, including B cells, mast cells 

and T cells. Signatures associated with cytotoxicity and IFN-γ pathways and the expression of multiple 

checkpoint (IDO1, CTLA-4, PD-L2, TIGIT, PD-1) were lower in BM. In paired analysis, CCL21 were 

chemokine was the most downregulated genes in BM. Immunotherapy was administered to 23 

patients; 22 with an anti-PD-1, one patient with a combination for an overall objective response rate 

of 25% and a median overall survival of 21,2 months to immunotherapy. TIS was correlated to 

immunotherapy response in BM (AUC=0.824). RAD50 and P4HA2 were the most downregulated 

genes in responders compared to non-responders.  

 

Conclusion: The same immune signatures are associated with response to immunotherapy in BM as 

in primary tumors, despite an overall reduced immune presence in the BM. CCL21 may represent a 

novel therapeutic target for NSCLC with BM. 
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Introduction   

Brain metastases (BM) are commonly found at time of diagnosis in non-small cell lung cancer 

(NCSLC) and is one of the most common organ sites of metastasis. Up to half of all NCSLC patients 

eventually develop BM during their clinical course [1–3]. The occurrence of BM is associated with 

poor prognosis, promoting disabling neurologic complications and death in NSCLC patients. This is 

notably because systemic anticancer therapies might not reach effective concentration in the central 

nervous system (CNS) due to the blood–brain barrier (BBB) and are less effective than in extra-CNS 

disease [4]. This “BBB effect” may not matter for immunotherapy that peripherally activates pre-

existing anti-tumor lymphocytes that can cross the BBB and infiltrate de CNS [5–7]. As result, anti-

PD-1/PD-L1 immune checkpoint inhibitors represent a potential active systemic treatment in BM. 

Unfortunately, a majority of prospective trials with immunotherapy exclude NSCLC patients with 

untreated or treated BM due to the known use of corticosteroids to reduce the effectiveness of 

immunotherapy and the risk of post-radiotherapy radionecrosis that may imitate tumor progression [8]. 

Preliminary and real-life studies suggest a clinical benefit with anti-PD-1 in these BM patients [9]. 

Hendricks et al. found an overall response rate to immunotherapy regardless of BM status [10].  

Cerebral microenvironment contains a unique extracellular matrix and a tissue resident including 

astrocytes, microglia and neurons that differentiate the normal brain to other tissues protected by 

BBB [11]. BM microenvironment characteristics and immune composition are not well known. 

There is a positive correlation between survival and tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) in patients 

with BM [12].  Mansfield et al. suggest that BM exhibit lower TIL and lower PD-L1 expression that 

the primitive lesions [13]. Kudo et al. found that lower immune infiltration was linked to a decrease 

in adhesion molecule VCAP1 expression. A decrease in pro-inflammatory chemokines secretion 

disrupting cytotoxic T-cells trafficking within metastases was described [14]. Beyond this cold 

cluster of BM, it is important to establish the link between this cerebral particularism and the 

efficiency of immunotherapy, which has not yet been demonstrated. 
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In this study, we explore whether the immune microenvironment of BM differs from paired lung 

primary tumors and whether biomarkers associated with response to immunotherapy can be 

identified in BM.  

Material and methods  

Clinical data  

We included 85 consecutive patients who undergone NSCLC BM surgery neurosurgery department at 

Hospices Civils de Lyon (HCL) between 2013 and 2018. The inclusion criteria were patients with 

histologically proven NSCLC BM and available samples. Patients had to have not received systemic 

or local treatment other that BM surgery prior to brain or pulmonary biopsies. Epidemiological, 

clinical, pathological and molecular data were retrospectively collected from informatic medical charts 

using a case report form. The revised Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 1.1 (RECIST) 

were used to evaluate NSCLC response to immunotherapy. All participants gave written consent, and 

we obtained approval by a local independent ethical committee. 

 

Tissue samples.  

Eighty-five BM and 14 matched lung primary tumor treatment-naïve biopsies were collected. All 

samples are formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE). Pathological diagnosis was reviewed by two 

expert pathologists (MC and DM). 

CD8 and PD-L1 immunohistochemistry.  

Standard 4-µm FFPE sections were submitted to immunohistochemical (IHC) analysis using a PD-L1 

antibody (QR1 antibody, Diagomics, Blagnac, France, dilution 1/100 ; Optiview revelation kit) and 

CD8 antibody (C8/144B, Dako/Agilent, Santa Clara, CA, USA) on a Ventana automated staining 

platform (Benchmark Ultra, Tucson, AZ, USA). PD-L1 staining was scored using the tumour 

proportion score (TPS) as previously described [15]. PD-L1 expression was considered as positive 

if TPS ≥ 1%, and as high if TPS > 50%. CD8 stained was characterized as percentage of global 
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mononuclear inflammatory cells who occupied the tumor stroma area and was considered high if 

≥10%. According to the classification from Teng et al. four groups of BM samples were defined as 

follow: adaptative immune resistance (AIR) when PD-L1 and CD8 expressions were high, 

immunological ignorance (ImI) when their expression was null, immunological tolerance (IT) as CD8 

high/PD-L1low, intrinsic induction (InI) as CD8 low/PD-L1high [16].  

 

RNA extraction and analysis  

RNA was extracted from 3 FFPE 10µm-slides using Roche kits (ROCHE-FFPET-025). The 

expression of 760 immune-related genes was quantified using Nanostring PanCancer IO-360, as 

recommended by the manufacturer and moderated using 40 housekeeper genes. Data were analysed 

with nSolver 2.6 software (Nanostring®, Technologies, Inc). As described, 45 gene signatures 

describing the immune response, tumor biology, and the tumor microenvironment, including the 

Tumor Inflammation Signature (TIS). An investigational 18-gene signature of a suppressed adaptive 

immune response that enriches for clinical response to pembrolizumab were calculated for each sample 

[17].  

 

Statistical analysis  

Descriptive statistics were carried out to estimate the frequency of differential PD-L1 and CD8 

expression. The Kaplan-Meier method was used for survival analyses. A p-value of <0.05 was 

considered significant, and statistical analyses were performed using R Version 1.1.456, RStudio 

(Boston, MA, USA). Differential mRNA expression was measured with the nCounter® technology, 

provided by Nanostring Technologies. Preparation and analyses were performed according to 

manufacturer’s protocol using The PanCancer IO 360™ gene expression panel, including 770 genes 

and the IO 360 Analysis Service. Normalization was performed by correcting for the expression of 

technical controls and 30 housekeeper genes included in the panel. Forest plot statistics represent non-
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adjusted p-values calculated from linear regression analysis. Differential expression volcano plots of 

individual genes show paired or unpaired FDR-adjusted p-values calculated from linear regression 

analysis. 

 

Results 

Clinical and treatment history 

Clinical characteristics are displayed in Table 1. There were 73 (86%) adenocarcinomas, six squamous 

cell carcinomas (7%), two undifferentiated (2%) and four tumors (5%) of others NSCLC histology. 

Samples were mostly whole-tissue sections (brain metastasis n = 59, 69%; lung tumor n = 14, 100%). 

Forty-three patients (51%) were treated with systemic corticosteroids prior to neurosurgery with a 

mean dose of 89 milligrams of prednisolone equivalent. Brain-directed irradiation was given to 50 

patients (59%), with whole brain irradiation in 16 patients (32%) or stereotactic irradiation in 24 (48%). 

Immunotherapy was administered to 23 patients (27%). Twenty-two patients received an anti-PD-1 

monotherapy, mostly in second-line setting (17/23, 74%). Three patients received pembrolizumab as 

first-line treatment and one patient received a combination of chemotherapy with pembrolizumab and 

ipilimumab. Overall Response Rate (ORR) in 2nd line and more was 16% and Progression Free 

Survival (PFS) was 6,4 months. ORR in first line was 33% and PFS was 8.3 months.    
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Table 1: Clinico-pathological characteristics 

 

 

PD-L1 and CD8 immunohistochemistry 

Due to the availability of the material, the determination of PD-L1 and CD8 expression was performed 

in 11 BM/lung tumor pairs. Concordance of PD-L1 expression and CD8 in paired brain metastasis and 

lung tumors was 36% and 75% respectively. BM samples were classified AIR, ImI, IT, InI in 22(26%), 

27(32%), 14(16%) and 22(26%) respectively. PD-L1 and CD8 staining samples were considered as 

high in 44 (%) and 36 (%) and low in 41(%) and 49 (%) respectively.  

 

Overall survival 

The overall survival (OS) was 21,2 months, IC95% [16-30,7] (Figure 1). Median OS (mOS) was better 

for AIR group; mOS 31,6 months, IC95% [21.9 NA] compared with other groups (mOS IT= 28.5 

months, IC95%[14.8 NA], mOS InI=9.2 months, IC 95% [6.3 36.9], mOS ImI=17.1 months, IC95% 

[12.6 33.8], p= 0,05). Accounting for all groups, the OS was correlated with CD8 expression, mOS 

(CD8 high) = 30.7 months, IC 95%[23.9-NA] vs 16.0 months, IC95% [9.4-27.2] in CD8 low group, 

p= 0,01 (Figure 1). There was no significant difference in OS based on PD-L1 expression.  



49 

 

 

Figure 1: Overall survival, [A] in the general population and [B] according to CD8 status in BM.  

 

Immune gene expression in brain metastasis  

We analyzed 760 immune related genes expression in brain metastasis (n=83, two samples excluded) 

and paired lung tumor (n=14) using Nanostring PanCancer IO-360. Unsupervised hierarchical 

clustering revealed the presence of 3 distinct phenotypes based on immune signature scores. Cold 

cluster was defined as having low levels of immune gene activity compared to intermediate and hot 

cluster (Figure 2). Brain metastasis were enriched in cold cluster (31%) vs primary lung (14%), 

p=0.012 (Figure 2).  
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Figure 2: Immune related gene expression in brain metastasis and primary lung tumor. Differentially 

expressed immune-associated genes (n=46) were identified as described in the Methods section and 

depicted in the heat map. Rows denote that genes and columns represent samples lowest expression is 

figured by blue brightness to red for the highest (relatively up-regulated, yellow; down-regulated, 

blue). Tissue types are represented in the accompanying legend (brain metastases blue, primary lung 

orange). 

 

Using differential expression analysis, BM were observed to had lower signature scores for multiple 

immune cell types vs lung tumors, including B cells (-1.7 log2 FC, p < 0.001), mast cells (-2.7 log2 

FC, p < 0.001), T cells (-1.3 log2 FC, p < 0.001), and numerous other cell types. Additionally, we 

observed significantly lower scores for signatures associated with cytotoxicity, IFN-γ, IDO1, CTLA-

4, PD-L2, TIGIT and PD-L1 expression. No specific genes were upregulated in BM. (Figure 3). 
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Figure 3: Unpaired analysis of differential gene expression between primary lung and brain 

metastases. [A] CD8 expression and [B] log2 fold change of immune gene expression. 

 

In paired analysis, CCL21 was the most downregulated genes in BM (-4.7 log2 fold change, p < 0.001) 

compared to lung primary tumor (Figure 4). 
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Figure 4: Immune- gene expression log2 fold change between lung and brain tumor. Paired analysis 

reveals than CCL21 chemokine is the most downregulated in brain metastasis compared to primary 

lung. 

 

Response to immunotherapy  

We examined the association of the gene signatures with response to immunotherapy. Responder were 

more likely found in AIR group and TIS was higher than in other groups, which confirms the results 

obtained by IHC. For all, TIS was lower in BM compared to primary lung. Additionally, there was a 

greater increase in immunosuppression through gene expression of myeloid cells, regulatory T cells 

and immune inhibitors by way of the system PD-1/CTLA-4/IDO1. Interestingly, in the AIR group, 

there was a large lymphocyte population (CD8, T-cell) and high immune gene expression. Despite the 

lower immune infiltrate within the BM when compared to lung tumors, higher immune signatures 

scores in the BM were associated with better response. In an unpaired analysis, multiple immune 
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signatures scores were higher in the BM of responders when compared to the BM of non-responders, 

including TIS (p=0.012), T-cells (p=0.005), Lymphoid (p=0.006), inflammatory chemokines 

(p=0.004), CTLA-4 (p=0.02), PD-L1 was not significant. TIS was also associated with response to 

anti-PD-1 in BM by ROC curve analysis (AUC=0.824) (Figure 5). 

   

Figure 5: Efficiency of immunotherapy according to TIS and immune gene expression. [A] TIS 

expression between responder group and non-responder. [B] TIS correlation with response to 

immunotherapy. [C] Immune gene expression according Log2 fold change. 

 

In coupled analysis, we looked whether there was a specific immune-gene regulation between 

responders and non-responders. We found that RAD50 (-0.76 log2 FC, p < 0.001) and P4HA2 (-1.08 

log2 FC, p = 0.006) were the most downregulated genes in responders compared to non-responders.  
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Discussion:  

Comparing the microenvironment landscape between the BM and primary NSCLC found an overall 

decrease in immune genes expression and of IFN-γ in BM. These data confirmed the previous results 

obtained in other studies [14, 18]. Ayers et al. observed a lower efficiency of anti-PD-1 in tumors with 

low IFN-γ expression [19]. On the other hand, the low IDO1, PD-L1, CTLA-4, PD-L2, TIGIT 

expression could lead to a limited efficiency of the immunotherapy and of new therapeutic agents 

under development as TIGIT and CD96 [20]. In our study we found a low expression of chemokines 

in BM. Indeed, when we compared BM and primary tumors gene expression, the chemokine C-C 

ligand 21 (CCL21) came out as the most downregulated. Interestingly, CCL21 is produced by the 

blood brain barrier cells and is involved in the leukocyte cells extravasation [21]. In mice, intra-tumoral 

CCL21 injection allowed for CD8+ and CD4+ recruitment [22]. In humans, these data were confirmed 

in a phase I vaccination trial. Out of 16 patients, 54% had intra-tumoral T lymphocytes CD8+ 

infiltration after CCL21 injection and PD-L1 mRNA was concomitantly increased [23]. Nevertheless, 

CCL21 vaccination did not appear to increase overall survival in a Phase 2 trial [24]. Therefore, CCL21 

could be a promising drug in combination with an anti-PD-(L)1 in patients with BM. Although we 

found a low PD-L1 rate in BM, the all lines combined ORR was 25% and the mOS was 21.2-months. 

This survival was increased compared to previous studies [23]. The mean survival of our cohort is 

closer to the survival of oligometastatic patients (26 months in 757 patients) than of all patients with 

BM (12 months in 1833 patients) [25, 26]. The difference in mOS may be explained by a good 

performance status, a surgical management of all BMs and an EGFR-mutation found in 6 tumors. 

Survival was better in patients with high CD8+ expression. A review from Fridman et al. highlighted 

a favorable effect of CD8+ T lymphocytes on survival in the NSCLC [27]. On the other hand, the 

response rate to immunotherapy was close to that observed in the literature: Hendricks and colleagues 

found an ORR of 20.6%., Goldberg et al., reported a brain response in 33% of cases and an Italian 

study showed a disease control of 47.3%. [7, 10, 28]. In responding patients, we observed a good 
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correlation between TIS and the response to immunotherapy as beforehand described [17]. TIS was 

systematically lower in BM including in responding tumors compared to primary lung tumors. An 

increase in local immunosuppression through the recruitment of myeloid cells, regulatory T cells and 

immune inhibitors as also been previously showed by Kudo and colleagues [14]. T lymphocytes 

regulators have an important immunosuppressive role in the brain (reviewed in [11]). Tumor-related 

myeloid cells produce few pro-inflammatory markers and key lymphocyte co-activation molecules. 

On the other hand, a decrease in CD4+ lymphocytes in presence of T cells regulator was reported. 

When T lymphocytes regulator were blocked by an anti-CD25 antibody, the anti-tumor function of 

cytotoxic T lymphocytes was restored in a murine model [11]. Beyond an immunosuppressive tumor 

environment, there are DNA repair structure disorder within the tumor. We highlighted in all 

responders an inhibition of RAD50 and P4HA2. RAD50 is involved in DNA repair mechanisms within 

the MRE11-RAD50-NBS complex [29]. Increased RAD50 expression is associated with enhanced 

cancer susceptibility and chemoresistance in breast and stomach cancers [30, 31]. One study observed 

more radio-resistance in NSCLC cell lines achieved after resection and chemo-sensitization in RAD50 

suppressed tumors [32, 33]. There is no data available on the relationship between the efficiency of 

immunotherapy and RAD50 or P4H2 decreased expression. One of the hypotheses could be linked to 

an increase in the tumor mutational burden due to the lack of tumor DNA repair leading to cell death. 

Indeed, the role of tumor mutational burden in the efficacy of immunotherapy in NSCLC has been 

demonstrated and the role of RAD50 in the efficiency of immunotherapy will need complementary 

studies [34, 35]. One bias of this study is the selection of patients with operated or oligometastatic BM 

that could have caused an increased OS. Also, the lack of some clinical data did not allow us to 

stratified patients according to the prognostic score Lung-mol GPA. To confirm our results, a 

comparative study with a NSCLC control population should be carried out. 
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Conclusion    

Characterization of the immune landscape of BMs of NSCLC is important to provide mechanistic 

insight of the immunotherapy response as well as to identify new therapeutic targets. By profiling a 

cohort of BM and matched primary tumors, we identify location-specific transcriptional differences 

between the tumor sites. Furthermore, we demonstrate that the same immune signatures are associated 

with response to immunotherapy in BM as in primary tumors, despite an overall reduced immune 

presence in the BM. CCL21, involved in leukocyte cell trafficking, may represent a novel therapeutic 

target for NSCLC patients presenting BM. Future validation studies will provide support for these 

preliminary observations.  
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PARTIE III : CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Le micro-environnement des métastases cérébrales est peu propice à l’immunothérapie du fait d’une 

diminution de l’infiltration immunitaire, d’une diminution du chimiotactisme et de la présence d’une 

population cellulaire immunosuppressive. Néanmoins, l’efficacité de l’immunothérapie est 

comparable à celle observée dans des sites extra-cérébraux. Dans notre étude, nous avons identifié 

CCL21 comme une nouvelle cible potentielle chez les patients présentant des MC ainsi qu’une baisse 

de RAD50 chez les patients répondeurs à l’immunothérapie. Ces résultats doivent être confirmés par 

des études complémentaires. Pour cela, nous allons comparer les résultats obtenus sur les couples 

appareillés MC/tumeurs pulmonaires à une cohorte de tumeurs pulmonaires externe soumise au même 

panel de gènes. Cette analyse ancillaire nous permettra de rechercher une spécificité génique dans la 

population de tumeurs pulmonaires métastatiques au niveau cérébral vs non métastatique. D’autre part, 

il pourrait être envisagé de nouvelles explorations concernant RAD50 sur des lignées cellulaires de 

métastases cérébrales afin de mieux comprendre le rôle de cette protéine dans l’efficacité de 

l’immunothérapie et de confirmer les données de notre étude de potentiel nouveau biomarqueur dans 

un essai clinique dédié. Enfin, la poursuite de la compréhension des mécanismes cellulaires impliqués 

dans l’efficacité de l’immunothérapie devrait apporter de nouvelles pistes thérapeutiques et permettre 

d’améliorer le pronostic des patients atteints de MC.    
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE  

CONTEXTE : Les métastases cérébrales (MC) dans les cancers bronchiques non à petites cellules 

(CBNPC) sont associées à un mauvais pronostic et à une résistance au traitement systémique. La 

caractérisation du micro-environnement immunitaire des MC permettrait de fournir un rationnel à 

l’utilisation de l’immunothérapie et d’aider à l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. 

 

MATÉRIELS ET MÉTHODES : 85 MC de CBNPC avancés naïfs de tout traitement et 14 tumeurs 

primaires pulmonaires appariées ont été collectées. L’expression de 770 gènes impliqués dans la 

réponse immunitaire a été évaluée par le panel PanCancer IO360 (NanoString Technologies, Inc). Les 

données ont été comparées entre MC et tumeurs primitives. La réponse objective aux anti-PD-1 a été 

évaluée selon les critères RECIST 1.1. 

 

RÉSULTATS : L'environnement immunitaire tumoral des MC était plus « froid » comparativement 

aux CBNPC primitifs, avec 92% des MC dans le cluster « froid » et 58% des tumeurs primaires dans 

le cluster « chaud ». L’expression de gènes caractérisant les différents types de cellules immunitaires 

étaient réprimés dans les MC par rapport aux tumeurs primitives, notamment pour les lymphocytes B 

(-1,7 log2 FC, p < 0,001), les mastocytes (-2,7 log2 FC, p < 0,001) et les lymphocytes T (-1,3 log2 FC, 

p < 0,001).  L’expression des gènes associées aux lymphocytes cytotoxiques, aux voies IFN-γ, IDO1, 

CTLA-4, PD-L2, TIGIT et PD-1 étaient plus faibles dans les MC. En analyse pairée, la chimiokine 

CCL21 était le gène le moins exprimé dans les MC (-4,7 log2 FC, p < 0,001). La signature immunitaire 

tumorale était corrélée à la réponse à l’immunothérapie dans les MC (AUC=0,824). La répression de 

l’expression de RAD50 (-0,76 log2 FC, p < 0,001) et de P4HA2 (-1,08 log2 FC, p = 0,006) étaient 

associées à la réponse à l’immunothérapie par anti-PD-1. 

 

CONCLUSION : Le micro-environnement immunitaire est moins favorable à l’efficacité des anti-

PD-1 dans les MC que dans les tumeurs primitives. La chimiokine CCL21 pourrait être une nouvelle 

cible thérapeutique dans les MC des CBNPC. 
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