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Résumé 

En 2008, le laboratoire a montré pour la première fois la présence de structures lymphoïdes 

tertiaires (TLS) au sein de tumeurs solides, les cancers du poumon non-à-petites cellules (NSCLC) 

et leur association à un pronostic plus favorable. Ces structures sont le siège du développement de 

réponses anti-tumorales, cellulaires et humorales. Au plan anatomique, les TLS ressemblent à des 

ganglions lymphatiques et partagent des mécanismes de genèse similaires. L’implication du 

système nerveux périphérique (SNP) dans la genèse des organes lymphoïdes secondaires a été 

suggérée mais son rôle dans la genèse des TLS n’est pas documenté. Nous avons émis l’hypothèse 

que le SNP participe à la néogenèse des TLS.  

Les objectifs de mon travail ont été d’étudier le rôle des fibres nerveuses sympathiques dans 

la formation et le maintien des TLS en utilisant des modèles murins tumoraux et non tumoraux 

d’inflammation pulmonaire, ainsi que de caractériser les fibres nerveuses présentes dans les 

tumeurs de patients atteints d’un carcinome du poumon non à petites cellules.  

Une méthode d’imagerie 3D (piDISCO+) que j’ai adaptée m’a permis d’étudier la 

localisation des fibres nerveuses et des TLS présentes dans les biopsies tumorales fixées et incluses 

en paraffine (FFPE), en collaboration avec l’équipe du Dr. Brunet (Collège de France). Les 

marquages 3D de ces biopsies ont permis de visualiser et localiser réseau vasculaire, fibres 

nerveuses et cellules immunitaires. Après le traitement des biopsies tumorales FFPE effectué pour 

l’imagerie 3D, une extraction des protéines a pu être faite, grâce à un tampon optimisé. Des 

protéines de hauts ou bas poids moléculaires, phosphorylées ou non, ont pu être détectées à partir 

de ces biopsies FFPE traitées pour l’imagerie 3D, ce qui n’avait jamais été rapporté.  

Parallèlement, j’ai développé deux modèles murins d’inflammation pour étudier le rôle des 

fibres nerveuses sympathiques dans la mise en place des TLS. Le premier utilise des injections 

intranasales de lipopolysaccharide (LPS) chez des souris C57Bl/6 immunocompétentes. Ce modèle 

m’a permis d’établir une cinétique d’apparition et de régression des TLS, de montrer que l’injection 

de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) détruit en grande partie les fibres nerveuses sympathiques et 

s’accompagne d’une réduction majeure du nombre des TLS dans les poumons de souris ayant reçu 

du LPS, comparativement aux souris contrôles. Ces souris traitées avec la 6-OHDA et le LPS 

montrent de plus un infiltrat diffus de lymphocytes B et T au sein du parenchyme pulmonaire, 

suggérant un rôle direct ou indirect des fibres sympathiques dans l’organisation des cellules 

lymphoïdes au sein du tissu pulmonaire inflammatoire.  

Le modèle tumoral pulmonaire que j’ai alors développé, fondé sur l’injection par voie 

intraveineuse de cellules de carcinome pulmonaire murin, est marqué par l’induction de TLS et 

une croissance tumorale rapide. Dans ce modèle, j’ai montré que les souris traitées avec la 6-OHDA 

présentaient des agrégats lymphoïdes plutôt que des TLS – ceux-ci étant de taille réduite et en 

nombre réduit. Une analyse détaillée par imagerie 3D, menée en collaboration avec le Dr. Brunet 

a montré que ces rares TLS étaient retrouvées près des fibres sympathiques résiduelles. L’ensemble 

de ces données indiquent que 1) des fibres nerveuses sympathiques sont présentes dans les tumeurs 

NSCLC de patients ; 2) la déplétion de ces fibres a un profond impact sur la formation et la taille 

des TLS dans les modèles murins étudiés. Dans une situation inflammatoire transitoire induite par 

le LPS, les TLS sont quasiment absentes. Dans une situation inflammatoire tumorale aiguë, la forte 

diminution de la présence des fibres sympathiques s’accompagne d’une diminution du nombre et 

de la taille des TLS et de la présence d’agrégats lymphoïdes.  

Mon travail ouvre la voie à une étude approfondie de l’impact des fibres nerveuses 

sympathiques sur la genèse des TLS et le développement tumoral et à une analyse intégrée de 

l’architecture des tumeurs solides et des protéines parties prenantes de cette architecture et de son 

évolution. 
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Abstract  

In 2008, our laboratory demonstrated the presence of tertiary lymphoid structures (TLS) in 

non-small-cell lung carcinoma (NSCLC) and their association with a more favourable prognosis. 

These structures are the site of cellular and humoral anti-tumor responses development. 

Anatomically, TLS look like lymph nodes and share similar genesis mechanisms. Peripheral 

nervous system (PNS) involvement has been suggested in the genesis of secondary lymphoid 

organs, but it is not documented for TLS. We hypothesized that SNP is involved in the neogenesis 

of TLS in NSCLC tumors.  

The objectives of my work were to study therefore the role of sympathetic nerve fibers in 

the formation and maintenance of TLS using tumoral and non-tumoral mouse models of pulmonary 

inflammation, as well as to characterize nerve fibers in NSCLC tumors.  

A 3D imaging method (piDISCO+) that I adapted allowed me the study of the location of 

nerve fibers and TLS presence in tumor biopsies fixed and embedded in paraffin (FFPE), in 

collaboration with the team of Dr. Brunet (Collège de France). The 3D stainings of these biopsies 

made it possible to visualize and locate vascular network, nerve fibers and immune cells. After the 

treatment of FFPE tumor biopsies performed for 3D imaging, a protein extraction was made, thanks 

to the setting of an optimized buffer. High- and low-molecular weight proteins, phosphorylated or 

not, could be detected from these FFPE biopsies treated for 3D imaging, which had never been 

performed before.  

In parallel, I developed two mouse inflammation models to study the role of sympathetic 

nerve fibers in the generation of TLS. The first model uses intranasal injections of 

lipopolysaccharide (LPS) in immunocompetent C57Bl/6 mice. This model allowed me to establish 

the kinetic of the onset and regression of TLS. The injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) 

largely destroyed sympathetic nerve fibers and was accompanied by a marked significant reduction 

in the number of TLS in the lungs of mice that received LPS, as compared to control mice. These 

mice treated with 6-OHDA and LPS also showed a diffuse infiltrate of B and T lymphocytes within 

the pulmonary parenchyma, suggesting a direct or indirect role of sympathetic fibers in the 

organization of lymphoid cells within inflammatory pulmonary tissue.  

The pulmonary tumor model that I also developed, based on intravenous injection of murine 

pulmonary carcinoma cells, was marked by TLS induction and rapid tumor growth. In this model, 

I showed that mice treated with 6-OHDA had essentially lymphoid aggregates rather than TLS, the 

latter being smaller and in reduced numbers. Detailed analysis by 3D imaging performed in 

collaboration with Dr. Brunet showed that these rare TLS were mostly found near the residual 

sympathetic fibers. All of these data indicate that i) sympathetic nerve fibers are present in NSCLC 

tumors; ii) the depletion of these fibers has a profound impact on the formation and size of TLS in 

the mouse models studied. In a transient inflammatory situation induced by LPS, TLS were almost 

absent. In an acute tumor inflammatory situation, the decrease of sympathetic fibers is 

accompanied by a decrease in the number and size of TLS and the presence of lymphoid aggregates.     

           Thus, my work paves the way for an in-depth study of the impact of sympathetic nerve fibers 

on the genesis of TLS and tumor development and for an integrated analysis of the architecture of 

solid tumors and proteins involved in this architecture and its evolution. 
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Abréviations  
 
2 : récepteur  adrénergique 2 

3 : récepteur  adrénergique 3 

7-nAChR : sous-unité -7 du récepteur nicotinique à l’acétylcholine   

9-nAChR : sous-unité -9 du récepteur nicotinique à l’acétylcholine  

4-DAMP : 1,1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperedinium iodide  

6-OHDA : 6-hydroxydopamine  

ACh : acétylcholine  

ADCC : cytotoxicité à médiation cellulaire anticorps-dépendante 

AID : activation-induced cytidine deaminase  

ALK : anaplasic lymphoma kinase  

AMPc : adénosine monophosphate cyclique  

ATP : adénosine triphosphate  

BALT : bronchus-associated lymphoid tissue  

BCPO : broncho-pneumopathie obstructive chronique  

BDNF : brain-derived nerve factor  

BLN : brachial lymph node  

BRAF : V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 

ccRCC : clear cell Renal Cell Carcinoma  

CG : centre germinatif 

Chrm1 : récepteur cholinergique muscarinique de type 1  

Chrm2 : récepteur cholinergique muscarinique de type 2 

Chrm3 : récepteur cholinergique muscarinique de type 3 

Chrm4 : récepteur cholinergique muscarinique de type 4 

Chrm5 : récepteur cholinergique muscarinique de type 5 

CLN : cervical lymph node  

CMH II : Complexe majeur d’histocompatibilité de classe II 

CPA : cellules présentatrices d’antigène 

CRC : cancer colorectal 

CREB : c-AMP response Element-binding protein  

CTL : lymphocyte T cytotoxique  

CTLA-4 : anti-cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 

DC : cellules dendritiques  

DcR3 : Decoy receptor 3 

DCX : doublecortine  

EFL : early-follicle-like  

EGFR : epidermal growth factor receptor  

EML4 : echinoderm microtubule-associated protein-like 4 

EMT : transition épithéliomésenchymateuse  

EPAC : exchange factor directly activated by cAMP 

FDC : cellule folliculaire dendritique  

FFPE : formalin-fixed paraffin-embedded 

FLN : facial lymph node  

FUT7 : fucosyltransferase 7  

GALT : gut-associated lymphoid tissue  
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G-CSF : granulocyte colony-stimulating factor  

GDNF : glial cell line-derived neurotrophic factor 

GL : ganglions lymphatiques 

GlcNAc6ST2 : N-acetylglucosamine 6-O-sulphotransferase 

GlyCAM-1 : Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1  

HCC : hepatocellular carcinoma  

HCV : virus de l’hépatite C 

HE : hématoxyline éosine  

HER-2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 

HEV : high endothelial venules 

HPV : human papilloma virus 

HSV : herpes simplex virus  

HVEM : herpes viral entry mediator  

iBALT : induced bronchus-associated lymphoid tissues  

ICAM-1 : intercellular adhesion molecule 1  

ICP : immune checkpoint  

Id2 : helix-loop-helix protein inhibitor of DNA binding 2  

iDISCO : imaging of solvent-cleared organs 

IFN- : interféron  

IL : interleukine  

IL-7 : interleukine- 7 

IL7-R : interleukin-7-receptor-  

ILC3 : innate lymphoid cells type 3 

Jak3 : Janus kinase 3 

K.O. : : knock out 

KRAS : Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

LA : agrégats lymphoïdes  

LALT : larynx-associated lymphoid tissue  

LB : lymphocytes B  

LIGHT : homologous to lymphotoxin, exhibits inducible expression and competes with HSV 

glycoprotein D for binding to herpesvirus entry mediator, a receptor expressed on T lymphocytes  

LLC : Lewis lung carcinoma 

LPS : lipopolysaccharide 

LT CD4+ : lymphocytes T CD4 

LT CD8+ :  lymphocytes T CD8 

LT : lymphocytes T  

LT12 : lymphotoxine hétérotrimérique membranaire 12 

LT3 : lymphotoxine 3 

LTR : récepteur de la lymphotoxine  

LTfh : lymphocyte T folliculaire helper  

LTi : lymphoid tissue inducer 

LTo : lympoid tissue organizer 

LTreg : lymphocyte T régulateur  
MADCAM-1 : mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1 

MAPK : mitogen-activated protein kinases 

MDSC : myeloid-derived suppressor cells  
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NGF : nerve growth factor 

NK : natural killer  

NSCLC : non-small-cell lung cancer  

NT-3 : neurotrophine 3 

NT-4 : neurotrophine 4 

NT-5 : neurotrophine 5 

PAMP : pathogen-associated mollecular pattern 

PD-1 : programmed death 1 
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PD-L1 : programmed death-ligand 1 
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S4F : sémaphorine 4 F  
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SCLC : small-cell lung cancer  
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siRNA : small interfering RNA  

SLO : organes lymphoïdes secondaires  

SNC : système nerveux central  

SNP : système nerveux périphérique  

Sox8 : SRY-Box Transcription factor 8  

SVZ : zone sous-ventriculaire  

TAM : tumor-associated macrophages 
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T-bet : T cell-specific T box transcription factor  

TC1-Luc : cellules TC1 couplées à la luciferase  

TERT : human telomerase reverse transcriptase gene 

TH : tyrosine hydroxylase 

Ti-BALT : tumor-induced bronchus associated lymphoid tissues 

TILs : tumor-infiltrating lymphocytes  

TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin domain-3 

TLR : toll-like receptor  

TLR-4 : toll-like receptor 4 

TLS : structures lymphoïdes tertiaires  

TLT : tissus lymphoïdes tertiaires 

TNF- :  tumor necrosis factor alpha 

TNFR1 : tumor necrosis factor receptor 1 

TNFR2 : tumor necrosis factor receptor 2 

TRAF6 :  TNF receptor-associated factor 6  
TRANCE :  tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine 

TRANCER :  tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine receptor  

VAChT : vesicular acetyl choline transporter  

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1  

VEGF : vascular epidermal growth factor  
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Introduction 

Prolégomènes  

 C’est depuis la fin du XIXe siècle que l’immunité a commencé à être explorée de façon 

empirique, pour sa capacité à contrôler la croissance tumorale. En 1891, William Coley observait 

pour la première fois la régression d’un sarcome suite à l’inoculation d’extraits bactériens 

provenant d’un érysipèle. Ses essais cliniques se poursuivirent avec des souches bactériennes 

inactivées moins dangereuses, Serratia marcescens et Streptococcus pyogenes, ce qui donnera 

naissance à la « toxine » de Coley. Cependant, il fallut attendre plus de 50 années pour que l’idée 

de traiter les tumeurs par inoculation d’extraits bactériens soit de nouveau explorée, en 1959, grâce 

à l’utilisation du Bacillus Calmette-Guérin pour le traitement des carcinomes (Old et al., 1959) 

ainsi que pour le traitement des cancers superficiels de la vessie. Au même moment, le rôle du 

système immunitaire dans le contrôle de la croissance tumorale est également mis en lumière au 

travers de l’irradiation de patients atteints de leucémie aiguë, suivie d’une transplantation 

allogénique de cellules souches hématopoïétiques (Mathé et al., 1959). Parallèlement à ces 

avancées pré-cliniques et cliniques, un nouveau concept, avancé par Macfarlane Burnet voit le jour, 

celui de l’immunosurveillance des tumeurs : ce dernier propose que la reconnaissance et 

l’élimination des cellules tumorales repose sur l’immunité adaptative chez les hôtes 

immunocompétents (Burnet, 1957).  

 Malgré ces avancées empiriques et conceptuelles, la démonstration d’un réel lien entre système 

immunitaire et élimination des cellules tumorales a connu beaucoup d’échecs au cours des deux 

décennies suivantes, notamment dans les modèles murins de transplantation de cellules tumorales. 

Le regain d’intérêt pour le système immunitaire fut apporté par la capacité des lymphocytes T (LT) 

de patients atteints d’un mélanome à reconnaitre des antigènes tumoraux carcino-embryonnaires 

(désignés ultérieurement sous le nom de « antigen testis ») exprimés par les cellules tumorales 

(Traversari et al., 1992).  Dix ans plus tard, les travaux de Robert Schreiber (Dunn et al., 2002) 

démontrent de plus que les cellules tumorales peuvent échapper au système immunitaire ;  un 

nouveau concept est alors élaboré par ce dernier : l’immunoediting, composé de trois phases 

principales : l’élimination, l’équilibre et l’échappement. Une preuve majeure de 

l’immunosurveillance chez l’homme est ensuite apportée par la démonstration que la présence d’un 

infiltrat immunitaire est liée à un meilleure pronostic : la quantité, la qualité ainsi que la disposition 
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spatiale des lymphocytes T infiltrant la tumeur, les tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), 

notamment les lymphocytes T CD8+ mémoires, corrèlent avec la survie des patients (Pagès et al., 

2005; Galon et al., 2006).  

 Ces travaux pionniers montrent alors l’importance primordiale de l’étude du 

microenvironnement tumoral dont le but est de mieux comprendre la complexité et l’hétérogénéité 

du microenvironnement tumoral pour ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques. Notre équipe a été 

la première à décrire la présence de LT et lymphocytes B (LB) ainsi que de cellules dendritiques 

(DC) organisées en structures lymphoïdes tertiaires (TLS) au sein des tumeurs pulmonaires. 

L’impact positif de leur présence sur la survie des patients a été également démontré (Dieu-Nosjean 

et al., 2008; Germain et al., 2014; Goc et al., 2014a). D’autres équipes ont par la suite confirmé la 

corrélation positive entre pronostic et TLS dans divers cancers tels que celui du sein (Martinet et 

al., 2011) ou celui des voies aériennes supérieures (Wirsing et al., 2014). Une meilleure 

compréhension des mécanismes menant à leur genèse est indispensable afin de favoriser les 

réponses intra-tumorales et ainsi les utiliser comme outil thérapeutique.  

 Dans cet environnement inflammatoire, aigu ou chronique, le système immunitaire peut à la fois 

être pro- ou anti-tumoral. En fonction des chimiokines et des cytokines présentes, la balance tend 

vers l’élimination des cellules tumorales ou bien vers le développement de la tumeur (Ostrand-

Rosenberg, 2008). Les acteurs de l’immunité innée [macrophages, DC, cellules natural killer (NK), 

granulocytes] et adaptative (LT, LB) présentent ce double visage : la différenciation des LT CD4+ 

en Th1 permet l’activation des LT CD8+ cytotoxiques, ce qui favorise le développement d’une 

immunité anti-tumorale. Cependant, à l’opposé, une différenciation des LT helper en Th2 ou bien 

en Th17 a un effet pro-tumoral car elle s’oppose à l’action des LT CD8+. S’ajoute à cette balance 

pro- vs anti-tumorale, une néo-vascularisation. Enfin, de récents travaux rapportent un impact pro-

tumoral du système nerveux périphérique (SNP) dans le développement des tumeurs de la prostate 

(Magnon et al., 2013). Toutefois, les relations entre le SNP et le système immunitaire dans un 

contexte tumoral commencent tout juste à être explorées.  

 Durant mes trois années de thèse, je me suis attachée à analyser la présence de fibres nerveuses 

dans les tumeurs du poumon et à décrypter leur éventuel impact sur la formation des TLS, dont la 

composition anatomique est très proche de celle des organes lymphoïdes secondaires (SLO). 
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1. Les organes lymphoïdes secondaires  

1.1 Caractéristiques générales  

1.1.1 Organisation fonctionnelle  

 Les réponses immunitaires innées et adaptatives se développent au sein des SLO qui 

comprennent les ganglions lymphatiques (GL), la rate, les plaques de Peyer (PP) et les tissus 

lymphoïdes muqueux. Les GL se développent in utero et se composent de trois zones principales : 

le cortex, le paracortex et la médulla (Fig. 1). Le cortex et la médulla sont considérés comme les 

zone B des SLO. En effet, au sein du cortex, on distingue des LB naïfs, présents au niveau des 

follicules primaires, ainsi que des cellules présentatrices d’antigène (CPA), les cellules 

dendritiques folliculaires, ainsi que quelques LT CD4+ folliculaires helper (LTfh). Des LB activés 

et différenciés sous la forme de plasmablastes producteurs d’anticorps sont retrouvés au niveau de 

la medulla.  

 Le paracortex renferme quant à lui des LT, des DC, et représente la zone T des SLO. Cette zone 

est une zone de trafic cellulaire très intense, liée aux vaisseaux lymphatiques et à la présence de 

high endothelial venules (HEV) qui représentent les voies d’entrées majeures des cellules 

immunitaires.  

 

 

Figure 1. Composition d’un ganglion lymphatique (adapté de Colbeck et al., 2017). 

Les ganglions lymphatiques sont entourés d’une capsule riche en collagène et présentent trois zones distinctes. La 

première, le cortex, contient les LB, les LT folliculaires ainsi que des cellules dendritiques folliculaires. La seconde 

zone est représentée par le paracortex qui contient les LT, les DC, ainsi que les cellules réticulaires fibroblastiques. 

Les ganglions lymphatiques présentent également un système lymphatique représenté par les vaisseaux lymphatiques 
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afférents et efférents. Les vaisseaux lymphatiques afférents permettent notamment l’acheminement des antigènes. 

Ainsi, suite à la rencontre avec un antigène, les LB naïfs prolifèrent dans les follicules primaires, ce qui donne naissance 

à des follicules secondaires, contenant notamment des centres germinatifs qui sont les sites de différenciation des en 

LB mémoires et plasmocytes producteurs d’anticorps. Des HEV sont également présents et permettent l’acheminement 

des cellules immunitaires. Abréviations : LB, lymphocyte B ; LT, lymphocyte T. 

1.1.2 Mise en place des réponses immunitaires  

 Lors d’une infection, les CPA reconnaissent les potentiels agents pathogènes grâce à 

l’expression de divers récepteurs regroupés sous le terme de Pattern recognition receptor (PRR).  

Une fois l’antigène capturé, ces cellules migrent du site infectieux vers les ganglions drainants 

grâce aux vaisseaux lymphatiques afférents. Au sein de cet environnement très dynamique, les DC 

présentent alors l’antigène aux LT (sous formes de fragments peptidiques lorsqu’il s’agit d’une 

protéine) et aux LB (sous forme intacte principalement). Une fois activés, les LB prolifèrent 

intensément et cette prolifération conduit à la formation de follicules secondaires au sein desquels 

on distingue un centre germinatif (CG) composé des LB en train de proliférer ainsi que des zones 

éparses de LB inactifs. Les LB activés peuvent se transformer en LB mémoires ou en plasmocytes 

producteurs d’anticorps qui peuvent être à courte ou longue durée de vie. Cette réponse ainsi 

générée correspond à la réponse immunitaire adaptative humorale. Une intense prolifération des 

LT est également observée. Les LT CD4+ peuvent se polariser en différents types de LT auxiliaires 

(ou « helper ») en fonction de la nature de l’antigène (Th1, Th2, Th17). Les LT CD8+ effecteurs se 

présentent majoritairement sous la forme de LT CD8+ cytotoxiques. Ce phénomène correspond à 

la réponse immunitaire adaptative cellulaire. Cependant, certains LT vont se transformer en LT 

mémoires à longue durée de vie. Ces différentes populations cellulaires de l’immunité adaptaive 

peuvent enfin se rendre sur le lieu de l’infection pour éliminer l’agent pathogène via les vaisseaux 

lymphatiques efférents.  

 

1.2 L’ontogenèse des ganglions lymphatiques  

 Deux types de modèles d’ontogenèse des GL ont été décrits chez la souris. Ils dépendent du 

nombre de cellules mésenchymateuses dites lymphoid tissue organizer (LTo). Dans le premier 

modèle, dit à « deux cellules », des cellules appelées lymphoid tissue inducer (LTi) activeraient ces 

cellules mésenchymateuses (LTo) (Mebius, 2003 ; Randall et al., 2008 ; van de Pavert and Mebius, 

2010) qui permettraient alors l’organisation des GL. A l’inverse, l’autre modèle récemment décrit, 

propose que différents sous-types de LTo sont impliqués dans la mise en place des GL (Onder and 

Ludewig, 2018).  
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 Dans les deux cas, le premier évènement se produit chez la souris au jour embryonnaire 10 (E10) 

en parallèle de la mise en place des systèmes nerveux et digestif et correspond à la polarisation des 

cellules endothéliales de la veine cardinale. Ces dernières expriment alors deux protéines, la 

prospero homeobox protein 1 (Prox1) et la SRY-Box Transcription factor 8 (Sox8) (Mebius, 2003 

; Cupedo and Mebius, 2003). Une fois polarisées, ces cellules endothéliales bourgeonnent et 

forment le sac lymphatique primitif, qui deviendra le réseau lymphatique.  

 En parallèle, les cellules pre-LTi générées au sein du foie fœtal se retrouvent en périphérie. Elles 

expriment à leur surface divers récepteurs, dont celui de l’interleukine-7 (IL-7), l’interleukin-7-

receptor- (IL7-R), ainsi que le facteur de transcription helix-loop-helix protein inhibitor of DNA 

binding 2 (Id2). Elles expriment de plus le récepteur nucléaire de la famille des récepteurs de l’acide 

rétinoïque, retinoic acid receptor-related orphan receptor t (RORt), un facteur de transcription 

notamment essentiel à la survie des LTh17. A partir de cette étape, deux histoires divergentes sont 

proposées, comme cela est détaillé ci-dessous.  

 

1.2.1 Modèle à deux cellules : LTi et cellules mésenchymateuses  

 Une fois circulant à la périphérie les cellules pré-LTi suivent le gradient de la chimiokine 

CXCL13 produite par les cellules mésenchymateuses et interagir avec ces dernières (E12.5-E13.5, 

Fig. 2a). Cette première interaction provoque la mise en place de premiers agrégats de cellules pré-

LTi, renforcés grâce à l’expression par les pré-LTi du récepteur tumor necrosis factor-related 

activation-induced cytokine receptor (TRANCER) (également nommé RANK, receptor activator 

of NF-B) et de son ligand, TRANCE / RANK-L. Le couple TRANCER/TRANCE favorise les 

interactions entre les cellules pré-LTi. Cela induit la maturation des cellules pré-LTi en cellules 

matures LTi qui expriment alors la lymphotoxine hétérotrimérique membranaire 12 (LT12). De 

nouvelles interactions se mettent alors en place avec les cellules mésenchymateuses désormais 

différenciées en cellules stromales exprimant le récepteur de la lymphotoxine  (LTR). Cela a 

pour conséquence l’obtention du premier centre d’organisation stromale (E13.5-E14.5, Fig. 2b). 

Au sein de ce dernier, de nombreuses molécules d’adhérence sont exprimées telles que le mucosal 

vascular addressin cell adhesion molecule 1 (MADCAM-1), l’intercellular adhesion molecule 1 

(ICAM-1) ou encore le vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1). Par ailleurs, la signalisation 

de la lymphotoxine (via le nuclar factor-B, NF-B) induit une augmentation de l’expression de 
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TRANCER, ce qui induit une boucle de rétroaction positive permettant le recrutement massif de 

cellules LTi. En plus de l’expression de ces molécules d’adhérence, des chimiokines lymphoïdes 

sont libérées comme les chimiokines CXCL13, CCL21 ou encore CCL19, permettant le 

recrutement des LB et LT circulants qui formeront les différentes zones fonctionnelles des 

ganglions (Fig. 2c) (van de Pavert and Mebius, 2010).   

 

 

 

 

Figure 2. Organogenèse des ganglions lymphatiques (modèle à deux cellules) (van de Pavert and 

Mebius, 2010). 

(a) Les cellules mésenchymateuses libèrent la chimiokine CXCL13 responsable du recrutement des cellules pre-LTi à 

partir de la circulation sanguine. Cette première interaction permet la formation d’amas de cellules pre-LTi, un 

phénomène impliquant la signalisation TRANCE-TRANCER. (b) Ces interactions induisent la maturation des cellules 

pre-LTi en cellules LTi matures via l’expression de LTα1β2. Ces dernières cellules interagissent alors avec les cellules 

stromales exprimant LTβR. Cela permet la mise en place du centre d’organisation stromale dans lequel des chimiokines 

(CXCL13, CCL21 et CCL19) et des molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1, MADCAM-1) sont libérées. (c) Ces 

facteurs permettent l’attraction et la rétention des cellules pre-LTi et hématopoïétiques conduisant au développement 

des GL. Abréviations: ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; LTi, lymphoid tissue inducer; MADCAM-1, 

mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1; TRANCE, tumor necrosis factor-related activation-induced 
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cytokine; TRANCER, tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine receptor; VCAM-1 : vascular cell 

adhesion molecule 1. 

 

1.2.2 Modèle à plusieurs cellules LTo 

 Dans ce modèle, le recrutement des cellules LTi est différent et fait intervenir les cellules 

lymphatiques endothéliales [1er sous-type de LTo, (Fig. 3)] via l’expression de la chimiokine 

CCL21. Puis, les cellules mésenchymateuses (2e sous-type de LTo) localisées au niveau des niches 

périvasculaires libérent la chimiokine CXCL13 permettant la maturation du ganglion. Le dernier 

sous-type de LTo à intervenir sont les cellules endothéliales vasculaires. Ces trois sous-types, vont 

interagir avec les LTi grâce à l’expression de la LTR.  

 Ces différentes interactions, induisent la maturation de l’arbre vasculaire avec notamment la 

mise en place des HEV exprimant à leur surface des molécules d’adhérence telles que MADCAM-

1 et ICAM-1. Les cellules mésenchymateuses se différencient en cellules fibroblastiques 

réticulaires, précurseurs des cellules dendritiques folliculaires. Cette structure obtenue à E18 est 

prête pour le recrutement des LT et LB grâce aux différents gradients de chimiokines lymphoïdes 

: CXLC13, CCL19 et CCL21 (Onder and Ludewig, 2018).  

 

 

Figure 3. Organogenèse des ganglions lymphatiques : modèle à multiples cellules (Onder and 

Ludewig, 2018). 
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Les cellules pre-LTi provenant du foie fœtal interagissent avec un premier type de cellules LTo via l’axe 

RANK/RANK-L, les cellules lymphatiques endothéliales qui produisent CCL21, puis avec le second type de cellules 

LTo, les cellules mésenchymateuses, et avec un troisième type de LTo, les cellules endothéliales vasculaires via 

l’expression de LTβR. Ces diverses interactions conduisent à la libération de chimiokines et à l’expression de 

molécules d’adhérence, permettant la formation des différents compartiments des ganglions lymphatiques. 

Abréviations : GlyCAM-1, Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 ; HEV, high endothelial venule ; ICAM-

1, intercellular adhesion molecule 1 ; LTi, lymphoid tissue inducer; LTo, lymphoid tissue organizer ; MADCAM-1, 

mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1 ; RANK, receptor activator of NF-B ; RANK-L, receptor 

activator of NF-B ligand ; VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1.  

 

 Malgré de fortes similarités entre les deux modèles proposés (Tableau 1), les récentes 

découvertes sur l’organogenèse des GL amènent quelques interrogations sur le modèle à « deux 

cellules ». En effet, ce modèle, assez simple, reflète-t-il correctement les processus complexes qui 

régissent la formation des GL ?  

 Le second modèle, légèrement modifié implique plusieurs types de LTo qui ont chacun un rôle 

bien précis (Onder and Ludewig, 2018). Les LTo lymphatiques détermineraient à quel moment et 

à quel endroit les GL se mettent en place lors du développement embryonnaire. Les LTo 

mésenchymateuses, seraient responsable du recrutement et de l’amplification des LTi. Enfin, les 

LTo endothéliales, pourraient être responsables du remodelage vasculaire permettant le 

recrutement des LB et LT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

Tableau 1.  Comparaison des deux modèles de genèse des SLO. 

Acteurs 

Modèles d’organogenèse 

« Deux cellules » « Plusieurs cellules » 

LTi Oui Oui 

LTo mésenchymateuses Oui Oui 

LTo endothéliales x Oui 

LTo lymphatiques x Oui 

Chimiokines 

(CXCL13, CCL21, CCL19) 
Oui Oui 

Molécules d’adhérences 

(MADCAM-1, VCAM-1, ICAM-1) 
Oui Oui 

Interleukine (IL-7) Oui Oui 

TNF- (LT12, LIGHT, TRANCE) Oui Oui 

 

Abréviations : ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; LT12, lymphotoxine 12;  LTi, lymphoid tissue inducer 

; LTo, lymphoid tissue organizer ; MADCAM-1, mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1 ; 

TRANCE, tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine ; TNF-, tumor necrosis factor alpha ; 

TRANCER, tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine receptor; VCAM-1, vascular cell adhesion 

molecule 1. 
  

1.3 Facteurs régulant le développement des organes lymphoïdes secondaires   

1.3.1 LTi 

 L’un des événements principaux menant à la formation des SLO est l’agrégation des cellules 

LTi. Leur différenciation dépend de différents facteurs de transcriptions, comme Id2, RORt, 

Ikaros, et Janus kinase 3 (Jak3). L’invalidation de l’un de ces gènes induit des altérations des GL 

et des PP sans pour autant altérer l’organisation de la rate  (Yokota et al., 1999; Eberl and Littman, 

2003 ; Tsuji et al., 2008). Par ailleurs, la maturation des LTi, caractérisée par l’expression de la 

lymphotoxine membranaire LT12 est sous le contrôle de l’Il-7 et de TRANCE. Les modèles 

murins n’exprimant pas ces dernières molécules présentent également des altérations de la plupart 

des SLO (Tableau 2).  
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Tableau 2. Récapitulatif des modèles murins K.O. ayant des altérations des SLO (adapté de 

Mebius, 2003). 

Gènes K.O. SLO Références  

GL PP NALT 

LT -/-, LTR -/-, 

Rela x TNFR -/- 

_ _ + (Banks et al., 1995), 

(Weih et al., 1995), 

(Alcamo et al., 2002) 

NFb2 -/- Relb -/- + _ ND (Yilmaz et al., 2003) 

LT -/- CLN, 

MLN 

_ + (Koni et al., 1997) 

LIGHT -/- x LT -/-  _ ND (Scheu et al., 2002) 

TNF- -/- + Réduit + (Pasparakis et al., 1997) 

LT +/- x LT +/- + _ ND (Koni and Flavell, 1998) 

TRANCE -/-, TRANCER, Traf6 -/- CLN + + (Naito et al., 1999), 

(Dougall et al., 1999) 

Ikaros -/- _ _ ND (Wang et al., 1996), 

(Georgopoulos et al., 1994) 

RORt -/- _ _ + (Sun et al., 2000) 

IL7-R , Jak3 -/- BLN, 

ALN, 

MLN 

_ + (Park et al., 1995),  

(Cao et al., 2010) 

Id2 -/- _ _ _ (Fukuyama et al., 2002) 

IL7-R -/- _ _ ND (von Freeden-Jeffry et al., 1995) 

CXCR5 -/- CXCL13 -/- CXCL19 -/-

, CCL21 -/- 

CLN, 

FLN, 

MLN 

_ ND (Ansel et al., 2000) 

(Förster et al., 1996) 

Abréviations : ALN, axilary lymph node ; BLN, brachial lymph node ; CLN, cervical lymph node ; FLN, facial lymph 

node ; Id2, helix-loop-helix protein inhibitor of DNA binding 2 ; IL7-R,  interleukin-7-receptor- ; Jak3, Janus kinase 

3 ; K.O. , knock out ; MLN, mesenteric lymph node ; NALT, nasal-associated lymphoid tissue ; TNF-, tumor necrosis 

factor alpha ; TNFR, tumor necrosis factor receptor ; Traf6, TNF-receptor associated factor 6 ; TRANCE, tumor 

necrosis factor-related activation-induced cytokine ; TRANCER, tumor necrosis factor-related activation-induced 

cytokine receptor ; RORt, retinoic acid receptor-related orphan receptor t. 
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1.3.2 La famille du tumor necrosis factor 

 La famille du TNF présente trois acteurs principaux : le TNF-, les lymphotoxines et la 

molécule LIGHT. Parmi les lymphotoxines, deux formes existent : la forme sécrétée 

homotrimérique, LT3 qui se fixe aux récepteurs du TNF- (TNFR1 et TNFR2) ; la seconde forme, 

membranaire, est présente sous une forme hétérodimérique LT12. Cette dernière interagit 

uniquement avec le récepteur LTR. La molécule LIGHT peut être sous forme membranaire et 

sécrétée, et se fixe à trois types de récepteurs, LTR, herpes viral entry mediator (HVEM), et le 

Decoy receptor 3 (DcR3) (Tableau 3).  Ces trois molécules régulent la genèse des SLO à différents 

niveaux, dans la maturation des HEV, la libération des chimiokines et des molécules d’adhérence 

(Gommerman and Browning, 2003).  

 

Tableau 3. Expression des membres de la famille du TNF- et de leurs récepteurs (adapté de 

Gommerman and Browning, 2003).  

Abréviations : DC, cellule dendritique ; DcR3, Decoy receptor 3 ; FDC, cellule dendritique folliculaire ; HEV, high 

endothelial venule ; HVEM, herpesvirus entry mediator ; LB, lymphocyte B ; LT/, lymphotoxine  ; LTR, 

récepteur  de la lymphotoxine ; LT, lymphocyte T ; LTi, lymphoid tissue inducer ; NK, cellule natural killer ; TNFR1, 

tumor necrosis factor receptor 1 ; TNFR2, tumor necrosis factor receptor 2.   

 

Molécules Expression Références 

Ligands   

LT/ (sécrétée et 

membranaire) 

LT, LB, NK, LTi, 

macrophages 

(Ware et al., 1995) (Gramaglia et al., 1999) (Ansel et 

al., 2000) (Kashii et al., 1999) 

LIGHT 

(sécrétée et 

membranaire) 

LT, DC immatures, 

granulocytes, monocytes 

(Granger and Ware, 2001) (Tamada et al., 2000) 

(Pakala et al., 2001) 

Récepteurs   

LTR 

DC et monocytes (Browning and French, 2002)  (Murphy et al., 1998) 

HEV et FDC 
(Husson et al., 2000) (Hochman et al., 1995) (Muller 

et al., 2001) 

DcR3 Tumeurs colorectales (Bai et al., 2000) 

HVEM 
LT, DC immatures, 

macrophages 

(Morel et al., 2001) (Lee et al., 2001) (Granger and 

Ware, 2001) 

TNFR1 Expression ubiquitaire (Aggarwal and Natarajan, 1996) 

TNFR2 LT, DC, macrophages (Faustman and Davis, 2013) (Siegmund et al., 2016) 
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Toutefois, la signalisation de la lymphotoxine contribue fortement, mais n’est pas indispensable à 

l’établissement des SLO. Des souris déficientes en lymphotoxine LT12 présentent des HEV 

dépourvus de l’expression de peripheral node addressin (PNAd), ainsi que de GlyCAM-1 et de 

l’enzyme HEC-6ST (également nommée N-acetylglucosamine 6-O-sulphotransferase, 

GlcNAc6ST2 ), des molécules indispensable à l’expression luminale du PNAd (Drayton et al., 

2003 ; Ying et al., 2005).  

 

1.3.3 Les chimiokines  

 L’agrégation des cellules LTi est possible grâce au gradient de la chimiokine CXCL13.  En son 

absence ou bien en l’absence de son récepteur CXCR5, les GL périphériques sont absents, seuls 

quelques GL au niveau mésentérique et cervical persistent. Au fur et à mesure du développement 

ganglionnaire, d’autres chimiokines comme CCL19 et CCL21 interviennent afin d’attirer les 

lymphocytes au sein des futures zones fonctionnelles. L’invalidation des gènes codant pour ces 

chimiokines ou encore leur récepteur (CCR7) n’abolit pas le développement des GL. En revanche, 

la délétion combinée des trois chimiokines (CXCL13, CCL19 et CCL21) ou de leur récepteur 

empêche la formation de la plupart des GL, sauf ceux au niveau mésentérique (Förster et al., 1996 

; Ansel et al., 2000 ; Ohl et al., 2003 ; Luther et al., 2003). Ces observations sont liées au fait que 

CXCL13 est responsable du recrutement des LB, celui des LT étant assuré par CCL19 et CCL21. 

 

1.3.4 L’implication du système nerveux  

1.3.4.1 L’acide rétinoïque  

 Concernant les GL, il a été suggéré que la source majeure de la production de CXCL13 par les 

cellules mésenchymateuses est liée à la libération d’acide rétinoïque par les fibres nerveuses 

adjacentes aux GL (Fig. 4) (van de Pavert et al., 2009 ; van de Pavert and Mebius, 2010). L’acide 

rétinoïque est un métabolite de la vitamine A et occupe une place majeure dans la maturation du 

système nerveux. L’absence de la retinaldehyde deshydrogenase 2, enzyme impliquée dans sa 

formation induit de sévères perturbations du développement neuronal. L’acide rétinoïque pourrait 

contribuer à la migration des LB, l’expression des immunoglobulines (IgA) par les LB, mais 

également à l’expression de récepteurs de chimiokines. De plus, la stimulation du nerf vague induit 

la libération d’acide rétinoïque au niveau intestinal (van de Pavert et al., 2009).  
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Figure 4. L’implication des fibres nerveuses dans la formation des ganglions lymphatiques (van 

de Pavert and Mebius, 2010). 

Les fibres nerveuses seraient impliquées dans l’organogenèse des ganglions lymphatiques via la libération de l’acide 

rétinoïque. Ce dernier induirait alors la production de CXCL13 par les cellules mésenchymateuses, permettant le 

recrutement des cellules pre-LTi. Abréviations: LTi, lymphoid tissue inducer; TRANCE, tumor necrosis factor-related 

activation-induced cytokine; TRANCER, tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine receptor. 

 

1.3.4.2 L’innervation des SLO 

 Au sein des SLO, les réponses immunitaires sont altérées par les neurotransmetteurs et les 

neuropeptides tels que la substance P, la noradrénaline, ou encore la dopamine libérées au niveau 

des terminaisons nerveuses (ThyagaRajan and Priyanka, 2012). La présence des fibres 

sympathiques a été démontrée au sein des GL (Nance and Sanders, 2007). Récemment, ces fibres 

ont été décrites dans l’ensemble des zones fonctionnelles des GL. Elles sont en effet présentes aux 

abords des vaisseaux sanguins, des vaisseaux lymphatiques, des HEV, des LB, des cellules 

dendritiques et des macrophages (Al-Shalan et al., 2019 ; Hu et al., 2019). La présence éventuelle 

d’une innervation parasympathique, n’est pas documentée à ce jour. 
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2. Les structures lymphoïdes tertiaires  

 Les TLS sont des structures lymphoïdes ectopiques qui se développent dans différents organes 

et sont générées lors d’une inflammation persistante. Leur présence a été rapportée dans des 

maladies auto-immunes, lors des rejets de greffes ainsi que dans des tumeurs solides.  

2.1 Caractéristiques générales des TLS  

 D’un point de vue histologique, les TLS présentent une très forte analogie structurale avec les 

SLO. Une TLS se compose de deux zones principales, une zone B au sein de laquelle on distingue 

la présence de LB (CD20+), de macrophages (CD68+) et de quelques LT (CD3+) folliculaire-helper 

ainsi qu’un réseau de cellules folliculaires dendritiques (FDC, CD21+) (Fig. 5), zone B qui 

s’apparente au follicule B d’un SLO. Adjacente à cette zone B, on observe une zone T qui est 

apparentée au paracortex d’un ganglion lymphatique (Tableau 4). Cette dernière est 

essentiellement composée de LT (CD3+) et de cellules dendritiques (DC) matures (DC-Lamp+) qui 

vont jouer un rôle clé dans l’activation des lymphocytes et ainsi initier le développement des 

réponses immunes adaptatives. Comme dans les SLO, on peut noter la présence de veinules post-

capillaires (HEV) au sein ou en périphérie des TLS.  

 

        Figure 5. Composition cellulaire des TLS (Germain et al., 2014). 

Images de TLS associées aux tumeurs pulmonaires humaines. A, Visualisation d’une TLS au sein du stroma tumoral. 

B, Zone T d’une TLS riche en LT CD3+ (bleu) et DC matures DC-Lamp+ (rouge). C et D. Zone B d’une TLS riche en 

LB CD20+ (rouge) et LT CD3+ (bleu). E, Réseau de FDC CD21+ (bleu) dans un ganglion lymphatique composé de LB 

CD20+ (rouge) dans deux TLS. F. Macrophages CD68+ (bleu) au sein d’un follicule B CD20+ (rouge). Abréviations : 

Tu, tumeur. Grossissements : (A, x100 ; B, C, E, x200 ; D, x400). D est un grossissement d’une zone située dans C.  
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Tableau 4. Comparaison des SLO avec les TLS. 

 

Abréviations : BALT, bronchus-associated lymphoid tissue ; GALT, gut-associated lymphoid tissue ; FDC, cellule 

folliculaire dendritique ; HEV, high endothelial venule ; LALT, larynx-associated lymphoid tissue ; LB, lymhocyte 

B ; LT, lymphocyte T ; NALT, nasal-associated lymphoid tissue ; NK, cellule naural killer. 

 

2.2 TLS et inflammation 

2.2.1 Les maladies auto-immunes  

 Les TLS ont été observées dans de nombreuses maladies auto-immunes, notamment dans la 

polyarthrite rhumatoïde (PR), le lupus érythémateux disséminé ou le syndrome de Sjögren (Aloisi 

and Pujol-Borrell, 2006). La valeur pronostique des TLS au sein de ces pathologies est 

généralement péjorative et ces structures sont souvent associées à l’aggravation de la maladie. Les 

TLS ont aussi été détectées au sein des méninges de patients atteints d’une sclérose en plaques. 

Cependant, le cerveau est dépourvu de HEV, suggérant que les cellules immunitaires circulantes 

seraient recrutées du fait de l’altération de la perméabilité de la barrière hématoencéphalique par 

l’inflammation locale et/ou via les vaisseaux lymphatiques drainant le cerveau (Louveau et al., 

2015). Là encore, la présence des TLS est corrélée à une aggravation des lésions et des symptômes 

chez les patients ( Serafini et al., 2004 ; Magliozzi et al., 2007 ; Kooi et al., 2009). 

 Il faut souligner que dans la polyarthrite rhumatoïde, les LB du centre germinatif des TLS 

expriment l’activation-induced cytidine deaminase (AID), une enzyme indispensable aux 

 SLO TLS 

Genèse in utero in utero 

Localisation 

Ganglions lymphatiques, plaques de 

Peyer, tissus lymphoïdes associés 

aux muqueuses (ex. NALT, GALT, 

BALT, LALT, etc), rate 

Tout tissu non lymphoïde 

Présence Constitutive Inductible 

Composition 

LT / LB Présence Présence 

DC matures Présence Présence 

Macrophages Présence Présence 

NK Présence Absence 

HEV Présence Présence (exception cerveau) 

FDC Présence Présence 

Encapsulation Oui Non 
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mécanismes d’hypermutation somatique et de commutation isotypique. La présence de LB 

secrétant des anticorps dirigés contre des dérivés de la citrulline (marqueur spécifique de la PR) a 

été détectée dans les lésions inflammatoires (Humby et al., 2009). La production locale d’auto-

anticorps a également été retrouvée dans d’autres maladies auto-immunes telles que le syndrome 

de Sjögren (Salomonsson et al., 2003), la myasthénie gravis (Sims et al., 2001) et la thyroïdite 

d’Hashimoto (Armengol et al., 2001).  

 En conclusion, les TLS sont immunologiquement fonctionnelles et leur présence semble 

participer activement à la progression de la maladie dans un contexte auto-immun. 

2.2.2 Le rejet de greffe  

 Dans le cadre de la transplantation d’organes, que ce soit dans des modèles murins ou bien chez 

les patients, les TLS ont été observées et sont également corrélées à un mauvais pronostic. Plus la 

néogénèse de TLS est avancée et plus sévère est le rejet du greffon (Thaunat et al., 2010). Il a été 

de plus montré que leur présence au sein des greffes rénales ou cardiaques est associée au rejet du 

greffon, principalement via l’activation locale des LT cytotoxiques (Deteix et al., 2010).  

2.2.3 Infections virales et bactériennes  

 Une étude ancienne portant sur les causes infectieuses de décès de fœtus et de nourrissons 

(Gould and Isaacson, 1993) a montré la co-existence entre infection et TLS (alors appelées 

bronchus-associated lymphoid tissue, BALT). Dans ce contexte infectieux, les TLS ont été 

observées dès la 16e semaine de grossesse, démontrant formellement que des TLS peuvent se 

développer avant la naissance.  

2.2.3.1 Infections pulmonaires 

 L’induction de TLS dans les situations infectieuses a ensuite été confirmée dans des modèles 

animaux après administration de bactéries ou de virus. En effet, l’instillation de bactéries comme 

Mycobacterium tuberculosis (Maglione et al., 2007 ; Khader et al., 2009) ou de virus comme les 

virus influenza et modified vaccina virus Ankara (Moyron-Quiroz et al., 2004 ; Halle et al., 2009) 

par voie nasale ou intra-trachéale induit le développement de TLS [nommées initialement induced 

bronchus-associated lymphoid tissues (iBALT)] à proximité des bronches et des vaisseaux dans le 

parenchyme pulmonaire.  
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 Le développement de ces structures s’explique par l’activation locale des cellules de l’immunité 

innée telles que les macrophages alvéolaires et les DC suite à la reconnaissance d’agents infectieux 

via les PRR. Parmi ces PRR, on dénombre les toll-like receptor (TLR). Ainsi la reconnaissance de 

divers agents pathogènes ou encore d’extraits bactériens tels que le lipopolysaccharide (LPS) 

présent sur les bactéries Gram négatives induit l’activation du toll-like receptor 4 (TLR4) et mène 

à la formation de TLS (Rangel-Moreno et al., 2011). En effet, une signature de chimiokines 

(CCL19, CCL21, CXCL12, CXCL13) associée aux TLS a été identifiée chez l’homme comme 

chez la souris (Frija-Masson et al., 2017) conduisant au recrutement sélectif de cellules 

immunitaires. Ainsi, les LT et les LB recrutés dans les TLS vont s’activer et proliférer s’ils sont 

spécifiques des antigènes (ou peptides) présentés localement. En particulier, la zone B des TLS est 

le siège d’une différenciation des LB marquée par une commutation de classe d’Ig (Foo and Phipps, 

2010) et la sécrétion d’anticorps spécifiques de l’agent infectieux (Geurts van Kessel et al., 2009). 

Une fois l’infection contrôlée, les TLS régressent jusqu’à disparition complète.  

 

2.2.3.2 Infections au sein de divers organes 

 Les TLS ont également été détectées dans des cas d’infection chronique chez l’homme, et leur 

présence est alors souvent délétère pour les patients. Ainsi, lors d’une infection par Helicobacter 

pylori au niveau de la muqueuse gastrique, les LB intra-muqueux organisés en TLS peuvent subir 

une transformation conduisant à des lymphomes (Mazzucchelli et al., 1999). Dans le cas de 

l’hépatite C, l’activation prolongée des LB au sein de TLS  peut-être associée à une auto-immunité 

systémique chez certains patients (Minutello et al., 1993).  

 L’ensemble de ces données montre que les TLS peuvent se développer localement au site 

d’entrée d’un pathogène, permettant l’élaboration d’une immunité adaptative locale. Toutefois, 

lorsque l’infection devient chronique, les TLS pourraient entretenir une activation inappropriée des 

LB et des LT, pouvant conduire à une inflammation exacerbée et délétère pour le tissu environnant 

et au développement d’une réponse auto-immune.  
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2.3 TLS et tumeurs  

2.3.1 Le microenvironnement tumoral 

 Une tumeur est un microenvironnement complexe composé de cellules tumorales, d’une matrice 

extracellulaire, de fibroblastes, de cellules endothéliales sanguines et lymphatiques, ainsi que de 

cellules immunitaires. De façon générale, une forte hétérogénéité est observable en fonction du 

type de tumeur, des patients ainsi que du stade de la pathologie.  

 L’analyse des populations immunitaires ainsi que leur localisation au sein de la tumeur est 

appelée « le contexte immunitaire » (Fridman et al., 2012). Là encore, une hétérogénéité de 

l’infiltrat immunitaire est décrite avec des tumeurs dites « chaudes », fortement infiltrées en 

cellules immunitaires, en opposition aux tumeurs « froides », qui sont des déserts immunitaires. 

De façon générale, tous les types de cellules immunitaires peuvent infiltrer les divers 

compartiments de la tumeur. Comme illustré dans la Figure 6, les macrophages, les granulocytes, 

les mastocytes et les cellules myéloïdes suppressives (myeloid-derived suppressor cells, MDSC) 

sont majoritairement localisés au centre de la tumeur mais peuvent être retrouvées de façon 

minoritaire au sein du front d’invasion. Des LB peuvent être détectés au niveau du front d’invasion 

mais également au sein des TLS. Les LT, CD4+ et CD8+, sont majoritairement localisés au niveau 

du front d’invasion et au sein des TLS (Galon et al., 2006).  

 Les DC immatures (cellules de Langerhans, interstistielles et plasmacytoïdes (pDC)) 

s’accumulent au cœur de la tumeur en contact très étroit avec les cellules tumorales (Sautès-

Fridman et al., 2011). Les DC matures sont quant à elles uniquement localisées au sein des TLS. 

Ces dernières, localisées dans le front d’invasion de la tumeur sont composées de LT naïfs et 

mémoires, de LB et de cellules dendritiques matures (Dieu-Nosjean et al., 2008).  
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Figure 6. Le microenvironnement tumoral (Fridman et al., 2012). 

Différentes populations immunitaires peuvent être identifiées dans les tumeurs. Des infiltrats de macrophages, 

granulocytes, mastocytes, cellules myéloïdes suppressives, cellules Natural Killer, DC et lymphocytes sont de densités 

et de localisation hétérogènes dans la tumeur. Les TLS, qui renferment des LB, des LT et des DC matures sont quant 

à elles localisées dans le stroma et pincipalement dans le front d’invasion. Abréviations : CTL, lymphocyte T 

cytotoxique ; DC, cellule dendritique ; FDC, cellules dendritique folliculaire ; MDSC, myeloid-derived-suppressor 

cell ; NK, cellule natural killer ; Tfh, lymphocyte T folliculaire helper ; TLS, structure lymphoïde tertiaire.  

 

 La localisation des cellules immunitaires n’est pas anodine et dépend des chimiokines et des 

cytokines exprimées au sein de la tumeur. Comme illustré Figure 7, les cellules tumorales sont 

capables via la sécrétion de CCL21 et de CCL19 d’attirer les LT exprimant à leur surface le 

récepteur CCR7. Les LB sont quant à eux recrutés via la chimiokine CXCL13. Les cellules 

endothéliales occupent un rôle actif dans le recrutement des macrophages, des LT mémoires ainsi 

que des lymphocytes cytoxiques via la sécrétion respective des chimiokines CCL5, 

CXCL9/CXCL10 et enfin CX3CL1. Les LT régulateurs (LTreg) peuvent eux être recrutés via les 

chimiokines CCL17 et CCL22 (Fridman et al., 2013).  
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Figure 7. Le recrutement des cellules immunitaires sous le contrôle des chimiokines et des 

cytokines (Fridman et al., 2013). 

Le recrutement des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral fait intervenir des chimiokines et des 

cytokines produites par les cellules tumorales, les cellules immunitaires infiltrant la tumeur ainsi que par les cellules 

endothéliales. A titre d’exemple, les cellules tumorales peuvent libérer les chimiokines CCL21 et de CCL19 permettant 

le recrutement des LT exprimant à leur surface le récepteur CCR7. Les LB sont quant à eux recrutés via la chimiokine 

CXCL13 grâce à l’expression du récepteur CXCR5. Abréviations : CTL, lymphocyte T cytotoxique ; FDC, cellule 

folliculaire dendritique ; MDSC, myeloid-derived-suppressor cell ; NK, cellule natural killer ; TFH, T folliculaire helper, 

TH, T helper ; Treg, T régulateur. 

 

  

 Au sein de cet environnement, mon équipe a été la première à décrire la présence de TLS appelés 

initialement tumor-induced bronchus associated lymphoid tissues (Ti-BALT) (Fig. 8) au sein des 

tumeurs pulmonaires non-small-cell lung cancer (NSCLC) (Dieu-Nosjean et al., 2008). En se 

fondant sur l’expression du marqueur de DC matures uniquement observé au sein de la zone T des 

TLS (DC-Lamp), les tumeurs ont été ségrégées en deux groupes en fonction de la densité en DC 

matures [forte (DC-Lamphigh) vs faible (DC-Lamplow)]. Une forte densité de DC matures corrèle 

avec une infiltration accrue de LT CD8+. De plus, la présence de ces DC corrèle également avec la 

surexpression de gènes impliqués dans la polarisation Th1, l’activation et la cytotoxicité des LT 

(Goc et al., 2014b). 
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 Ainsi, les fortes densités de DC matures favorisent l’infiltration des LT CD8+ et la mise en place 

de réponses immunitaires anti-tumorales. Les patients DC-Lamphigh ont une survie plus longue que 

les patients DC-Lamplow, quel que soit le stade de la maladie (stades précoces, avancés et 

métastatiques) (Dieu-Nosjean et al., 2008 ; Goc et al., 2014a). 

 

 Figure 8. Présence de TLS au sein des tumeurs pulmonaires de type NSCLC  (Dieu-

Nosjean et al., 2008). 

Les contre-colorations hématoxyline éosine indiquent la présence de TLS (indiquées par les flèches) 

à proximité des cellules tumorales, essentiellement au niveau du front d’invasion de la tumeur (T). 

 
 D’autres laboratoires se sont également intéressés à l’impact des TLS sur la survie de patients 

présentant différents types de tumeurs solides et métastatiques (Tableau 5). Différentes approches 

de quantification ont été réalisées, soit par immunohistochimie ou bien à partir de signatures 

transcriptomiques. Concernant les marqueurs d’immunohistochimie, les diverses populations 

cellulaires présentes dans les TLS ont été ciblées. Les marqueurs CD3, CD4 ou encore CD8 sont 

utilisés pour définir les LT. Les marqueurs CD20 et CD19 sont très largement utilisés pour définir 

les LB (Hennequin et al., 2016). Les DC activées peuvent également être détectées grâce à 

l’expression des molécules CD83 et CD86 (McMullen et al., 2010). Concernant les HEV, le ciblage 

de l’addressine périphérique PNAd reste le principal marqueur utilisé. Les FDC présentes au sein 

du CG des TLS sont détectées en utilisant les marqueurs CD21 et CD23. Concernant les signatures 

transcriptomiques, elles sont essentiellement fondées sur les chimiokines lymphoïdes ou bien les 

transcrits spécifiques des LB et LT (Coppola et al., 2011).  

 Quelle que soit la technique de quantification utilisée, la présence de TLS est associée à un bon 

pronostic dans la grande majorité des tumeurs (Tableau 5). C’est le cas dans le mélanome, le 

cancer du côlon, le cancer du sein, les cancers de la cavité orale, et les tumeurs gastriques. Une 
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exception réside dans un sous-type du cancer du foie (patients HCV+ non alcoolo-dépendants) où 

les TLS sont de mauvais pronostic. En effet, ils serviraient alors de niche pour les progéniteurs de 

cellules tumorales hépatiques (Finkin et al., 2015). Toutefois, la valeur pronostique des TLS reste 

controversée lorsque l’ensemble des carcinomes hépatocellulaires est analysé. Une récente étude a 

démontré en effet que la présence de TLS serait associée à un faible risque de rechute après exérèse. 

Cela suggère que la présence de TLS intra-tumoraux favoriserait l’établissement d’une réponse 

anti-tumorale in situ (Calderaro et al., 2019).  

 

Tableau 5. Valeur pronostique des TLS au sein des tumeurs primaires et métastatiques (adapté de 

Sautès-Fridman et al., 2016). 

Tumeurs 
Type de 

cancer 
Stades TLS (IHC) TLS (gènes) 

Valeur 

pronostique 
Références 

Primaire 

Cancer du 

sein 

I-III PNAd _ + 
(Martinet et al., 2011) 

 

I-III DC-Lamp _ + (Martinet et al., 2013) 

I-III _ 
LTfh, Th1 CXCL13 

+ (Gu-Trantien et al., 2013) 

HER-2+ I-III HE + TILs - + (Liu et al., 2017) 

Cancer 

colorectal 

I-IV HE _ + (Väyrynen et al., 2014) 

ND DC-Lamp _ + (Remark et al., 2013) 

I-IV CD3, CD83 _ + (McMullen et al., 2010) 

II CD3 _ + (Caro et al., 2014) 

III CD3 _ + 
(Caro et al., 2014) 

0-IV _ 12 chimiokines + 
(Coppola et al., 2011) 

 

I-IV _ CXCL13 & CD20 + (Bindea et al., 2013) 

Cancer 

gastrique  

Tous  CD20 _ + (Hennequin et al., 2016) 

I-III _ Th1 et CD20  + 
(Hennequin et al., 2016) 

I-IV 
LB, LT, FDC, 

HEV 
- + (Sakimura et al., 2017) 

NSCLC I-II DC-Lamp _ + (Dieu-Nosjean et al., 2008) 
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Abréviations : CRC, cancer colorectal ; HE, hématoxyline éosine ; HCC, hepatocellular carcinoma ; HCV virus de 

l’hépatite C ; HER-2, Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 ; LTfh, lymphocyt T follicular helper ; NSCLC, 

non-small–cell lung cancer ; PNAd, peripheral node addressin ; SCC, squamous cell carcinoma. 

 

 

 

 

 

I-IV DC-Lamp _ + (Goc et al., 2014b) 

III avec 

neo-adj-

chemo 

DC-Lamp, 

CD20 
_ + (Germain et al., 2014) 

Oral SCC Tous  _ 
CD3, CD20, CD21, 

BCL6, PNAd 
+ (Wirsing et al., 2014) 

Mélanome  

I-III DC-Lamp _ + (Ladányi et al., 2007) 

IV    _ 12 chimiokines + (Messina et al., 2012) 

II-IV CD8, CD20 _ + 
(Cabrita et al., 2020) 

(Helmink et al., 2020) 

Cancer du 

pancréas  
Tous HE _ + (Hiraoka et al., 2015) 

Cancer du 

rein  
Tous DC-Lamp _ + (Giraldo et al., 2015) 

Cancer du 

foie   

 

Tous 

(HCV) 
HE 12 chimiokines _ 

(Finkin et al., 2015) 

 

Tous 

(HCC) 
HE 12 chimiokines + 

(Calderaro et al.,2019) 

Sarcome I-III 
CD20, CD3, 

DC-Lamp 
MCP counter  + (Petitprez et al., 2020) 

Secondaire 

CRC 

(poumon) 
ND DC-Lamp _ + (Remark et al., 2013) 

CRC (foie) Tous CD20 _ + (Meshcheryakova et al., 

2014) 
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 Par ailleurs, la présence de différents stades de maturation de TLS chez les patients atteints de 

tumeurs pulmonaires de type épidermoïdes a été décrite (Siliņa et al., 2018). Trois stades ont été 

décrits :  

• Stade de TLS précoce (early-follicle-like, EFL) (Fig. 9) composé d’agrégats de LT 

et LB dépourvus de centres germinatifs (CD21+) et de FDC (CD23+). 

• Stade de maturation, primary-follicle-like (PFL), composé d’un CG dépourvu de 

FDC. 

• Stade dit de secondary-follicle-like (SFL) où les TLS contiennent à la fois des LB, 

LT, des CG et des FDC. 

 

 
Figure 9. Différents stades de maturation des TLS dans les carcinomes épidermoïdes pulmonaires 

(Siliņa et al., 2018). 

Marquages par immunofluorescence des différents stades de maturation des TLS réalisés sur des coupes sériées de 

patients présentant des tumeurs épidermoïdes pulmonaires. (A) Le stade le plus mature, appelé « secondary-follicle-

like (SFL) » est caractérisé par la présence d’un centre germinatif (cercle blanc, cellules B CD23+) et de cellule 

folliculaire dendritique (ou follicular dendritic cells, FDC) (CD21+). (B) Le second stade de maturation intermédiaire, 

appelé « primary-follicle-like (PFL) » est caractérisé par la présence de FDC (cercle blanc) et l’absence de centres 

germinatifs. (C-D) Le stade le moins mature, ou « early-follicle-like (EFL), est caractérisé par la présence de LT 

(CD3+) et LB (CD20+). Les différentes flèches blanches représentent la chimiokine CXCL13 associée aux vaisseaux 

sanguins. Barres d'échelle, 100 μm. Abréviations : CG, centre germinatif ; EFL, early-follicle-like ; FDC, cellules 

folliculaires dendritiques ; PFL, primary-follicle-like; SFL, secondary-follicle-like. 
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     Dans cette étude, l’ensemble des stades était présent dans des proportions similaires ; cependant, 

seule la présence de SFL-TLS impactait positivement la survie des patients.  

 En ce qui concerne les cancers oraux, deux types de TLS ont également été décrits, les TLS 

classiques et les TLS non-classiques  (Wirsing et al., 2014). Dans cette étude, les TLS classiques 

présentaient un CG et un maillage de FDC ; à l’opposé, les TLS non-classiques, présentaient des 

FDC diffuses, ainsi qu’un CG absent et/ou diffus.  

Concernant l’impact de ces divers TLS sur la survie, les patients ayant des TLS classiques, ou bien 

les deux types de TLS, présentaient une meilleure survie en comparaison aves les patients ayant 

des TLS non-classiques. Dans les hépatocarcinomes, différents stades de maturation des TLS ont 

également été identifiés (agrégats lymphoïdes, follicules primaires et secondaires). La présence de 

follicules primaires et secondaires a été associée de plus à un faible risque de récidive (Calderaro 

et al., 2019). 

 Toutefois ces études présentent des limites. La première d’entre elles est liée à l’organisation 

dynamique des TLS au cours du temps. En effet les TLS considérées comme immatures au moment 

de l’analyse peuvent être considérées en fait comme des TLS en cours de maturation. La seconde 

limitation est liée à l’effet coupe lors des analyses. En effet, en fonction du niveau de coupe, un 

TLS mature peut apparaître comme un TLS immature et vice versa.  

2.3.2 Réponses adaptatives anti-tumorales et TLS 

2.3.2.1 Cellules dendritiques et lymphocytes T   

 Différentes populations de DC sont trouvées au sein des tumeurs. D’une part, les DC immatures 

sont présentes dans des territoires distincts : les cellules de Langerhans immatures sont trouvées 

majoritairement dans les massifs tumoraux, tandis ques pDC et les DC interstitielles immatures 

sont présentes exclusivement dans le stroma, comme cela a été montré dans les tumeurs NSCLC 

(Sautès-Fridman et al., 2011). D’autre part, les DC matures, exprimant DC-Lamp, sont uniquement 

localisées au sein de la zone T des TLS  (Dieu-Nosjean et al., 2008), à l’exception des tumeurs 

clear cell Renal Cell Carcinoma (ccRCC) où sont retrouvées des cellules dendritiques DC-Lamp+ 

en dehors des TLS (Giraldo et al., 2015). L’expression spécifique de ce marqueur au sein de la 

zone T en fait un marqueur clef des TLS. Ces cellules DC-Lamp+ ont un impact considérable sur 

le micro-environnement immunitaire. Ainsi, dans les tumeurs NSCLC, la densité de cellules DC-

Lamp+  façonne l’infiltrat immunitaire. Les tumeurs DC-Lamphigh ont une forte densité de LT CD8+, 
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ce qui a été associé à un meilleur pronostic chez les patients NSCLC et les patientes présentant des 

tumeurs de l’ovaire, comparativement aux tumeurs DC-Lamplow (Goc et al., 2014b) (Truxova et 

al., 2018). De plus, il faut souligner qu’un infiltrat de LT CD8+ important, mais associé à une faible 

densité de DC DC-Lamp+ (DC-Lamp low CD8high), a été corrélé avec un mauvais pronostic (Goc et 

al., 2014b ; Truxova et al., 2018).  L’analyse détaillée du compartiment LT CD8+ a démontré la 

présence de LT CD8+ activés (CD38+ CD69+) et effecteurs mémoires (CD45RA- CCR7- CD27+/-

CD28+/), accompagnée d’une augmentation de l’expression des gènes impliqués dans la cytoxicité. 

Ces données suggèrent qu’une réponse tumorale adaptative se développe in situ. De plus, au sein 

de la zone T, des LTfh ont également été identifés. De plus, une augmentation de l’expression de 

gènes impliqués dans la polarisation Th1 a été observée (Remark et al., 2013 ; Gu-Trantien et al., 

2013 ; Goc et al., 2014b ; Hiraoka et al., 2015 ; Hennequin et al., 2016 ; Truxova et al., 2018). Cette 

sous-population de LT joue un rôle clef dans la différenciation des LT CD8+ ainsi que dans la 

maturation des LB en LB mémoires et en plasmocytes. Dans le cancer du sein, les LTfh permettent 

un recrutement massif des LT et LB via la sécrétion de CXCL13 (Gu-Trantien et al., 2013). 

L’ensemble de ces données sont en faveur de l’établissement d’une réponse anti-tumorale 

adaptative au sein des TLS. Toutefois, une autre sous-population de LT immuno-suppressive est 

retrouvée au sein des TLS, les LTreg. Dans le cancer du sein, les LTreg (CD4+ FOXP3+ CD25high 

CD127low) présents dans les TLS sont activés au contact de DC matures, présentent un répertoire 

restreint et sont associés à un mauvais pronostic (Gobert et al., 2009). Le phénotype d’activation 

de ces LTreg suggère qu’ils ont été activés par les antigènes tumoraux présentés par les DC. Faisant 

écho à ces observations, la déplétion des LTreg dans un modèle murin d’adénocarcinome 

pulmonaire induit un accroissement du nombre de TLS et une augmentatino de l’activation des DC 

se traduisant par l’expression accrue des molécules de co-stimulation (CD80, CD86), favorisant 

ainsi l’expansion des LT menant à l’élimination des cellules tumorales (Joshi et al., 2015).  

2.3.2.2 Lymphocytes B  

 Le rôle des LB infiltrant les tumeurs demeure controversé. Bien que leur présence soit associée 

à un bon pronostic, les LB peuvent être à la fois pro- et anti-tumoraux.  

 Au sein des TLS, en plus des DC matures, les LB occupent le rôle de CPA. Les LB capturent 

efficacement les antigènes tumoraux grâce à leur BCR, les apprêtent puis les chargent sur les 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II). Les peptides sont 

ensuite présentés aux TCR des LT, ce qui favorise le développement des réponses anti-tumorales. 
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Des LB, dont un pourcentage significatif était organisé sous forme de TLS,  ont été retrouvés dans 

le stroma à proximité des massifs tumoraux dans le mélanome et leur nombre a été associé à une 

meilleure survie des patients (Ladányi et al., 2011). Les LB sont également capables de moduler la 

différenciation des LT en produisant divers types de cytokines immunomodulatrices. Les LB 

favorisent la différenciation des LT en lymphocytes Th1 (via l’IL-12 et l’IFN-γ) et Th2 (via l’IL-4 

et l’IL-13) ce qui est en faveur de la mise en place d’une réponse anti-tumorale (Shen and Fillatreau, 

2015). Cependant, dans d’autres cas, les LB acquièrent un phénotype de B régulateurs et favorisent 

la progression tumorale via l’expansion des LTreg, suite à leur production de cytokines anti-

inflammatoires comme l’IL-10 ou encore le TGF-β (Inoue et al., 2006 ; Olkhanud et al., 2011).  

Dans les tumeurs NSCLC, mon équipe a démontré que différents stades de maturation des LB 

étaient présents au sein des TLS. Comme le montre la Figure 10, des LB proliférants (Ki67+), des 

LB naïfs, ainsi que des plasmocytes (CD138+) ont été détectés (Germain et al., 2014). Ces données 

mettent en évidence le fait que les LB présents dans les TLS peuvent se différencier en plasmocytes 

sécréteurs d’anticorps.  

Figure 10 . Les différentes sous-populations de LB au sein 

des TLS (Germain et al., 2014). 

  
Caractérisation des sous-populations de LB par immunohistochimie 

dans les TLS de patients NSCLC. (A) Visualisation de LB naïfs IgD+ 

(rouge) entourant un centre germinatif. (B) Expression par les LB du 

centre germinatif de l’enzyme AID (marron). (C) Détection de 

plasmocytes et plasmablastes CD138+ (rouge) à la périphérie des TLS 

et dans le stroma tumoral. (D) Présence de LB (CD20, rouge) 

proliférants (ki67, bleu). Grossissement × 200. Abréviations : M, 

manteau ; GC, germinal center. 
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La même étude a montré de plus qu’une forte densité de LB folliculaires était corrélée positivement 

avec une survie à long terme des patients traités par chimiothérapie, quel que soit le stade de la 

maladie (précoce et avancé). La combinaison de l’évaluation de la densité de LB et de DC mature 

a permis l’identification d’un groupe de patients ayant la survie la plus longue (Germain et al., 

2014). 

 Dans le mélanome, l’analyse des gènes codant les immunoglobulines à partir de 

microdissections des zones B des TLS a mis en évidence la présence de transcrits d’IgG et IgA 

(Cipponi et al., 2012). Des résultats similaires ont également été observés dans le cancer du sein 

(Garaud et al., 2018). Toutefois, la classe des immunoglobulines secrétées dans les tumeurs 

pourrait signifier une activité anti- ou pro-tumorale : dans le cancer de la prostate, une forte 

présence d’IgA est associée à une faible densité de LT CD8+ et à une progression tumorale 

(Shalapour et al., 2015). Dans la cancer du sein, les IgA n’ont pas d’impact sur la survie mais ont 

été corrélés à la présence des TLS (Garaud et al., 2018). Dans cette même étude, les IgG ont été 

associées à une diminution de l’infiltrat de LT CD8+ ainsi qu’à une diminution de la survie. 

 Une autre étude menée dans le cancer de l’ovaire a démontré la présence de plasmocytes et 

d’IgG associés à une forte infiltration de LT CD8+ et CD4+, ainsi qu’à une surexpression de gènes 

impliqués dans la cytotoxicité (Kroeger et al., 2016). Ces disparités entre sous-classes 

d’immunoglobulines peuvent en partie être expliquées par des aptitudes différentes dans le 

mécanisme de cytotoxicité à médiation cellulaire anticorps-dépendante (ADCC). 

 Très récemment, il a été montré que la présence de LB et de LT CD8+ infiltrant des tumeurs 

métastatiques de mélanome, organisés sous forme de TLS, était associée à une amélioration de la 

survie (Cabrita et al., 2020). Dans les sarcomes, la présence de LB au sein des TLS est également 

associée à une bonne valeur pronostique ainsi qu’à une réponse favorable à l’immunothérapie anti-

immune check point (ICP) (Petitprez et al., 2020). Des observations similaires ont été rapportées 

en ce qui concerne des mélanomes métastatiques et des tumeurs rénales (renal cell carcinoma, 

RCC) (Helmink et al., 2020). Dans ces dernières maladies, les sujets répondeurs aux 

immunothérapies anti-ICP présentent une signature génétique de TLS. De plus, une expansion 

clonale et la présence de LB mémoires ont également été observées (Helmink et al., 2020). Ces 

observations consolident la cible thérapeutique que peuvent représenter les diverses composantes 

des TLS dans le développement de réponses anti-tumorales.  
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2.4 La genèse des TLS  

 2.4.1 Les cellules impliquées 

 Outre leurs similarités anatomiques, les TLS et les SLO partagent de nombreuses 

caractéristiques de leur organogenèse. En effet, de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires 

nécessaires à la mise en place des SLO le sont également pour les TLS. Comme nous l’avons décrit 

ci-dessus, la première étape de la genèse des SLO est l’interaction entre les LTi et les cellules 

stromales. L’importance des LTi reste cependant très controversée au sein de la communauté 

scientifique en ce qui concerne la genèse des TLS : des travaux utilisant des modèles murins K.O. 

[(RORt-/-), (Id2-/-)], dépouvus de LTi,  ont montré que les animaux présentaient des TLS suite à 

une infection virale (Rangel-Moreno et al., 2011) remettant en cause le rôle des LTi dans le 

développement des TLS. À contrario, d’autres modèles murins caractérisés par une déficience en 

LTi (RORt-/-) ont montré que les animaux ne développaient aucun SLO ni TLS (Meier et al., 

2007). Notons de plus que la surexpression d’IL-7 est marquée par un nombre plus élevé de LTi et 

par un développement accru de GL, de PP ainsi que de TLS au niveau du pancréas et des glandes 

salivaires (Meier et al., 2007).  

 Les LTi appartiennent à l’un des sous-groupes des innate lymphoid cells type 3 (ILC3). Au sein 

de ce groupe, des ILC3 exprimant le natural cytotoxicity receptor (NCR) ont été retrouvées au sein 

des TLS des tumeurs NSCLC (Carrega et al., 2015). Les NCR+-ILC3 sont activées via une voie 

dépendante de la signalisation NKp44 après détection d’antigènes tumoraux. Les ILC3 produisent 

alors des interleukines (dont l’IL-2, l’IL-8, l’IL-22) et du TNF- permettant l’activation de cellules 

endothéliales, notamment en augmentant l’expression de molécules d’adhérence (ICAM-1, 

VCAM-1) favorisant le recrutement de lymphocytes conduisant à la mise en place des TLS. Dans 

cette étude (Carrega et al., 2015), une présence importante de NCR+-ILC3 a de plus été associée à 

une survie prolongée des patients. Les ILC3 expriment la neuropiline de type 1 (Shikhagaie et al., 

2017) tout comme les neurones, les cellules de l’endothélium vasculaire (Fantin et al., 2013) et 

d’autres cellules immunitaires (LTreg, LT CD4+, pDC) (Roy et al., 2017). In vitro, cette sous-

population partage différentes caractéristiques avec les LTi, telles que l’expression de molécules 

d’adhérence (VCAM-1/ICAM-1) et a été retrouvée dans les poumons de fumeurs ainsi que de 

patients atteints de broncho-pneumopathie obstructive chronique (BCPO), suggérant un rôle au 

sein de l’angiogenèse et/ou l’initiation de la mise en place des TLS observés chez ces patients.  
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 D’autres sous-types cellulaires peuvent se substituer aux LTi. Dans un modèle de rejet de greffe 

chez le rat, les macrophages de type M1 semblent jouer ce rôle en exprimant fortement la LTα3 

ainsi que le TNF-α au niveau des artères (Guedj et al., 2014). Les monocytes peuvent également 

jouer le rôle de LTi. En effet, il a été montré que, dans un modèle murin d’athérosclérose, 

l’interaction entre les monocytes et les cellules musculaires lisses médiales de l’aorte abdominale 

via l’expression du récepteur de la lymphotoxine LTR, induit la libération de chimiokines 

(CXCL13, CCL21, CXCL16) permettant la mise en place de TLS (Gräbner et al., 2009).  

 Deux autres populations cellulaires peuvent également remplacer les LTi : c’est le cas des 

cellules Th17. Ces dernières partagent avec les LTi, le facteur de transcription RORt ainsi que 

l’expression membranaire de la lymphotoxine (LTα1/2). Un modèle d’infection pulmonaire 

(Rangel-Moreno et al., 2011) et un modèle d’encéphalomyélite expérimentale (Peters et al., 2011), 

ont montré que la mise en place des TLS chez la souris était dépendante de l’IL-17. Enfin, l’une 

des autres sous-populations pouvant induire des TLS semblent être les LB. Un modèle murin de 

colite infectieuse, où le gène codant RORt est invalidé (dépourvus de LTi et de Th17), a montré 

que la mise en place des TLS était sous le contrôle des LB, de façon dépendante de la lymphotoxine  

LTα1/2 (Lochner et al., 2011).  

 Le rôle des cellules stromales dans la genèse des TLS a été également étudié. Zhu et al. ont 

montré que des injections par voie sous-cutanée de cellules stromales dérivant des GL induisent 

des TLS et permettent le développement de réponses anti-tumorales, dans un modèle de xénogreffe 

de cellules tumorales du colon (MC-38) (Zhu et al., 2018).  

 

2.4.2 Les molécules impliquées  

 Chez l’homme, diverses signatures de chimiokines impliquées dans la genèse des SLO comme 

celle des TLS ont été décrites. Dans le cancer colorectal, des études transcriptomiques ont identifié 

12 chimiokines associées au développement de TLS et à bon pronostic sur la survie des patients, 

de façon indépendante du stade de la maladie (Coppola et al., 2011). Parmi ces chimiokines, une 

partie est impliquée dans le recrutement des LT et LB (CCL19, CCL21 et CXCL13), l’autre étant 

majoritairement impliquée dans le recrutement des monocytes et des DC (CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL8 et CCL19). Dans les tumeurs NSCLC, des microdissections de TLS ont permis 

d’identifier la présence de chimiokines lymphoïdes telles que CXCL13, CCL17, CCL22, ainsi 

qu’une interleukine, l’IL-16 (de Chaisemartin et al., 2011). Les souris dont le gène codant CXCL13 
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a été invalidé, sont cependant capables de développer des TLS suite à une infection virale. 

Toutefois, la zone B des TLS est alors fortement réduite. De façon similaire, les souris dont les 

gènes codant les chimiokines CCL19 et CCL21 ont été invalidés, développent aussi des TLS, mais 

avec une zone T fortement réduite. Ces trois chimiokines semblent donc indispensables pour le 

recrutement et la fonctionnalité des LB et LT au sein des TLS (Rangel-Moreno et al., 2007). Une 

autre étude suggère que le premier élément impliqué dans la genèse des TLS serait l’IL-17. Cette 

dernière serait produite par les LT CD4+ et induirait la production de CXCL13 et CCL19 qui 

induiraient alors le recrutement des LT et LB de façon indépendante des LTi (Rangel-Moreno et 

al., 2011).  

 Tout comme dans le cas des SLO, la lymphotoxine, aussi bien sécrétée (LT3) que membranaire 

(LT1/2), semble indispensable à la genèse des TLS. La surexpression de la LT3 au niveau du 

foie et du pancréas se traduit par le développement d’une inflammation associée à la formation de 

TLS (Kratz et al., 1996). La perte de la signalisation LT12 /LTR abroge le développement des 

TLS, la différenciation des HEV et la libération de chimiokines (Luther et al., 2000). Ce couple de 

médiateurs (LT12/LTR) serait essentiel au développement ainsi qu’au maintien des TLS, 

notamment via la maturation des HEV. Le ligand alternatif de LTR, LIGHT joue également un 

rôle critique dans la genèse des TLS. Dans le cancer du sein, une forte expression de LIGHT a été 

retrouvée au sein des TLS (Gantsev et al., 2013).  
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2.4.3 Les high endothelial venules (HEV)  

 Les HEV jouent un rôle essentiel dans le recrutement des cellules immunitaires au sein des SLO. 

Ces vaisseaux sont localisés au sein du stroma de nombreuses tumeurs solides (cancer du sein, du 

colon, des voies aériennes supérieures, mélanome) et sont les seuls associés à un bon pronostic  

(Martinet et al., 2011 ; Wirsing et al., 2018 ; Bento et al., 2015). En effet, la glycoprotéine PNAd 

présente à la surface des HEV interagit avec l’intégrine CD62L exprimée à la membrane des LT et 

LB présents au sein des TLS. Cette interaction permet d’une part le recrutement des cellules 

immunitaires de la périphérie vers la tumeur et, d’autre part, l’initiation de réponses adaptatives. 

Dans le cancer du sein, les DC matures représentent la source majeure de LT1β2 qui active la 

différenciation et assure le maintien des HEV qui expriment à leur surface le LTβR (Martinet and 

Girard, 2013). Dans un modèle ectopique d’inflammation de la thyroïde via la chimiokine CCL21, 

la formation des HEV est sous le contrôle des interactions DC/LT CD4+ dépendante de CCR7 et 

du LTβR (Marinkovic et al., 2006). Les LT CD8+ infiltrant la tumeur et les cellules NK sont 

également capables d’induire l’expression de PNAd à la surface des HEV via la production d’IFN-

γ (Peske et al., 2015).  

 Dans les tumeurs NSCLC, les HEV colocalisent avec les TLS et sont associés à une recrutement 

intense de LB et LT notamment cytotoxiques (Chaisemartin et al., 2011 ; Goc et al., 2014b). Les 

mécanismes régulant la mise en place des HEV au sein des tumeurs représentent donc des cibles 

thérapeutiques prometteuses pour l’éradication de ces dernières. 

2.4.4 L’implication du système nerveux  

 Le système nerveux semble être impliqué autant dans la genèse des SLO que dans celle des 

TLS. Une étude a démontré la présence de fibres cholinergiques à proximité des BALT chez le rat 

(Cavallotti et al., 2004) . Une autre étude a démontré que la stimulation des fibres sensorielles au 

niveau des bronches suite à une infection virale chez le rat induit le recrutement de monocytes et 

de LT CD4+ (Auais et al., 2003). Cette étude a montré que les LT trouvé dans ces BALT 

exprimaient fortement le récepteur neurokinine 1 de la substance P, médiateur principal de la 

nociception. L’utilisation de capsaïcine, antagoniste du récepteur à la neurokinine 1, empêche le 

recrutement des LT CD4+ et des monocytes dans les TLS.  

 L’ablation chirurgicale du nerf vague (un composant du sytème parasympathique) dans un 

modèle murin d’inflammation du colon est associée à une diminution marquée de la production de 

CXCL13 ainsi que de la formation des TLS [désignés alors sous le nom de tissus lymphoïdes 
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tertiaires (TLT)], de façon indépendante de la signalisation LT12/LTR (Olivier et al., 2016). La 

destruction des fibres sympathiques dans ce modèle inflammatoire n’a cependant pas d’impact sur 

la formation des TLT. Cette étude est la seule ayant rapporté un rôle direct du SNP dans la 

formation des TLT dans un modèle inflammatoire. Ces données sont en faveur d’un potentiel rôle 

du système parasympathique dans le développement et la fonctionnalité des tissus lymphoïdes. Les 

éléments connus à ce jour dans la mise en place des TLS sont représentés Figure 11 (Sautès-

Fridman et al., 2019).  

  

Figure 11. Genèse des TLS (adapté de Sautès-Fridman et al., 2019). 

La genèse des TLS présente des similitudes avec celle des SLO. La production de CXCL13 et de l’IL-7 par les 

lymphocytes, les cellules stromales. Par ailleures, les fibres parasympathiques peuvent favoriser la libération de la 

chimiokine CXCL13 par les cellules stromales, induit le recrutement des LTi au site inflammatoire. Diverses 

populations cellulaires peuvent se substituer aux LTi : c’est le cas des LT Th17, des LB ou encore des macrophages. 

Ces cellules initiatrices interagissent avec les cellules stromales, qui sont comparables aux cellules stromales 

organisatrices du tissu lymphoïde dans les SLO grâce à LTα1β2 et à son récepteur LTβR. Cette voie de signalisation 

induit la sécrétion de divers facteurs tels que le VEGF favorisant ainsi le développement des HEV, ainsi que la sécrétion 

de molécules d'adhérence (VCAM-1, ICAM-1, MADCAM-1). L'action combinée de la signalisation de la 

lymphotoxine et de la sécrétion d'IL-17 par les cellules LTi conduit à la production de diverses chimiokines (CCL19, 

CCL21, CXCL13, CXCL12). Ensemble, ces chimiokines induisent l'expression de LTα1β2 par les lymphocytes et leur 

recrutement via les HEV et régissent ensuite leur organisation en zones B et T. Une partie des LT CD4+ se polarisent 

en cellules auxiliaires folliculaires. Abréviations: DC, dendritic cell; HEV, high endothelial venule ; LTi, lymphoid 

tissue inducer ; TFH, follicular helper T lymphocyte; TLS, tertiary lymphoid structure. 
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2.5 TLS et thérapies anti-cancéreuses  

2.5.1 Impact positif des TLS dans les cancers 

 Des essais cliniques ont mis en évidence le rôle des TLS dans les réponses cliniques aux 

chimiothérapies, notamment dans le cancer du sein. L’étude transcriptomique d’une cohorte de 996 

patientes a mis en évidence une corrélation entre la présence de LTfh, localisés dans les TLS, et la 

prédiction d’une réponse anti-tumorale (Gu-Trantien et al., 2013). Ce résultat a été confirmé par 

l’étude d’autres cohortes. Notamment, en 2018, l’analyse de biopsies de cancer du sein avant 

traitement a mis en évidence le fait que des densités élevées de LT et LB étaient associées à une 

réponse complète après traitement, suggérant un rôle positif des TLS (Denkert et al., 2018). Dans 

les mélanomes, les patients ayant des TLS (Stowman et al., 2018) sont de bons répondeurs aux 

anticorps inhibiteurs de programmed death 1 (PD-1) (Eroglu et al., 2018). Des résultats similaires 

ont également été observés dans les tumeurs NSCLC, suite à une chimiothérapie conventionnelle 

ou utilisant des anticorps inhibiteurs de PD-1 (Remark et al., 2016 ; Cottrell et al., 2018). Des 

thérapies combinatoires alliant anticorps anti-PD-1 et inhibiteurs de l’angiogenèse dans des 

modèles de cancer du sein et du pancréas induisent l’expression de HEV et de TLS (Allen et al., 

2017). Toutefois, ces thérapies combinatoires sont utilisées avec précaution car elles induisent des 

effets secondaires. Ceux-ci sont traités par corticostéroïdes mais qui abrogent le développement 

des TLS au sein des tumeurs pulmonaires épidermoïdes (Siliņa et al., 2018). 

 L’induction thérapeutique de TLS prend tout son sens dans le cadre de tumeurs très peu 

infiltrées, qualifiées de désert immunitaire comme le pancreatic ductal adenocarcinoma. Dans ce 

cancer, l’utilisation d’un vaccin thérapeutique a permis le développement de TLS seulement deux 

semaines à l’issue de la vaccination permettant une meilleure survie des patients (Lutz et al., 2014). 

L’induction thérapeutique de TLS dans le cancer semble donc permettre une meilleure réponse 

suite à divers traitements anti-cancéreux et pourrait convertir des tumeurs résistantes en tumeurs 

répondeuses aux thérapies.  
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2.5.2 Induction des TLS à des fins thérapeutiques  

 Les réponses intra-tumorales générées au sein des TLS et la valeur pronostique de ces dernières, 

en font des cibles thérapeutiques d’intérêt. De nombreux essais précliniques ont été réalisés afin de 

permettre leur induction en ciblant des molécules clés de la genèse des TLS. Ces molécules ont 

également été testées en combinaison avec d’autres immunothérapies. Les molécules 

principalement ciblées dans ces études sont celles appartenant à la famille du TNF-, les 

lymphotoxines ainsi que la molécule LIGHT.  

 Une étude a montré que le traitement avec un anticorps monoclonal agoniste du LTβR (CBE11) 

dans un modèle préclinique de carcinome colorectal empêchait la croissance tumorale et favorisait 

l’infiltrat lymphocytaire (Lukashev et al., 2006). Dans cette même étude, l’anticorps CBE11 a 

diminué la taille de la tumeur, a favorisé l’infiltrat des cellules immunitaires et a amélioré la survie 

des animaux ayant reçu des xénogreffes préparées à partir de biopsies humaines de carcinome 

colorectal. Une autre étude s’est focalisée sur la LT3, avec l’utilisation d’une protéine de fusion 

LT-anticorps (ch14.18-LT). Son utilisation dans le mélanome chez la souris a conduit à une 

réduction de la croissance tumorale avec la mise en place de TLS et la détection d’une réactivité 

contre des antigènes [TRP 2 (180-188)] par les LT. Ces observations suggèrent qu’un apprêtement 

antigénique a eu lieu et a permis l’activation de LT ainsi que leur expansion clonale au sein de la 

tumeur (Schrama et al., 2001).  

 Un autre modèle murin a montré que l’expression de LIGHT par les cellules de fibrosarcomes 

(Ag104) a généré le rejet des tumeurs implantées. Ces rejets ont été associés à une production 

accrue de CCL21 et de la molécule d’adhérence MADCAM-1 ainsi qu’au recrutement massif de 

LT CD8+ (Yu et al., 2004) via  LTR et HVEM. Dans un modèle de tumeur du pancréas (RIP-Tag 

5), l’injection de la molécule LIGHT fusionnée à un peptide vasculaire (vascular targeting 

peptide : VTP) a induit d’une part, une normalisation des vaisseaux tumoraux les rendant 

permissifs aux agents thérapeutiques, d’autre part, la formation de TLS. Par ailleurs, l’injection de 

LIGHT-VTP a également conduit à une meilleure réponse aux traitements par anticorps anti-PD-1 

et anti-cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (anti-CTLA-4) (Johansson-Percival et al., 

2017).  
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 Quelques études se sont intéressées à cibler d’autres acteurs que les molécules clés de la genèse 

des TLS. Une étude a notamment ciblé les DC afin de favoriser la présentation antigénique. Ces 

cellules ont été transfectées pour leur faire exprimer le facteur de transcription T cell-specific T box 

transcription factor (T-bet) et injectées directement dans les tumeurs : un ralentissement 

considérable de la croissance tumorale a été alors observé (Chen et al., 2013). Cette observation a 

été associée à celle d’un recrutement massif de cellules NK, de LT CD8+ et de LB, accompagné du 

développement concomitant de TLS. Il semblerait de plus que ce phénomène soit dépendant de 

l’IL-36 (Weinstein et al., 2017).  
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3. Le système nerveux périphérique au sein du microenvironnement tumoral   

3.1 Caractéristiques générales du système nerveux périphérique  

Le système nerveux se divise en deux parties, la partie centrale, qui regroupe l’encéphale et la 

moelle épinière, et la partie périphérique. Cette dernière est divisée en deux parties, la partie 

autonomique et la partie somatique. La partie somatique innerve les muscles squelettiques. Elle est 

responsable du contrôle volontaire des mouvements. La partie autonomique se divise en trois 

parties distinctes, le système sympathique, le système parasympathique et le système entérique 

(Fig. 12). La partie sympathique et parasympathique, se présentent toutes les deux sous la forme 

de chaines ganglionnaires.  

Figure 12. Les différents acteurs du système nerveux et leurs fonctions. 

Le système nerveux se divise en deux composantes : une composante dite centrale (regroupant l’encéphale et la moelle 

épinière) et une composante dite périphérique. Cette dernière composante se subdivise elle-même en système 

somatique (contrôle volontaire) et système autonomique. La partie autonomique regroupe les systèmes entérique, 

sympathique et parasympathique. Abréviations : SNC, système nerveux central ; SNP, système nerveux périphérique. 
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 Les premiers neurones (préganglionnaire) ont leurs corps cellulaires au sein de la corne latérale 

de la moelle épinière et se projettent vers les ganglions para-et-prévertébraux (Basso et al., 2019). 

À ce niveau, le neurotransmetteur libéré en direction du second neurone (post-ganglionnaire) est 

l’acétylcholine (ACh) (Fig. 13). Ce neurotransmetteur se fixe aux récepteurs nicotiniques. Le 

neurone post-ganglionnaire, innerve directement sa cible (vaisseaux sanguins, poumons, rate, 

cœur, viscères) et libère principalement la noradrénaline (NA). Ce neurotransmetteur agit sur les 

récepteurs  et  adrénergiques afin de réguler les fonctions homéostatiques. Une exception 

concerne les glandes surrénales, dans lesquelles les cellules chromaffines sont directement 

innervées par les fibres sympathiques et libèrent de la NA et de l’adrénaline (Elenkov et al., 2000). 

D’une façon plus générale, les neurotransmetteurs rattachés aux fibres sympathiques sont 

regroupés sous le terme des catécholamines et regroupent l’adrénaline, la NA et la dopamine.  

 Concernant le système parasympathique, les neurones sont généralement représentés par le nerf 

vague. Les corps cellulaires de ces neurones sont localisés au niveau du noyau dorsal moteur et 

projettent directement vers leur cible ou à leur proximité (Basso et al., 2019). Au niveau de leur 

cible, une synapse cholinergique est alors réalisée vers les neurones post-ganglionnaires, qui à leur 

tour libèrent également de l’acétylcholine. Les effets dus à l’ACh au niveau des organes sont 

relayés par les récepteurs muscariniques. Une autre composante du système parasympathique est 

représentée par des neurones cholinergiques dont les corps cellulaires sont localisés au niveau de 

la partie sacrée de la moelle. Ces neurones sont en contact avec les fibres post-ganglionnaires au 

niveau des ganglions pelviens et sont impliqués dans la régulation de la reproduction, ainsi que 

dans les fonctions physiologiques de la prostate et du colon (Basso et al., 2019). Dans ce manuscrit 

nous focalisons notre attention uniquement sur les fibres sympathiques et parasympathiques, la 

partie incluant le système sensoriel ne sera pas abordée. 
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Figure 13. Morphologie et acteurs des systèmes sympathique et parasympathique du SNP.  

Les premiers neurones du système sympathique (formant les fibres préganglionnaires) ont leurs corps cellulaires dans 

la corne latérale de la moelle épinière et projettent en direction du second neurone (post-ganglionnaire). A ce niveau, 

l’ACh est libérée et se fixe aux récepteurs nicotiniques. Le neurone post-ganglionnaire innerve directement son tissu 

cible (vaisseaux sanguins, poumons, rate, cœur, viscères) et libère majoritairement de la noradrénaline. Cette dernière 

agit sur les récepteurs  et  adrénergiques. Une exception concerne les glandes surrénales, où les cellules chromaffines 

innervées directement par les fibres sympathiques libèrent de la noradrénaline et de l’adrénaline. Concernant le système 

parasympathique, les corps cellulaires des neurones sont localisés au niveau du noyau dorsal moteur et projettent 

directement vers leur cible ou à leur proximité. Au niveau de leur cible, une synapse cholinergique est alors réalisée 

vers les neurones post-ganglionnaires, qui à leur tour libèrent également de l’acétylcholine (ACh). Les effets dus à 

l’ACh au niveau des organes passent par les récepteurs muscariniques. Abréviations : A, adrénaline ; ACh, 

acétylcholine ; [N], récepteur nicotinique ; [M], récepteur muscarinique ; NA, noradrénaline; [], récepteur alpha 

adrénergique ; [], récepteur beta adrénergique ; FFP, fibre parasympathique postganglionnaire ; P, parasympathique ; 

S, sympathique.  

 

3.2 Dialogue croisé entre SNP et cellules immunitaires  

 Les systèmes immunitaires et nerveux partagent de nombreux éléments en commun. En effet, 

des récepteurs de l’immunité innée tels que les récepteurs de l’IL-1 ou encore du TNF- sont 

exprimés par les fibres nerveuses afférentes (Niijima, 1996 ; Goehler et al., 1999).  
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Réciproquement, les récepteurs de nombreux neurotransmetteurs, tels que les récepteurs 

adrénergiques (-) et les récepteurs cholinergiques (muscariniques et nicotiniques), sont exprimés 

à la surface des monocytes, des LT, des LB et des DC (Kawashima et al., 2015). Les cellules 

immunitaires sont également capables de synthétiser et de libérer des neurotransmetteurs tels que 

l’acétylcholine (Rosas-Ballina et al., 2011 ; Kawashima et al., 2012). Les systèmes immunitaire et 

nerveux semblent agir de concert dans la détection des agents pathogènes ainsi que dans la mise en 

place de réponses inflammatoires. 

3.2.1 Les fibres parasympathiques et les cellules immunitaires  

 L’implication du système parasympathique dans la réponse immunitaire a été décrite pour la 

première fois sous la forme du « réflexe de l’immunité » (Tracey, 2002 ; Pavlov and Tracey, 2015), 

permettant un contrôle de l’inflammation survenant en réponse à des toxines émises par des 

bactéries. La reconaissance de stimuli pro-inflammatoires [IL-1, TNF-, pathogen-associated 

molecular pattern (PAMP), ou encore l’adénosine triphosphate (ATP)] par les fibres 

parasympathiques afférentes, entraine la libération d’acétylcholine par les fibres parasympathiques 

efférentes. Cette molécule, qui se fixe à la sous-unité -7 du récepteur nicotinique de 

l’acétylcholine (7-nAChR) présent à la surface des macrophages [trouvés dans le foie (cellules 

de Küpffer), le tractus intestinal, le pancréas et les reins], inhibe la production de cytokines pro-

inflammatoires par ces derniers (Okusa et al., 2017). Ce n’est qu’ultérieurement que le rôle de la 

rate dans ce processus a été mis en lumière. En 2006, une étude a montré que des animaux ayant 

subi une splénectomie présentaient une diminution de leurs capacités anti-inflammatoires (Huston 

et al., 2006). Cependant, la rate n’ayant pas d’innervation parasympathique, deux hypothèses ont 

été émises : la première stipule que le nerf vague aurait la capacité d’activer le nerf splénique 

(branche sympathique) responsable d’une libération accrue de NA au niveau de cet organe. La NA  

serait alors capable d’activer les LT mémoires (CD4high CD62low) producteur d’ACh permettant 

ainsi l’inhibition de la production de cytokines inflammatoires par les macrophages (Rosas-Ballina 

et al., 2011). La seconde hypothèse propose que la stimulation du nerf vague entraînerait le 

recrutement de LT CD4+ producteur d’ACh directement au niveau de la rate. Les terminaisons 

sympathiques du nerf splénique seront alors stimulées via des récepteurs nicotiniques permettant 

la sécrétion de NA et la stimulation de récepteurs ß adrénergiques à la surface des macrophages. 

Cette dernière étape semble être à l’origine de l’inhibition des cytokines pro-inflammatoires par 

les macrophages (Martelli et al., 2014a).  
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 Parallèlement à la description du réflexe inflammatoire, des équipes se sont intéressées à la 

fonction des récepteurs muscariniques trouvés à la surface des cellules immunitaires (Tableau 6). 

In vitro, l’acétylcholine module la prolifération des LT (Qiu et al., 1995). Des études menées chez 

des animaux dont les gènes codant les récepteurs cholinergiques muscariniques de type 1 et 5 

(Chrm1, Chrm5) ont été invalidés, exposés à l’ovalbumine, ont montré que ces animaux 

présentaient des taux sériques d’IgG totales plus faibles que ceux des souris contrôles. De plus, la 

production d’IL-6 par les splénocytes de ces animaux était réduite comparativement aux souris 

contrôle. Cependant, aucune différence n’a été rapportée concernant le taux sérique total d’IgM 

entre ces animaux K.O. et contrôles. Ces observations suggèrent que les récepteurs Chrm1 et 

Chrm5 ne sont pas impliqués dans la génération d’anticorps mais pourraient contribuer à la 

commutation de classe (Fujii et al., 2007).  

 Concernant les DC, le traitement cholinergique in vitro augmente l’expression d’OX40L, un 

marqueur d’activation des DC, ce qui facilite les interactions entre CPA et acteurs de l’immunité 

adaptative (Liu et al., 2010).  
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Tableau 6. Expression des récepteurs muscariniques au sein des principales populations de cellules 

immunitaires (adapté de Verbout and Jacoby, 2012).  

Cellules immunitaires Récepteurs muscariniques Espèces Références 

1 2 3 4 5 

Lymphocytes 

+ + + + + Homme (Tayebati et al., 2002) 

+ + + + + Souris (Ricci et al., 2002) 

 

Monocytes 

+ + + + - Homme (Pahl et al., 2006) 

 

+ + + + + Souris (Kawashima et al., 2007) 

 

Macrophages 

+ + + - - Homme 
(Profita et al., 2005) 

 

+ + + + + Souris 
(Kawashima et al., 2007) 

Cellules dendritiques 
- - + + + Homme 

(Liu et al., 2010) 

+ + + + + Souris (Kawashima et al., 2007) (Ma et 

al., 2007) 

 

 

 Une étude très récente a démontré que la présence de fibres parasympathiques est associée à une 

diminution de l’expression d’ICP (PD-1, programmed death-ligand 1 (PD-L1)) à la surface des LT 

CD4+ et LT CD8+ infiltrant les tumeurs ainsi que de FOXP3 dans des modèles murins de cancer 

du sein (Kamiya et al., 2019).  

3.2.2 Fibres sympathiques et cellules immunitaires  

 L’impact des fibres sympathiques sur les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral 

a récemment gagné en intérêt. En effet, la signalisation -adrénergique augmente l’expression des 

gènes impliqués dans la polarisation des macrophages M2 (Lamkin et al., 2016). Ces derniers 

favorisent la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) via la sécrétion des matrix 

métallopeptidase 2 et 9 (MMP-2 et MMP-9), ainsi que l’angiogenèse, et sont pro-tumoraux. Les 

catécholamines favorisent également la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-
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1β ou le TNF-α par les macrophages (Black et al., 2002). Des études in vivo ont démontré que le 

système beta-adrénergique augmente l’infiltration des macrophages (tumor-associated 

macrophages, TAM) dans le cancer du sein, ainsi que le développement de métastases (Qin et al., 

2015).  

 Concernant les cellules dendritiques, les catécholamines semblent avoir des effets opposés en 

fonction du récepteur impliqué. En effet, elles peuvent agir comme facteur chimioattractant et 

favoriser la migration des DC via le récepteur α1 (Maestroni, 2000). A l’inverse, elles peuvent 

supprimer leur migration via le récepteur adrénergique β2 en favorisant la production des 

interleukines IL-10 et IL-12 (Maestroni and Mazzola, 2003). Par ailleurs, dans un modèle murin 

de lymphome, il a été montré que la signalisation β adrénergique supprime l’activité les LT CD8+. 

Cet effet est induit par une diminution de la production de l’IFN- et de l’expression des molécules 

de co-stimulation CD28 et 4-1BB (CD137) (Nissen et al., 2018). Enfin, il a été décrit dans un 

modèle leucémique, l’administration de catécholamines inhibe l’activité des cellules NK (Inbar et 

al., 2011).  

 L’ensemble de ces données mette en avant le rôle inhibiteur des fibres sympathiques dans 

l’établissement des réponses immunitaires adaptatives au sein du microenvironnement tumoral.  

3.3 Système nerveux autonomique et tumeurs  

 L’implication du système autonomique dans la cancérogenèse provient des observations 

cliniques entre stress et progression tumorale (Antoni et al., 2006 ; Armaiz-Pena et al., 2013). 

Divers modèles murins ont montré que le stress favorise la progression tumorale dans le cancer du 

sein, de l’ovaire ou encore dans les  tumeurs de la prostate (Palm et al., 2006 ; Thaker et al., 2006 ; 

Sloan et al., 2010). L’utilisation de β-bloquants permet de diminuer ce phénomène (Pasquier et al., 

2013).  
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3.3.1 Effets sur la réparation de l’ADN  

La signalisation β-adrénergique induit également une instabilité chromosomique qui pourrait 

conduire à l’initiation des tumeurs. En effet, le système sympathique s’opposerait aux mécanismes 

de réparation de l’ADN (Cole et al., 2015) (Fig. 14). Ces effets semblent dus à l’activation de la 

voie AKT qui conduit à l’expression de l’ubiquitine E3 murine double minute 2 qui, à son tour, 

dégrade la protéine p53 empêchant ainsi le mécanisme de réparation de l’ADN (Hara et al., 2011 ; 

Hara et al., 2013).  

Figure 14. L’effet pro-tumoral du système sympathique (Cole et al., 2015). 

 
Les fibres nerveuses sympathiques sont capables en libérant de la noradrénaline d’agir sur les cellules tumorales qui 

expriment les récepteurs β-adrénergiques. La stimulation de ces derniers régule l'expression de différents gènes via 

l'activation de multiples voies de transduction comme celle des MAPK et dont certaines mettent en jeu l’adényl cyclase, 

l’AMPc ou la PKA qui phosphoryle des facteurs de transcription comme CREB. Ces différents effets favorisent in fine 

la progression tumorale en s’opposant aux mécanismes de réparation de l’ADN, à l’apoptose, et en favorisant la 

transition épithélio-mésenchymateus (EMT) et ainsi la dissémination des cellules tumorales. Abréviations : AMPc, 

adénosine monophosphate cyclique ; ATP, adénosine triphosphate ; CREB c-AMP response Element-binidng protein ; 

EMT, transition épithélio-mésenchymateuse ; EPAC, exchange factor directly activated by cAMP ; MAPK, mitogen-

activated protein kinases ; PKA, protéine kinase A. 
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3.3.2 Effets sur les oncogènes  

 L’activation des récepteurs β-adrénergiques peut stimuler l’expression des oncogènes Src et 

HER-2 : ainsi, suite à l’activation de ces récepteurs β-adrénergiques présents à la surface de cellules 

du cancer du sein (MCF7), le facteur de transcription STAT3 est activé, et accroit alors l’expression 

de l’oncogène HER-2 en se fixant sur le promoteur du gène codant pour cette molécule (Shi et al., 

2011).  

3.3.3 Effets sur la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)   

 Certaines données de la littérature sont en faveur de l’implication du système sympathique dans 

l’EMT. L’EMT est un processus au cours duquel les cellules épithéliales perdent leurs 

caractéristiques et acquièrent un nouveau phénotype, mésenchymateux. Ce dernier confère aux 

cellules tumorales des propriétés migratoire et invasive favorisant leur dissémination en périphérie.  

 La signalisation adrénergique induirait l’activation des facteurs de transcription de la famille 

SNAIL, impliqués dans l’EMT. Par ailleurs, le traitement in vitro des cellules d’adénocarcinome 

du nasopharynx en présence de NA est responsable de l’expression des MMP-2 et MMP-9, 

favorisant l’invasion des lames basales bordant les épithéliums (Yang et al., 2006). 

3.3.4 Effets sur l’apoptose  

 La signalisation β adrénergique induit une résistance aux mécanismes pro-apoptotiques. Cet 

effet est dû à l’inhibition des molécules de la famille de Bcl-2 (BAD) impliquées dans la cascade 

pro-apoptotique (Sastry et al., 2007).  

3.4 Fibres nerveuses au sein du microenvironnement tumoral  

3.4.1 Le système autonomique, initiateur des tumeurs  

 Les fibres nerveuses sont présentes dans l’ensemble de l’organisme afin de maintenir les 

fonctions physiologiques. Lors de la carcinogenèse, elles sont détournées de leur fonction 

principale par les cellules cancéreuses et favorisent le développement tumoral. Au cours de la 

dernière décennie, deux études pionnières ont mis en avant l’impact du système autonomique au 

sein des tumeurs.  

 La première étude menée, en utilisant un modèle murin de tumeur de la prostate, a démontré la 

présence des deux composantes du système autonomique dans la cancérogenèse (Magnon et al., 

2013). Les phases précoces du développement tumoral seraient liées à la présence des fibres 
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sympathiques : l’initiation de la tumeur est inhibée à la suite de la délétion de ces fibres de façon 

pharmacologique ou génétique. Cet effet pro-tumoral est induit par l’expression des récepteurs β2- 

et β3-adrénergiques par les cellules stromales (Fig. 15). Très récemment, la même équipe a montré 

dans le même modèle murin que l’initiation de la neurogenèse, ainsi que la progression des 

adénocarcinomes de la prostate, étaient liées à la présence de précurseurs neuronaux exprimant la 

doublecortine (DCX) (Mauffrey et al., 2019). Chez l’adulte, la neurogenèse s’effectue dans deux 

zones, le gyrus denté dans l’hippocampe et dans la zone sous-ventriculaire (SVZ). Les précurseurs 

DCX+
 localisés dans la SVZ infiltreraient les lésions néoplasiques de la prostate et initieraient à la 

fois la mise en place de novo des fibres nerveuses sympathiques et la progression tumorale. Afin 

de soutenir son développement, la tumeur épuiserait les niches neurogènes du cerveau en attirant 

les progéniteurs. Toutefois les mécanismes inducteurs de la libération de ces progéniteurs ne sont 

pas connus à ce jour. Chez les patients, la présence des précurseurs DCX+ est associée à des stades 

avancés et impacte négativement la survie (Mauffrey et al., 2019).  

 Les fibres parasympathiques prendraient le relais dans les phases plus tardives du 

développement tumoral et seraient impliquées dans la mise en place des métastases (Magnon et al., 

2013). La dissémination des cellules tumorales serait due au récepteur muscarinique de type 1 

exprimé par les cellules stromales (Chrm1). Lors des régulations physiologiques, ces deux 

systèmes, sympathique et parasympathique, ont des actions antagonistes ; dans le cadre du cancer, 

ils semblent agir de concert dans la progression tumorale. Chez les patients, la présence des fibres 

sympathiques et parasympathiques identifiées avec le marqueur tyrosine hydroxylase (TH) et le 

vesicular acetyl choline transporter (VAChT) respectivement corrèle avec un haut score de 

Gleason (une classification des stades du cancer de la prostate) et à un mauvais pronostic (Magnon 

et al., 2013).  
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Figure 15. L’implication des fibres nerveuses dans le cancer de la prostate (adapté de Magnon et 

al., 2013). 

Dans les lésions néoplasiques des tumeurs de la prostate, les fibres sympathiques libèrent de la noradrénaline qui active 

les récepteurs adrénergiques 2 et 3 exprimés par les cellules stromales. Cette activation favorise le développement 

tumoral. Plus tardivement au cours de celui-là, les fibres parasympathiques infiltrent la tumeur et libèrent de 

l’acétylcholine qui promeut également la prolifération des cellules tumorales et leur dissémination métastatique. Ces 

effets s’exercent par l’intermédiaire du récepteur muscarinique Chrm1.  

 

 La seconde étude a été menée avec des tumeurs gastriques (Zhao et al., 2014). Dans cet 

environnement, l’innervation parasympathique contrôle la prolifération des cellules épithéliales 

gastriques (exprimant le récepteur muscarinique de type 3, Chrm3), cette fonction s’étendant aux 

cellules tumorales correspondantes. La suppression des fibres parasympathiques par action 

pharmacologique (via des injections de botox) ou bien chirurgicale bilatérale (bilateral vagotomy 

with pyloroplasty) ou unilatérale (unilateral vagotomy) induit une diminution de la croissance 
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tumorale. Toujours dans cette étude, la délétion génétique du récepteur Chrm3 inhibe la croissance 

tumorale.  

 En ce qui concerne les tumeurs NSCLC, une seule étude datant de 2016 a rapporté la présence 

de fibres autonomiques (Shao et al., 2016). Dans cette étude, les fibres sympathiques TH ont été 

localisées autour de la tumeur, tandis que les fibres parasympathiques (identifées via le marqueur 

VAChT) ont été trouvées dans la tumeur. Dans les deux cas, la présence de ces fibres a été associée 

à un mauvais pronostic, quel que soit le stade de la maladie. Toutefois, le lien éventuel entre ces 

fibres et l’infiltrat tumoral n’a pas été exploré.  

3.4.2 Système autonomique et croissance tumorale  

 Les cellules tumorales adjacentes aux fibres présentent une prolifération plus importante que 

celles situées à distance, suggérant l’existence d’un dialogue entre les deux (Ayala et al., 2004). 

Les molécules libérées par les fibres (nerve growth factor, NGF ; neurotransmetteurs : ACh, NA) 

sont utilisées par les cellules tumorales pour leur prolifération (Hayakawa et al., 2017). Ainsi, dans 

les cancers du sein et de l’ovaire, la signalisation adrénergique via le récepteur 2 favorise la 

croissance tumorale. De plus, les catécholamines moduleraient également les capacités migratoires 

des cellules tumorales de cancer du sein et du colon. Les catécholamines favorisent par ailleurs la 

production des interleukines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) par les cellules tumorales (Nilsson 

et al., 2007 ; Shahzad et al., 2010). 

 Plusieurs données démontrent l’implication du système parasympathique dans le contrôle de la 

croissance tumorale. Les cellules épithéliales et stromales expriment à leurs surfaces les récepteurs 

muscariniques (Chrm1 à Chrm5) et les adénocarcinomes dérivant de ces cellules suggèrent que la 

signalisation cholinergique joue un rôle important dans la progression tumorale : l’expression des 

récepteurs muscariniques par les cellules de diverses tumeurs solides a été associée à la croissance 

et à la migration de ces cellules tumorales (Shah et al., 2009) (Tableau 7).  

 En ce qui concerne les tumeurs NSCLC, le récepteur Chrm3, surexprimé par les cellules 

tumorales, est associé à un mauvais pronostic (Lin et al., 2014). Par ailleurs, les cellules tumorales 

small-cell lung cancer (SCLC) expriment également l’ensemble de la machinerie nécessaire à la 

synthèse et à la libération de l’acétylcholine, suggérant que de telles cellules sont capables de 

stimuler de façon autocrine leur croissance (Song et al., 2007 ; Spindel, 2012). Enfin, la sous-unité 

α7-nAChR est exprimée par les cellules de NSCLC et promeut leur prolifération (Grozio et al., 

2008). 
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Tableau 7. Expression des récepteurs muscariniques dans les tumeurs solides (adapté de Shah et 

al., 2009). 
 

 

   Abréviations : ChrmX (récepteur cholinergique muscarinique de type 1, 2, 3, 4 et 5) ; ND, non déterminé ;      

   NSCLC, non-small cell lung cancer ; SCLC, small-cell lung cancer.  

 
  

 

  En plus des neurotransmetteurs, d’origine neuronale ou non, les molécules de guidance axonale 

jouent également un rôle au sein de la carcinogenèse. C’est le cas des nétrines, notamment la 

nétrine-1 dont le rôle pro-tumoral a été démontré dans les tumeurs du colon, du cancer du sein et 

des adénocarcinomes pancréatiques. Dans les tumeurs colorectales, la nétrine-1 favorise la 

Récepteurs 

muscariniques 

Type de 

cancer 
Actions Références 

Chrm3 
Cancer du 

sein 

Prolifération 

Angiogenèse 

(Español et al., 2002) 

(Español et al., 2007) 

 

Chrm3 
Cancer du 

colon 

Prolifération 

Survie 
(Cheng et al., 2008) 

Chrm3 

Cancer du 

poumon 
Prolifération 

 

 

(Song et al., 2007) 

(Lin et al.,2014) 

SCLC 

NSCLC 

Chrm3 
Cancer de 

l’ovaire 
Diminution de la survie 

(Oppitz et al., 2002) 

 

Chrm1/ Chrm3 
Cancer du 

pancréas 
ND 

(Chien and Warren, 

1985) 

(Ackerman et al., 1989) 

Chrm1/Chrm3/ Chrm2 
Cancer de la 

prostate 
Prolifération 

 

(Rayford et al., 1997) 

Chrm3/ Chrm5 Mélanome Migration 
(Boss et al., 2005) 

 

Chrm1/ Chrm3/ 

Chrm5 

Tumeur 

gastrique 
ND (Kodaira et al., 1999) 



65 
 

tumorigenèse en inhibant l'apoptose induite par les récepteurs, deleted in colorectal cancer et 

uncoordinated 5 homolog (Bernet et al., 2007).   

Concernant les tumeurs NSCLC, la nétrine-1 est surexprimée chez 47% des patients. Cette 

surexpression est associée à une résistance à l’apoptose (Delloye-Bourgeois et al., 2009). 

3.4.3 Néoangiogenèse dans les tumeurs  

 L’angiogenèse est un processus indispensable au développement embryonnaire et à la réparation 

tissulaire. En condition physiologique, des contacts très étroits existent entre les fibres nerveuses 

et le réseau vasculaire. Les fibres sympathiques se meuvent dans l’organisme en suivant les artères, 

attirées par des facteurs attracteurs libérées par ces dernières, telles que l’artémine ou encore la 

neurotrophine (Larrivée et al., 2009). Au sein du microenvironnement tumoral, la croissance des 

cellules tumorales est telle qu’un environnement hypoxique se met en place. Afin de palier à ses 

besoins nutritifs croissants, la tumeur développe alors un nouveau réseau vasculaire. Ce dernier se 

développe à partir de vaisseaux préexistants via les cellules endothéliales et des progéniteurs 

dérivés de la moelle osseuse (Dvorak et al., 2005 ; Chakroborty et al., 2009). En condition 

physiologique, un équilibre s’établit entre facteurs pro- et anti-angiogéniques, alors que, dans les 

situations tumorales, cet équilibre est perdu, ce qui se traduit par la formation de vaisseaux 

anormaux ayant une perméabilité accrue (Chakroborty et al., 2009). L’implication des fibres 

nerveuses au sein du processus de l’angiogenèse est principalement due aux fibres sympathiques. 

La présence des récepteurs  adrénergiques à la surface des cellules endothéliales permet à la 

noradrénaline et l’adrénaline d’induire une néo-angiogenèse (Hondermarck and Jobling, 2018). Par 

ailleurs, les catécholamines favorisent aussi la néoangiogenèse par les cellules tumorales : la 

noradrénaline et l’adrénaline activent à la surface des cellules tumorales les récepteurs  

adrénergiques qui induisent la production du vascular epidermal growth factor (VEGF). Ces 

phénomènes ont été observés in vivo, dans le cancer de l’ovaire, mais également in vitro avec des 

cellules de mélanome. Une autre molécule pro-angiogénique est également induite par la 

signalisation  adrénergique, l’IL-6. Dans le cancer de l’ovaire, la présence d’IL-6 corrèle avec le 

degré de néovascularisation (Chakroborty et al., 2009). 

 La dopamine, autre messager des fibres sympathiques, inhibe la néoangiogenèse dans les 

tumeurs. Contrairement aux neurotransmetteurs cités précédemment, la dopamine ne promeut pas 

la libération de facteurs pro-angiogéniques mais, à l’inverse, réduit la signalisation du vascular 

epidermal growth factor receptor 2 (VEGFR-2) (Sarkar et al., 2008). Cela est possible grâce à 
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l’expression du récepteur D2 dopaminergique à la surface des cellules endothéliales dans la tumeur, 

également exprimés à la surface des précurseurs hématopoïétiques de la moelle osseuse. Les 

animaux dont le gène codant ce récepteur a été invalidé, présentent une néoangiogenèse accrue 

ainsi qu’une importante progression tumorale (Chakroborty et al., 2009). Plus précisément, la 

dopamine empêcherait la phosphorylation du VEGFR-2 au niveau des cellules endothéliales 

présentes dans le microenvironnement tumoral, mais également au niveau des précurseurs 

hématopoïétiques de la moelle osseuse. La mobilisation des précurseurs endothéliaux de la moelle 

se fait en différentes étapes, en présence de VEGF et des MMP, qui permettent la mobilité de ces 

cellules. Ces phénomènes, favorisés par la NA, sont inhibés par la dopamine.  

 Le système parasympathique joue également un rôle au niveau de la néoangiogenèse tumorale. 

Ce processus se ferait via la production d’arginase et de prostaglandine par les cellules tumorales, 

qui activeraient le promoteur du gène codant le VEGF dans les cellules endothéliales (de la Torre 

et al., 2005).  

 Les récepteurs nicotiniques jouent également un rôle dans l’angiogenèse tumorale. En effet, la 

production des facteurs pro-angiogéniques (VEGF ; platelet-derived growth factor ; fibroblast 

growth factor) est augmentée par la nicotine (Schuller, 2009). Différents récepteurs favorisent la 

néoangiogenèse. Dans les tumeurs pulmonaires, cet effet est induit par l’expression de la sous-unité 

α7-nAChR à la surface des cellules endothéliales (Brown et al., 2012), tandis que dans les cancers 

du sein,  c’est la sous-unité α9 du récepteur nicotinique à l’acétylcholine (α9-nAChR) qui serait 

impliquée (Lee et al., 2010).  

3.4.4 Les fibres nerveuses, un moyen de dissémination des cellules tumorales  

 Classiquement, les cellules tumorales utilisent diverses voies de propagation afin de se 

disséminer, notamment les systèmes vasculaire et lymphatique. Décrit initialement dans le cancer 

de la prostate, l’invasion péri-neurale (PNI) est un processus au cours duquel les cellules tumorales 

utilisent les fibres nerveuses afin de se propager. les cellules tumorales peuvent en effet s’agréger 

autour des fibres et/ou infiltrer les trois compartiments de la gaine nerveuse (épinèvre, périnèvre et 

endonèvre) (Liebig et al., 2009). La présence d’une invasion péri-neurale dans le cancer de la 

prostate est associée à un mauvais pronostic chez les patients (Ayala et al., 2004 ; Liebig et al., 

2009 ; Zareba et al., 2017). Cette présence a été également détectée dans d’autres tumeurs solides 

et a systématiquement été associée à un mauvais pronostic lié à un risque accru de rechute. C’est 
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le cas pour les tumeurs du pancréas, gastriques, colorectales, ainsi que dans le cancer du sein et des 

voies biliaires (Tableau 8).  

 Dans les tumeurs NSCLC, l’impact des invasion péri-neurales sur la survie s’est avéré être 

discordant en fonction des études. Selon Sayar et al. (2004), les PNI sont associées à un mauvais 

pronostic. Deux autres études ont par contre montré que les invasion péri-neurales n’ont pas 

d’impact sur la survie (Poncelet et al., 2008 ; Yilmaz et al., 2011). Cette discordance pourrait 

s’expliquer par la taille des cohortes ainsi que par la différence de stades étudiés [stades avancés 

(III) vs stades précoces (I-II)]. 

 Les mécanismes responsables de la mise en place des invasion péri-neurales semblent impliquer 

certaines chimiokines. C’est notamment le cas de la chimiokine CXCL12 et de son récepteur 

CXCR4 dans les tumeurs du pancréas. Chez les patients, leur présence est corrélée positivement 

avec le développement des invasion péri-neurales. L’inhibition de cet axe abroge de plus la 

dissémination des cellules tumorales ainsi que l’invasion du nerf sciatique (Xu et al., 2015). 

 Une autre chimiokine a également été identifiée pour son rôle dans la mise en place des invasion 

péri-neurales. Diverses cellules tumorales telles que celles du pancréas (Miknyoczki et al., 2002), 

du sein (André et al., 2006), surexpriment le récepteur CX3CR1, dont le ligand, la neurotactine, 

est exprimé par des fibres nerveuses. L’activation de son récepteur par la neurotactine favorise la 

dissémination des cellules tumorales.  
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Tableau 8. Valeur pronostique des invasions périneurales dans les tumeurs solides (adapté de 

Bapat et al., 2011). 

Types de cancers Stades  Impact sur la survie  Références  

Cancer du pancréas  Tous  Négatif  (Pour et al., 2003) 

Cancer tête et cou  I, II, III Négatif (Haddad and Shin, 

2008) 

Cancer de la prostate  Tous  Négatif  (Liebig et al., 2009), 

(Ayala et al., 2004) 

Cancer colorectal II  Négatif  (Huh et al., 2010) 

Cancer du sein I, II, III Négatif  (Cowan et al., 1997) 

Cancer des voies biliaires Tous  Négatif  (Marchesi et al., 2010) 

Cancer de l’estomac  Tous  Négatif  (Scartozzi et al., 2006), 

(Duraker et al., 2003) 

Carcinome épidermoïde de 

l’œsophage 

Tous  Négatif  (Kurtz et al., 2005) 

Cholangiosarcome  Tous  Négatif  (Shirai et al., 2008) 

NSCLC I-II Sans pronostic (Yilmaz et al., 2011),  

(Poncelet et al., 2008) 

Tous  Négatif  (Sayar et al., 2004) 

   Abréviations : ND, non déterminé ; NSCLC, non-small cell lung cancer.  

3.4.5 Les cellules tumorales et l’induction de l’axonogenèse   

 La mise en place des métastases via les fibres nerveuses était jusqu’à présent la seule interaction 

connue entre les cellules tumorales et les fibres nerveuses. En 2008, un nouveau mécanisme a été 

introduit, l’axonogenèse/neurogenèse. Ces mécanismes permettent la mise en place de nouvelles 

terminaisons nerveuses grâce aux divers facteurs de croissance libérés par les cellules tumorales 

(Ayala et al., 2008).  

 De façon générale, les molécules impliquées dans l’axonogenèse appartiennent à la famille des 

neutrophines et regroupent le brain-derived nerve factor (BDNF), les neurotrophines 3, 4, 5 (NT-

3, NT-4 et NT-5), le NGF, ainsi que GDNF (Chilton, 2006). Ce processus d’axonogenèse a 

initialement été décrit dans le cancer de la prostate in vivo et in vitro. Les cellules tumorales 

induisent une croissance axonale via la libération de la sémaphorine 4 F (S4F). Ce processus est 

enrayé en présence de small interfering RNA (siRNA) dirigés contre S4F. Chez les patients, le 

nombre de neurones est plus élevé que chez les individus sains, suggérant qu’une neurogenèse 
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pourrait également se développer à partir de cellules-souches grâce à S4F. De plus, la mise en place 

de ce nouveau réseau est associée à des hauts  risques de récurrence tumorale (Ayala et al., 2008). 

Les cellules tumorales de cancer du sein in vitro favorisent également la mise en place des neurites 

des cellules neurales PC-12 via la sécrétion de NGF (Pundavela et al., 2015). Des analyses 

transcriptomiques, effectuées à partir de microdissection de biopsies de tumeurs du pancréas ont 

montré une augmentation des neurotrophines dans les cellules tumorales mais également au niveau 

des PNI. Toujours dans ces tumeurs, le GDNF et l’artémine ont été identifiés comme favorisant 

l’invasion des nerfs et la croissance tumorale (Ceyhan et al., 2006).  

 Une étude a récemment suggéré que les cellules tumorales pouvaient libérer ces molécules dans 

des exosomes (Madeo et al., 2018). De fait, l’administration in vivo d’inhibiteurs de la libération 

des exosomes diminue l’innervation de novo des tumeurs. Dans cette étude, il a été également 

montré que le facteur majeur impliqué dans la croissance des neurites et l’axonogenèse appartient 

à la famille des éphrines, l’éphrine B1 (Madeo et al., 2018). 

 Les cellules hématopoïétiques ont également été identifiées comme jouant un rôle dans ce 

mécanisme d’axonogenèse via la sécrétion d’un facteur de croissance hématopoïétique, le 

granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). Ce dernier s’est avéré être à la fois capable de 

favoriser la croissance des tumeurs de la prostate et le développement des neurites des fibres 

parasympathiques dans un modèle dépourvu de fibres sympathiques. De plus, la sécrétion de G-

CSF a été associée à un recrutement massif de cellules myéloïdes suppressives au sein du 

microenvironnement (Dobrenis et al., 2015).    

 L’ensemble de ces données montre clairement la présence d’un dialogue entre les fibres 

nerveuses et les cellules tumorales. Ces dialogues apparaissent pro-tumoraux et mettent en place 

des boucles de rétroaction positive en faveur de la progression tumorale. Concernant l’impact de 

ces deux acteurs sur le recrutement des cellules immunitaires, un lien direct n’a pas été clairement 

démontré. Les différentes interactions possibles entre les trois systèmes sont résumées Figure 16.  
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Figure 16. Interactions entre les composantes nerveuses, immunitaires et tumorales au sein du 

microenvironnement tumoral. 

 
Les fibres nerveuses sympathiques et parasympathiques infiltrent les tumeurs et sont désormais considérées comme de 

nouvelles composantes du microenvironnement tumoral. Elles favorisent la croissance tumorale en stimulant 

notamment l’angiogenèse tumorale via la production du VEGF et l’expression de métallopeptidases (MMP). Ces fibres 

jouent également un rôle dans le recrutement des populations immunitaires. En particulier, les fibres sympathiques 

favoriseraient le recrutement des macrophages de type M2 qui inhibent les réponses immunitaires tandis que ces fibres 

inhiberaient le recrutement des LT CD8+ et des cellules NK. Par ailleurs, l’expression des MMP favorisent la 
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dissémination des cellules tumorales, qui peuvent alors infiltrer les gaines des fibres nerveuses, menant au 

développement des PNI. Les cellules tumorales peuvent également emprunter ces fibres pour migrer à distance. Les 

cellules tumorales sont également capables de favoriser l’axonogenèse des fibres présentes en libérant divers facteurs 

de croissance tels que les éphrines, le BDNF et le NGF. Abréviations: BDNF, brain-derived nerve factor; NGF, nerve 

growth factor; PNI, invasion péri-neurale; TAM, tumor-associated macrophages; NK, cellule natural killer; MMP-2, 

matrix métallopeptidase 2; MMP-9, matrix métallopeptidase 9; VEGF, vascular epidermal growth factor. 

 

3.5 Thérapies anti-cancéreuses ciblant le système nerveux  

 L’implication du système nerveux dans la cancérogenèse en fait une cible majeure pour le 

développement de nouveaux outils thérapeutiques. De nombreuses tentatives ont été réalisées dans 

des explorations précliniques afin d’enrayer la progression tumorale et la mise en place de 

métastases.  

3.5.1 L’utilisation des -bloquants  

 Classiquement, les -bloquants sont prescrits pour l’hypertension artérielle et les maladies 

cardiaques. Au regard de l’implication du système sympathique dans la cancérogenèse, des études 

rétrospectives ont été réalisées chez les patients ayant reçu des -bloquants. Des données 

épidémiologiques chez les patients ayant des tumeurs de la prostate démontrent que 

l’administration de -bloquants non sélectifs (propanolol) est en faveur d’un taux de mortalité 

moins élevé en comparaison avec les patients non traités (Grytli et al., 2013 ; Grytli et al., 2014). 

Des résultats similaires ont été observés pour d’autres cancers, tels que les cancers du sein et du 

pancréas et les mélanomes (Powe et al., 2010 ; Melhem-Bertrandt et al., 2011 ; Lemeshow et al., 

2011).  

 En ce qui concerne les tumeurs NSCLC, des résultats similaires ont également été observés avec 

ces inhibiteurs, en association avec la radiothérapie. Les patients ayant bénéficié de cette thérapie 

combinatoire présentent en effet une meilleure survie globale comparativement à ceux n’ayant pas 

reçu d’inhibiteurs (Wang et al., 2013). 

3.5.2 L’utilisation des inhibiteurs des récepteurs muscariniques  

 L’utilisation thérapeutique d’inhibiteurs de récepteurs muscariniques a également été suggérée, 

de nombreuses cellules tumorales exprimant à leur surface ces récepteurs. Seules des études in 

vitro et précliniques ont été menées et ont rapporté un effet anti-tumoral d’inhibiteurs de Chrm3 

[le (1,1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperedinium iodide, 4-DAMP), la darifénacine, (p-Fluoro-

hexahydrosila-difenidol, p-F-HHSiD) (Song et al., 2007). 
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3.5.3 L’utilisation d’inhibiteurs des facteurs de croissance neuronaux  

 L’utilisation d’inhibiteurs ciblant le NGF ou le BDNF in vitro et dans des modèles précliniques 

interfère avec la croissance et la prolifération tumorale (Adriaenssens et al., 2008 ; Mantyh et al., 

2010 ;  Zage et al., 2011). Le ciblage d’autres molécules a également été suggéré, comme celles 

impliquées dans la guidance axonale, comme l’axe Slit/Robo. Cet axe de signalisation initialement 

impliqué dans la neurogenèse et la guidance axonale joue un rôle dans la progression tumorale. 

Dans des modèles murins, l’inhibition de cet axe abroge en effet la croissance tumorale ainsi que 

la néoangiogenèse tumorale (Wang et al., 2003).  

 Les nétrines pourraient également représenter des cibles thérapeutiques. L’utilisation de siRNA 

ciblant la nétrine-1 ou son récepteur est associée à une inhibition de la croissance tumorale ainsi 

qu’à une réduction du développement de métastases (Fitamant et al., 2008).  

 

  



73 
 

4. Le cancer du poumon 

4.1 Epidémiologie  

 Les tumeurs pulmonaires représentent l’une des principales causes de mortalité et demeurent le 

cancer le plus fréquent. En 2018,  234 030 nouveaux cas ont été détectés aux Etats-Unis (Siegel et 

al., 2018). Cette maladie affectant aussi bien les hommes que les femmes est souvent détectée à 

des stades avancés (Stades III et IV selon la classification de l’Organisation mondiale de la santé) 

et présente une survie à 5 ans de seulement 15% (de Groot et al., 2018).  

 D’un point de vue histologique, deux grands types de cancers pulmonaires sont décrits : une 

forme majoritaire, les tumeurs dites non-à-petites cellules (NSCLC, 85% des cas) et une forme 

minoritaire, les tumeurs à petites cellules (SCLC, 15% des cas). Du fait de la forte prévalence des 

tumeurs NSCLC, mon équipe s’est focalisée depuis de nombreuses années sur l’étude de ce sous-

type histologique, composé d’adénocarcinomes, de carcinomes épidermoïdes et de carcinomes à 

larges cellules.  

 

 4.2 Étiologie des tumeurs pulmonaires  

4.2.1 Le tabagisme   

 La première cause identifiée des tumeurs pulmonaires est le tabagisme. L’exposition au tabac, 

la durée et le nombre de paquets fumés augmentent considérablement le risque de développer une 

tumeur pulmonaire (Dela Cruz et al., 2011). En moyenne, un fumeur sur neuf risque de développer 

un cancer. Les effets nocifs du tabac sont liés à la présence de diverses substances carcinogènes 

telles que le goudron, les hydrocarbures, le chrome ou encore l’arsenic.  

4.2.2 Les facteurs environnementaux 

 La seconde place des causes de tumeurs pulmonaires est occupée par le radon ; il serait en cause 

dans 10% des cas de tumeurs pulmonaires. Cet agent radioactif, présent sous forme de gaz inerte 

induit lors de sa désintégration des particules alpha pouvant induire des mutations de l’ADN 

(Krewski et al., 2005). Mais d’autres facteurs en cause sont rattachés à certaines activités 

professionnelles : c’est le cas de l’amiante et de la pollution aérienne par des particules de silice 

(Driscoll et al., 2005).  
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 4.2.3 Facteurs génétiques  

 Des mutations dites « conductrices » (« drivers ») dans certains gènes ont été rapportées comme 

étant responsables de l’induction de tumeurs NSCLC. Parmi elles, des mutations de récepteurs à 

activité tyrosine kinase, comme l’epidermal growth factor receptor (EGFR). Entre 40 à 80% des 

tumeurs NSCLC présentent ce type de mutations induisant notamment des altérations de l’apoptose 

et du cycle cellulaire. D’autres mutations ont été rapportées dans les gènes BRAF (V-raf murine 

sarcoma viral oncogene homolog B1) et KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) 

(Paez et al., 2004 ; Shtivelman et al., 2014). 

 D’autres anomalies génétiques ont été identifiées, les réarrangements chromosomiques. Une 

fusion entre les gènes ALK (anaplasic lymphoma kinase) et EML4 (echinoderm microtubule-

associated protein-like 4) est observée dans 6.7% des tumeurs NSCLC, mutuellement exclusive 

des mutations dans le gène codant l’EGFR (Soda et al., 2007).  

 Enfin, des études pan-génomiques ont identifié des locus liés au développement de tumeurs 

pulmonaires : le locus 15q25.1 contient les gènes codant les récepteurs cholinergiques nicotiniques. 

Ces derniers étant associés à la sensibilité nicotinique, il a été suggéré qu’ils pourraient augmenter 

la dépendance au tabac et par conséquent l’exposition aux agents carcinogènes (Amos et al., 2008) ; 

le locus 5p15.33 qui code la transcriptase TERT (human telomerase reverse transcriptase gene) 

responsable du maintien des télomères (McKay et al., 2008).  

4.3 Traitements  

 Pour les stades précoces de la maladie (I-II), les premiers traitements proposés sont l’exérèse 

partielle (pneumectomie) ou totale (lobectomie) de la tumeur suivie de radiothérapie et/ou de 

chimiothérapie à base de sels de platine.  

 Pour les stades les plus avancés (III-IV), des chimiothérapies plus ciblées telles que celles 

utilisant des inhibiteurs de tyrosine kinases, comme l’erlotinib ou le gefitinib (qui inhibent la 

phosphorylation intracellulaire de l'EGFR), sont proposées lorsque les cellules tumorales sont 

porteuses de mutations affectant l’EGFR (Paez et al., 2004).  

 Pour d’autres patients non-répondeurs aux inhibiteurs de tyrosine kinases ou bien ayant 

développé des résistances, des anticorps dirigés contre des molécules inhibitrices (ICP) de la 

réponse immunitaire sont proposées. Depuis quelques années, les anticorps inhibiteurs des 

molécules PD-1/PD-L1 comme le nivolumab ou le pembrolizumab sont autorisés pour traiter des 

patients présentant des tumeurs NSCLC (Garon et al., 2015). L’administration de ces anticorps 
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bloque l’interaction entre la protéine membranaire PD-1 exprimée par les cellules immunitaires et 

son ligand PD-L1 exprimé notamment par les cellules tumorales. Le but de ces thérapies est 

d’augmenter la réponse immunitaire en favorisant l’activation des lymphocytes cytotoxiques et la 

production de chimiokines pro-inflammatoires tout en diminuant l’activité des LT régulateurs. 

Toutefois, seulement 25% à 50% des tumeurs NSCLC expriment PD-L1 . Pour pallier ce problème, 

d’autres ICP sont ciblés à l’aide de nouveaux anticorps, en monothérapie ou en combinaison avec 

des anti-PD-L1. C’est le cas de l’anticorps ipililumab, dirigé contre la molécule CTLA-4, qui, 

combiné avec le nivolumab, a conduit récemment à des effets encourageants dans un essai de phase 

III (Hellmann et al., 2018). Une autre molécule, appelée T-cell immunoglobulin and mucin domain-

3, TIM-3, est également ciblée en monothérapie [anticorps TSR-022 (Murtaza et al., 2016)]. 
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Hypothèse et objectifs  

 Au sein du microenvironnement tumoral, les TLS sont des sites privilégiés pour l’établissement 

des réponses immunes adaptatives. Leur présence est associée à un meilleur pronostic chez les 

patients, ce qui en fait à terme d’intéressantes cibles thérapeutiques à manipuler. Pour mes travaux 

de thèse, au regard des similarités partagées avec les ganglions lymphatiques, j’ai émis l’hypothèse 

que la mise en place des TLS ainsi que leur maintien résultaient d’un dialogue avec le système 

nerveux périphérique. Plus précisément, j’ai fait l’hypothèse que les fibres nerveuses présentes 

au sein du parenchyme pulmonaire lors d’une inflammation chronique pourraient être 

impliquées dans la genèse des TLS. 

Les objectifs de cette thèse ont donc été : 

1) d’étudier l’innervation des TLS au sein des tumeurs de patients présentant un 

cancer du poumon non-à-petites cellules (NSCLC). Pour ce faire, j’ai développé une approche 

d’imagerie 3D pour résoudre le problème posé par l’imagerie classique à deux dimensions qui rend 

difficile l’étude des interactions entre fibres nerveuses et cellules et structures du système 

immunitaire et ne permet pas de les localiser dans l’espace les unes par rapport aux autres. En 

collaboration avec le Dr Isabelle Brunet (Collège de France), j’ai adapté le marquage tri-

dimensionnel iDISCO [(imaging of solvent-cleared organs (Renier et al., 2014 ; Renier et al., 

2016)] aux biopsies tumorales incluses en paraffine (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded). Ce 

travail a permis de développer une approche qui permet désormais de déterminer la structure 

tridimensionnelle des TLS et leur éventuelle co-localisation avec des fibres nerveuses, tout en 

pouvant analyser les protéines et leurs modifications post-traductionnelles composant les biopsies 

FFPE utilisées pour cette imagerie.  

2) d’étudier l’impact de ces fibres nerveuses dans la formation et le maintien des TLS 

en utilisant deux modèles murins d’inflammation pulmonaire, l’un non tumoral, l’autre 

tumoral. J’ai centré mes travaux sur l’impact des fibres nerveuses sympathiques dans la genèse 

des TLS au sein de ces modèles précliniques. J’ai analysé dans le modèle d’inflammation non 

tumoral la cinétique d’apparition et de disparition des TLS et le contrôle exercé par les fibres 

sympathiques sur leur formation. Le modèle tumoral que j’ai développé m’a permis non seulement 

d’évaluer l’impact de la délétion des fibres sympathiques par une approche pharmacologique non 

seulement sur la formation des TLS mais également sur le développement tumoral. Les résultats 
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de ces travaux sont présentés ci-dessous, l’un sous forme d’un manuscrit soumis à Nature 

Communications, l’autre d’un manuscrit en préparation. 
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Résultats  

 

Manuscrit #1. Tissue-Cleared 3D imaging followed by protein analysis: a single biopsy, multiple 

informations 

 
 

Présentation  

 Les techniques actuelles d’immunohistochimie et d’immunofluorescence ont beaucoup apporté 

à l’étude du microenvironnement tumoral. En particulier, grâce à ces techniques, des réponses ont 

été apportées concernant l’organisation des cellules immunitaires au sein des tumeurs. En 2008, 

mon équipe a ainsi démontré la présence de structures lymphoïdes tertiaires (TLS) au sein des 

tumeurs pulmonaires de type NSCLC. De plus, de récents travaux ont montré l’infiltration de fibres 

nerveuses au sein de diverses tumeurs, telles que celle de la prostate ou encore les tumeurs 

gastriques (Magnon et al., 2013 ; Zhao et al., 2014). Cette nouvelle composante nerveuse se doit 

d’être intégrée dans les études du microenvironnement tumoral pulmonaire. Malgré les avancées 

considérables dans le domaine de l’immunohistochimie, les marquages de type 2D restent limités 

quant au type d’informations qu’ils peuvent apporter à cet égard.  

 Afin d’avoir une vision intégrée des interactions entre systèmes immunitaire, nerveux et 

vasculaire, nous avons donc choisi de développer des études tridimensionnelles sur des biopsies de 

patients NSCLC. En collaboration avec le Dr. Isabelle Brunet et son équipe, nous avons modifié le 

protocole standard iDISCO+ pour pouvoir étudier des échantillons humains et murins inclus en 

paraffine (FFPE, formalin fixed paraffin-embedded tissues). La technique iDISCO+ est 

classiquement utilisée sur des organes frais et fixés en paraformaldéhyde (PFA). Des modifications 

ont été apportées à ce protocole, notamment l’utilisation d’un démasquage antigénique pour 

certains marqueurs de cellules immunitaires (DC-Lamp) et nerveuses (neurofilament heavy chain, 

NF-H). Des extractions protéiques ont pu être couplées à l’issue de la transparisation grâce à la 

sélection d’un tampon d’extraction optimisé, peremettant la détection de protéines de hauts ou bas 

poids moléculaires, phosphorylées ou non. Nous avons nommé cette nouvelle technique associant 

immunomarquages et analyses de protéines piDISCO+ (protein immunolabeling 3D imaging of 

solvent-cleared organs). 
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 Cette première partie de mon travail de thèse ouvre la voie à une analyse intégrée de 

l’architecture des tumeurs solides et des protéines les composant. A terme, il pourrait aider à 

orienter le traitement thérapeutique à partir d’un simple échantillon FFPE ainsi analysé. En effet, 

l’évaluation de l’infiltrat immunitaire et de l’architecture globale de la tumeur par marquages 

tridimensionnels, suivie d’une analyse protéique, pourraient fournir à terme, des informations sur 

l’évolution de la pathologie.  
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Abstract  

 

Biomedical samples are commonly stored or directly used for histology examination that requires 

their inclusion in paraffin (FFPE). Genomic analyses, as well as protein composition and signaling 

pathway activation, have already proven to be useful in diagnostic and therapeutic choice. The 

emergence of tissue clearing techniques to visualize tissue remodeling makes it now possible to 

evaluate tissue composition and heterogeneity, particularly in oncology and neurobiology.  

We propose here piDISCO+, a novel process that allows to assess, from one single sample, the 

three dimensional (3D) cellular and tissue architecture together with the biochemical protein 

content. piDISCO+ includes 3D-imaging of entire murine organs and lung tumor samples of 

patients following an iDISCO+-modified method adapted to FFPE samples, and the subsequent 

isolation and analysis of proteins and post-translational modifications. Our finding allows to extract 

both information from a single biopsy, and to ensure not to misinterpret results depending of biopsy 

heterogeneity. Overall, this optimized protocol makes it possible to scientists and clinicians to 

quantitatively link protein levels with tissue structure within a single biopsy.  
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Introduction  

Formalin fixation followed by paraffin embedding (FFPE) is the standard method used in health 

institutions after surgery and biopsy removal. Clinicians rely on histological sections and their 

examination as a regular routine for diagnosis1,2. However, over the last few years, tissue clearing 

methods have emerged to study large biological samples such as whole murine organs. Those 

techniques, like 3DISCO (3D imaging of solvent-cleared organs)3, iDISCO (immunolabeling-

enabled 3D imaging of solvent-cleared organs)4, or CUBIC (clear, unobstructed brain imaging 

cocktails and computational analysis)5 among others, allow high resolution three-dimensional (3D) 

imaging of specimens from various organs, of perinatal mouse embryos (E14.5) or even of adult 

mouse or rat whole body6 with single-cell resolution. Further amelioration in the clearing tissue 

process to prevent the organ shrinkage observed with iDISCO has finally led to the setting of a 

second-generation technique, termed iDISCO+7. 

 These methods present several major advantages such as to reveal complex networks of 

interactions between different deep tissue structures such as vasculature, innervation and cell 

aggregates thanks to whole-mount immunolabeling of pre-defined molecular targets4,8. Recently, 

it became possible to perform quantitative cellular analysis in large tissue volumes using clearing-

enhanced 3D microscopy9. In addition, 3D imaging based on these new clearing methods may have 

the immense benefit of disclosing interactions between cancer cells and tumor microenvironment, 

allowing for a better comprehension of how heterogeneous cell populations and structures interact 

inside the tumor mass. 3D imaging performed in a tumor mouse model allowed recently the 

visualization of the brain microvasculature and of the route of invasion by glioblastoma cells as 

well as the quantification of certain brain vasculature characteristics (branching, lengths, 

diameter…) in the tumor core10. Another study has shown that 3D light-sheet microscopy of 

cleared solid tumors identifies phenotypic heterogeneity in angiogenesis and in the epithelial-to-

mesenchymal transition at single-cell resolution in whole FFPE biopsy samples11. The same 

authors also showed that staging of tumors and stratification of patient prognosis could be 

determined with higher accuracy with this tumor phenotyping technique.  

 Thus, 3D imaging makes it possible to investigate the architecture of solid tumors by allowing 

deep imaging of whole tissues. It could bring new insights in our understanding of biological 

processes by allowing a high-resolution mapping of cell localization, a detailed characterization of 

cell phenotype and activation stage. 
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 Nonetheless, whether this can be related to molecular tumor analyses is still a challenging issue. 

Genomic and RNA-based methods have been used to define molecular pathways and molecules 

involved in cancer initiation and development12,13 enabling the development of targeted therapy 

and personalized medicine. However, these techniques require tissue dissociation, preventing 

therefore to spatially relate the cellular and molecular components present within and around 

tumors. In addition, the human proteome exhibits massive post-translational modifications, making 

difficult to depict precisely the protein landscape14-17 when using RNA profiling. Similarly, DNA 

sequencing studies have highlighted a variety of patterns of tumor evolution at the DNA level that 

could reflect differences in tumor architecture18.  

 Thus, identifying where distinctive cell types are situated inside/around the tumor, which 

protein, eventually phosphorylated, as a marker of a given molecular pathway is expressed and 

how the different cellular and molecular networks are remodeled along tumor evolution is a major 

challenge for a better understanding of tumor progression and control. Furthermore, it has been 

reported that FFPE brain tissue from patients with Alzheimer’s disease could be treated in a way 

that enables the proteomic analysis of neurons micro-dissected from these FFPE samples19.  This 

study also showed that localized proteomics can be performed with FFPE tissue using multiple 

lysis methods on the same sample, including formic acid digestion useful when insoluble 

aggregates of proteins are present but incompatible with immunostainings, allowing the detection 

of different populations of proteins19. However, to date, no study has determined whether it is 

possible to use the same tissue sample to perform 3D reconstruction followed by protein 

characterization, an approach that can open new avenues for an integrated analysis of protein 

expression and cellular networks within tumors and in surrounding tissues as tumor 

microenvironment is highly heterogeneous from one area to another.  

 Here, we present a workflow that makes it conceivable to perform an in-depth spatial and 

molecular characterization of FFPE in mouse and human, normal and tumor tissues. Entire murine 

organs and lung tumor samples of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) were first 3D-

imaged by ultramicroscopy following an iDISCO+-modified method adapted to FFPE samples (that 

we termed piDISCO+). This allowed the spatial localization of nerve fibers and immune cells, in 

addition to vasculature, in normal tissues (brain, spleen and kidney) and in lung tumor samples. 

Tertiary lymphoid structures (TLS) which exhibit similarity with lymph nodes and develop in most 

solid tumors in particular lung tumors20 could be also visualized and localized in the latter samples 



 84 

using piDISCO+. Importantly, the FFPE samples submitted to the clearing technique used for 

piDISCO+ imaging could be then successfully processed using an adapted protocol to extract and 

analyze proteins exhibiting low or high molecular weights, eventually phosphorylated. Thus, this 

workflow represents a useful tool to (i) decipher the 3D architecture of various structures within 

solid FFPE tumors and follow-up its evolution along tumor progression and cancer treatment and 

(ii) integrate this architecture with the protein landscape of the same FFPE samples. 

 

Results  

3D imaging and comparison of mouse PFA-fixed vs FFPE samples.  

First, we examined whether the tissue clearing of mouse FFPE samples can be used for 3D imaging. 

The clearing step was based on the iDISCO+ protocol7, but optimized to perform 3D 

immunostaining of FFPE samples followed by protein extraction (hereafter termed “protein 

immunolabeling 3D imaging of solvent-cleared organs”, piDISCO+). In this piDISCO+ protocol, 

an antigen retrieval step can be included if mandatory for some primary antibodies.  

Before applying the optical clearing technique, deparaffinization at 70°C followed by overnight 

incubation with Clearene solution at room temperature (RT) and ethanol bathes were used to 

guarantee the entire removal of paraffin. Since formalin fixation and the subsequent paraffinization 

procedure compress the texture of the biopsy, incubation times for both primary and secondary 

antibody labeling were extended by one additional day per antibody incubation time, as compared 

to the classical iDISCO+ protocol, to ensure a better antibody penetration into the tissue (Fig. 1a 

and see the Methods section). Then, we examined whether clearing paraffin-embedded samples 

provoked changes in tissue structure and immunostaining characteristics in comparison with PFA-

fixed piDISCO+ cleared samples. 
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Figure 1. Overview of the clearing workflow. a, Presentation of the piDISCO+ protocol suitable for human and 

mouse FFPE samples; b, Murine kidney, brain and lungs before and after optical clearing with the piDISCO+ protocol 

for PFA-fixed tissues and FFPE tissues.  
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 At the gross anatomical level, neither structural artifacts such as tissue deterioration nor a 

significant shrinkage or swelling were detected in any of the fixed tissues (kidney, brain, and lungs) 

in both conditions (Fig. 1b). Alpha smooth muscle actin (α-SMA, a marker of myofibroblasts 

surrounding blood vessels) staining of both PFA-fixed and FFPE murine kidneys, was performed 

using the piDISCO+ protocol. Using light-sheet fluorescence microscopy (LSFM), 3D images 

acquired were reconstructed. As shown in Fig. 2a,c, kidney vascularization was intact in cleared 

tissues that were preserved in either PFA-fixed or FFPE samples (Supplementary videos 1 and 2). 

The tissues showed similar patterns of vascularization (Fig. 2a,c), uncovering the various 

subdivisions from the renal artery to smaller arterioles, with the same level of detail visible in both 

conditions. At higher magnification, single smooth muscle cells were visible in FFPE samples (Fig. 

2b, red arrows).  

 The total area and the entire volume of the α-SMA immunolabeling were then quantified with 

the Imaris software. No significant difference was identified between both types of samples (Fig. 

2d), showing that both fixation and pre-clearing (removal of paraffin) treatments do not affect the 

outcome of the staining.  

 These results were further confirmed on the vasculature pattern on another well described 

circulatory structure, the circle of Willis, in PFA-fixed or FFPE mouse brains. Arterial anastomosis 

at the base of the brain was distinguishable whatever the fixation protocol used (PFA-fixed or FFPE 

tissue) (Fig. 2e) (Supplementary videos 3 and 4). Qualitatively, the overall structure of the circle 

of Willis was visible, including the posterior communicating arteries and the middle cerebral 

arteries. In addition, antibody penetration depth (at least 400m) was similar in both samples (Fig. 

2f) in cerebral cortical tissue.  

 Since the technique reveals a strong conservation of the general anatomical structures and of 

antigen expression and recognition in paraffin-embedded tissues, only FFPE samples were 

analyzed in subsequent 3D imaging.  
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Figure 2. Integrity of vascular structures following tissue clearing of PFA-fixed or FFPE mouse tissues. a, 3D 

view of α-SMA staining in PFA-fixed kidneys (left panel) and FFPE kidneys (right panel); b, Magnification of FFPE 

kidney showing an α-SMA+ vessel wall. Arrows point to smooth muscle cells in vessel walls; c, Optical sections at an 

imaging depth of 600 µm (left panel, PFA-fixed kidney and right panel, FFPE kidney); d, Quantification plots of 

kidneys α-SMA+ areas (upper graph) and volumes (lower graph) from both types of tissues (n= 8 for PFA-fixed kidneys 

and n= 5 for FFPE kidneys). Data are represented as mean ± SEM. ns: not significant. The two-tailed Mann-Whitney 

test was performed for statistical analysis. e, 3D view of α-SMA labeling in the circle of Willis of PFA-fixed (left 

panel) and FFPE (right panel) brains; f, Optical sections of the cerebral cortex of PFA-fixed (left panel) and FFPE 

(right panel) brains. Scale bars: a, c, e, 500 µm; b, 100 µm; f, 200 µm. 
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3D imaging of human FFPE biopsies. 

piDISCO+ clearing was then performed on human FFPE tissues (i.e. lungs from patients with non-

small cell lung cancer (NSCLC) collected between 4 to 7 years ago as well as cortex, lungs and 

tonsils) to evaluate the level of cellular details visible when the piDISCO+ protocol is used, even 

on samples collected years ago. In this setting, tissue immunolabelling should not exhibit a 

decreased antigenicity as studies have reported stable antigenicity of tissue sections from blocks 

over different periods following embedding21. 

 Immunostaining of α-SMA revealed vascular patterns of the lung tissue of NSCLC patients (Fig. 

3a; left panel, 3D imaging; right panel: 2D imaging with red arrows indicating small arteriole 

vessels and asterisk a large bronchiole; see also Supplementary video 5). The expression of tyrosine 

hydroxylase (TH), a marker of the sympathetic nervous fibers22,23 that plays a key role in lung 

function and neuroinflammation responses24,25,26 was then surveyed. Thin TH+ fibers were found 

close to α-SMA+ vasculature, surrounding arteries as expected (Fig. 3b, indicated by arrows)27. 

piDISCO+ also allowed the detection of CD20+ B cells in lung tumors (Fig. 3c) and their 

localization and 3D organization in tertiary lymphoid structures (TLS) (Fig. 3c, right panel) as 

previously reported in lung tumor from NSCLC patients28.  
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Figure 3. 3D imaging of cleared FFPE-fixed human lungs. 3D and 2D views of LSFM data from non-tumor distant 

a, b, d, and c, tumor lung specimens of NSCLC patients. 2D views are single plans from the 3D imaging. a, α-SMA 

staining represented in white. Asterisks show the bronchial spaces delimited with α-SMA staining. Red arrows show 

vascular staining. b, TH (green)/ α-SMA (red) staining. White arrows designate TH+ fibers in direct contact with α-

SMA stained vessels. c, CD20 staining is represented in pseudo-colors that reflect the intensity of the labeling (from 

low density in purple to high density in white). TLS-B cells are highlighted by asterisks (right panel) d, 3D DC-Lamp 

immunostaining. The right panel represents the surface created for background subtraction using sphericity threshold 

to filter the noise due to bronchial and vascular empty spaces. e, 2D DC-Lamp immunostaining obtained after surface 

reconstruction. Red and green arrows indicate DC-Lamp+ cells. Scale bars: a,b,c: 3D imaging, 300 µm, 2D optical 

sections: 100 µm; d, 100 µm; e, left panel, 50 µm, middle and right panels, 5 µm. 
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 The clearing protocol also allowed the detection of CD20+ B cell follicles in the close vicinity 

of TH+ sympathetic nerve fibers in human palatine tonsils (Fig. 4 a,b and Supplementary video 6).  

 

 

 

Figure 4. 3D representation and computational reconstruction of cleared FFPE human tonsil and cortex. a, b, 

3D view of CD20+ cells (from low density in purple to high density in white) and TH (green) immunostaining in human 

tonsil. The lower panel (a) and the orthogonal sections (b) show close contacts between CD20+ B cell follicles and 

TH+ sympathetic nerve fibers. c, 3D image of human cortex NF-H+ neurons (white). The right panel is a magnification 

of the boxed area indicated on the left panel. It shows a distinguishable profile of NF-H neurons cell body and neuronal 

fibers (red arrows); d, Olig2 immunostaining in human cortex (from low density in purple to high density in red). Red-

contoured box shows a cytoplasmic localization of Olig2. Green-contoured box shows a nuclear and perinuclear 

expression of Olig2. Scale bars: a, upper panel, 300 µm, lower panel, 150 µm; b, 150 µm; c, left panel, 150 µm, right 

panel, 50 µm; d, left panel, 50 µm; right panel, 5 µm.  
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Cell morphology and organization resembled significantly to what was observed in 2D sections 

staining without FFPE treatment (Supplementary Fig. 2).  

 The ability to detect subcellular structures was illustrated using various human tissue samples 

and antibodies that required antigen retrieval. An antigen retrieval step was therefore inserted into 

the workflow before staining by antibodies known to be sensitive to formalin fixation that leads to 

antigen masking. A piDISCO+ protocol including the antigen retrieval step (Fig.1a) allowed the 

detection with a high resolution of DC-Lamp molecules within intracellular vesicles of type II 

pneumocytes in lung (Fig. 3d, lower right panels). The efficacy of the piDISCO+ protocol including 

antigen retrieval was also illustrated using human cortex samples. Neuro-filament heavy chain 

(NF-H) was stained following antigen retrieval (Fig. 4c and Supplementary video 7). Neuronal cell 

bodies and axons were also detected (Fig. 4c, white arrows in right panel) while the control tissue 

not subjected to antigen retrieval did not reveal any positive staining for NF-H (Supplementary 

Fig. 1). Magnification of the boxed area indicated on the left panel of fig.4c shows NF-H neurons 

cell body and fibers (red arrows) in the right panel. Lastly, glial progenitor cells exhibited the Olig2 

transcription factor and were distinguishable within the tissue, uncovering with a sub-cellular 

resolution nuclear and cytoplasmic localization of Olig2 (Fig. 4d). 

 Altogether, these data establish that this clearing method adapted to FFPE tissues, with or 

without antigen retrieval, enable an excellent preservation of human tissues, even years after their 

collection and storage. It paves the way to the use of archived human FFPE tissue blocks for 

immunolabeling and 3D imaging possibly followed by protein analysis. 

 

Protein quality after extraction from FFPE cleared tissues.  

Linking anatomical structures to protein quantification and activity is a major goal to achieve an 

integrated view of tissue organization and functions. Thus, we established a protocol allowing 

qualitative and semi-quantitative analysis of proteins ranging from low to high molecular weights, 

extracted from FFPE tissues submitted to clarification using piDISCO+ protocol (Fig. 5a). Murine 

lung tissues were used to set up the protocol. They were processed with various extraction solutions 

in combination with different extraction steps (Table 1). 
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Figure 5. Extraction workflow and quality control of proteins from piDISCO+ cleared human and murine 

tissues. a, Schematic representation of the most efficient method (#15) for protein extraction and analysis.  b, Size 

analysis of proteins extracted with method #15 from fresh (Snap), PFA-fixed (indicated as PFA) or FFPE murine lungs 

before and after (indicated as -D) clearing using an Agilent Bioanalyser (left panel). c, Percentages of proteins were 

stratified into four categories according to their molecular weights among total proteins extracted from fresh, PFA-

fixed and FFPE murine lungs before and after clearing using Agilent Biolanalyser.  
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Since the last step of piDISCO+ ends with a dehydration, cleared FFPE samples were rehydrated 

in decreasing methanol baths (90 to 10% MeOH) (Fig. 5a). Rehydrated cleared FFPE tissues were 

then incubated in one of eight tested different extraction buffers, heated with 1,000 rpm shaking at 

100°C for 20 min with a further incubation at 80°C for 2 min or not, as further heating results in 

higher amounts of extracted peptides and proteins29,30 (Table 1). Coomassie blue staining of SDS-

PAGE gels revealed more intense bands with lysate samples submitted to the 80°C heating step as 

compared to non-80°C heated rehydrated tissues (data not shown). Overall, testing all the different 

conditions showed that method #15 (Table 1) was the most efficient to obtain the highest protein 

extraction yield with a large molecular weight ranges from FFPE-cleared samples. We then 

compared mouse lung FFPE samples submitted or not to piDISCO+ with PFA-fixed also submitted 

or not to piDISCO+ and with snap-freeze fresh tissues using the method #15 (Fig. 5b,c). As 

expected, snap-freeze fresh tissues showed the protein profile with the highest range of molecular 

weights. Protein profiles revealed also a similar pattern in samples treated by PFA or FFPE (Fig. 

5b). Interestingly, following piDISCO+ clearing, PFA samples exhibited a dramatic drop in the 

content of proteins with molecular weights higher than 45 kDa (from 40% to 2%) (Fig. 5c). By 

contrast, cleared FFPE samples still contained 15% of proteins with molecular weights comprised 

between 45 and 90 kDa (Fig. 5c). Thus, piDISCO+ FFPE samples are usable to quantify and analyze 

proteins contrary to cleared PFA-fixed tissues. 

 

Comparison of protein yields after antigen retrieval. 

 Antigen retrieval (AR) is an important step to break the protein cross-links formed by formalin 

fixation and thereby uncover hidden antigenic sites31-33. In the present work, we have shown the 

importance of AR for several antibodies in the modified piDISCO+ workflow (Fig. 3d and 4d, 

Supplementary Fig. 1). Thus, whether this antigen retrieval step modifies protein extraction yields 

and quality, following clearing, was next examined. Proteins were extracted from FFPE-cleared 

murine lung and brain tissues that had been previously subjected to low pH and high pH antigen 

retrieval, respectively, and from FFPE-cleared tissues not subjected to antigen retrieval.  

 Although quality control check on Coomassie blue-stained gels demonstrated a similar profile 

of proteins, protein yields from tissues treated for AR were significantly lower than those of 

proteins extracted from tissues not subjected to AR (Supplementary Fig. 3).  
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Protein detection, modification and phosphorylation profiling.  

After establishing that the selected extraction method (#15 in Table 1) exhibited high protein yields, 

western blots were performed. We first tested piDISCO+ FFPE samples from murine lungs to 

evaluate α-SMA presence. Western blot analysis showed a similar band between FFPE and 

piDISCO+ FFPE cleared tissues in comparison to fresh murine lungs (Fig. 6a). Semi-quantification 

of α-SMA using GAPDH detection showed no significant difference between FFPE and piDISCO+ 

FFPE-cleared samples from murine lungs as compared to each other (Fig. 6b). 

 However, post-translational modifications profile, which is very informative in biopsies for 

therapeutic purposes, might be lost due to the clearing process. Thus, we assessed the expression 

of the total tyrosine phosphorylation in samples from murine lungs. Most of the p-tyrosine 

phosphorylation was found to be preserved in both FFPE and piDISCO+ FFPE-cleared tissues in 

comparison to fresh lung tissue (Fig. 6c). We then examined whether sumoylation, an intracellular 

post-translational modification that leads to the covalent attachment of SUMO proteins to other 

proteins, could be still detected in murine FFPE-cleared lung tissues. SUMO-2 blotting revealed 

well-resolved bands (from 20 kDa) (Fig. 6d), indicating that post-translational covalent protein 

sumoylation can be detected in piDISCO+ tissues.  

 We also tested piDISCO+ extracted human proteins from lung tumor biopsies of five patients 

with NSCLC. The p-ERK protein could be equally detected by western blot in all the tumor lung 

samples tested. A marked difference of α-SMA expression level was observed in the tumor lung 

sample of one patient while the four others exhibited the same level of α-SMA, possibly due to 

tumor vascularization heterogeneity (Fig. 6e). Finally, piDISCO+-cleared lung samples from two 

of these five NSCLC patients were tested to compare phosphorylation levels between normal and 

adjacent tumor lung tissue from the same patient. Western blot analyses showed a noticeable 

difference in the levels of total tyrosine phosphorylation between normal and tumor lung 

piDISCO+-cleared tissues from the same patient, with a large increase of tyrosine phosphorylation 

within tumor tissue as expected (Fig. 6f). 
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Fiure. 6. Protein and pTyr-protein assessment by western blot from piDISCO+ FFPE-cleared tissues. a, Western 

blot of α-SMA in snap-freeze, FFPE and piDISCO+ FFPE-cleared murine lungs; b, Quantification of α-SMA 

expression in murine lungs expressed as GAPDH-normalized ratio; c, Tyrosine-phosphorylated proteins from FFPE 

and FFPE-cleared murine lungs; d, Detection of SUMO-2 in snap freeze, FFPE and piDISCO+ FFPE-cleared murine 

lung tissues; e, Expression of α-SMA, phospho-ERK and GAPDH in piDISCO+ FFPE-cleared lung samples from 

NSCLC patients; f, Total tyrosine-phosphorylated proteins detected by western blot in two patients comparing normal 

versus tumor tissues (left panel) and 3D representation of heat map quantification of staining (right panel).  
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Discussion 

In the past few years, cleared whole tissue imaging emerged as a potent tool to study the different 

structures inside organs34,35,36,37 and to unravel 3D networks, from cell-to-cell interaction to tissue 

remodeling. 3D imaging is therefore becoming a necessary method to apply on human tissues, in 

particular solid tumor, to understand the behavior of cancer cells and get an integrated view of their 

vascular, neuronal and immune microenvironments. In some cases, this approach represents a 

major advantage compared to 2D methods (that use tissue sections), notably when the cells of 

interest have a heterogeneous distribution (hot spots) and/or when the quality of the analysis largely 

depends on the cutting plane of the tissue (i.e. peripheral nerve fibers), making it difficult to 

extrapolate to the entire structure of the studied tissue. 

 The rarity of human tissues for research use and the small sizes of biopsies following surgical 

tissue resections impose a well-planned use of these samples. The goal of researchers and clinicians 

is to extract the maximum of information from one sample to decipher the diverse signaling 

pathways and proteins that play a role in the disease progression. Thus, the concomitant access to 

tissue reconstruction and characterization of protein levels and post-translational modifications 

represent a formidable tool to understand the underlying mechanisms that drive disease progression 

and/or therapeutic disease control. 

 Our work here presents an optimized combination of two different techniques, imaging and 

protein analyses of the same tissue sample.  As a first step of the method depicted herein, tissue 

clearing followed by 3D reconstruction of FFPE tissue makes it possible to quantify 

immunostainings using appropriate software and algorithm. Also, the possibility of adding an 

antigen retrieval step allows the use of a wider panel of antibodies for a better characterization of 

the cellular and molecular microenvironment. The second step relies on an adequate protein 

extraction protocol from tissue samples that renders possible protein analysis after tissue clearing 

using the same stained sample. These two steps enable to collect anatomico-structural data but also 

data on protein involved in signaling pathways. Such a combination that requires only one single 

biopsy could help revealing complex processes occurring within tissues and establishing more 

precise diagnosis, paving the way for optimized clinical treatment in the context of personalized 

medicine.  
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 We demonstrate here for the first time the possible re-use of the same tissue sample after a first 

step of clearing to perform protein extraction. Clearing protocols are based on the use of organic 

solvents that should not affect the general structure of proteins. Our results show that the quality 

and quantity of extracted proteins from piDISCO+ FFPE-cleared tissue is similar to uncleared 

samples. Thus, protein bonds induced by formalin fixation protects the tissue even after clearing 

and ensures a better protein extraction, a case not seen with the PFA-fixed tissues.  

 α-SMA quantification confirmed the power of the method described here to profile tissue in 3D 

and at the protein level. Thus, this method could provide a way to quantify structures visualized in 

3D, a process that is still a technological lock for large cleared samples. Our results provide the 

exciting possibility to get an integrated view of the same sample both at the anatomical and protein 

levels. Taken together, all the results highlight the proposed workflow (Fig. 1a) as an essential 

routine method to disclose as much as possible of information concerning the biological profile of 

patients. We also demonstrate that old preserved biopsies could still provide valuable information 

concerning a given tissue or patient when using the piDISCO+ method. This can stand as a powerful 

tool to extract patient information from previous resections or biopsies (several years ago) and 

compare them to more recent biopsies from the same patient to study disease evolution, especially 

at different stages of progression in cancer. Although the experimental workflow presented herein 

ends with western blot analysis of phosphorylated and sumoylated proteins, it is also usable for 

more high-end proteomic technics such as mass spectrometry and RPPA analysis.         
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Methods 

Mouse sample collection. Seven to 14-week-old female C57Bl/6 mice were purchased from 

Janvier laboratories (Le Genest-Saint-Isle, France) and kept under pathogen-free conditions at the 

animal facility (UMS 028, School of Medicine, Sorbonne University, Paris, France). All animal 

studies were performed in compliance with the European guidelines and with the approval of the 

Charles Darwin Ethics Committee for animal experimentation (Paris, France) (agreement N°: A75-

13-20). The animals were sacrificed and tissues were collected, snap-freeze in liquid nitrogen and 

stored at -80°C or fixed in 4% paraformaldehyde and stored at 4°C. In parallel, other tissues were 

fixed in formalin and embedded in paraffin according to standard histological procedures44. 

Paraffin blocks were stored at room temperature until analysis.  

 

Human samples. FFPE non-tumor distant and lung tumor samples were obtained during surgical 

resection from the department of Pathology of Institut Mutualiste Montsouris, Paris, France. 

NSCLC samples were obtained after informed consent. The study was conducted in accordance 

with the Declaration of Helsinki and its protocol approved by the local ethic and human 

investigation committee (nos. 2017-A03081-52). Human tonsil and cortex tissues were purchased 

from Geneticist (Glendale, California).  

 

Immunostaining of tissue sections. FFPE human lung, cortex and tonsil sections of 4 µm-thick 

were deparaffinized at 70°C in 100% Clearene solvent (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL) 

solution and washed in ethanol (EtOH) solution followed by methanol (MeOH) dehydration and 

slide submersion in ddH20. Some tissue sections were immersed either in citrate buffer pH 6.0 

(Dako, Agilent Technologies, les Ulis, France; #GV80511-2) [low antigen retrieval (AR) solution] 

or in EDTA buffer pH 8.0 (Dako; #K800421-2) [high antigen retrieval (AR) solution] for 30 min 

at 97°C for antigen retrieval. After washing in PBS, tissue sections were then immersed in 100% 

MeOH solution or in PBS for 3 h at room temperature. Slides were then washed in PBS before 

blocking with Dako protein block (#X090930-2) for 30 min. Primary antibodies (Supplementary 

Table 2) were added for 1 h at room temperature. The slides were then washed in PBS-0.04% 

Tween 20 and incubated with revealing antibodies for 45 min at room temperature. Nuclei were 

stained with DAPI (ThermoFisher, Waltham, MA) and scanned with the Axio Scanner (Axio 

Scan.Z1, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany).  
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Whole-tissue clearing - piDISCO+-, immunolabeling and protein extraction. For tissue 

clearing, a modified iDISCO+ protocol (https://idisco.info/idisco-protocol/) was carried out on 

fresh and FFPE tissue samples. FFPE organs were deparaffinized overnight at 70°C. Then, each 

tissue was incubated two times in Clearene solvent for 1 h each followed by an additional overnight 

incubation with Clearene solvent followed by 100% EtOH washes to ensure total removal of 

paraffin. Freshly recovered organs were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) overnight at 4°C. 

PFA-fixed and FFPE samples were then dehydrated in serial MeOH solutions (1 h each; 20% 

MeOH; 40% MeOH; 60% MeOH; 80% MeOH; 100% MeOH), followed by an overnight 

incubation in 66% dichloromethane (DCM) (Sigma, Saint Louis, MO; #270997) / 33% MeOH 

solution at room temperature. After 2 washes in 100% MeOH, samples were bleached in chilled 

fresh 5% hydrogen peroxidase (H2O2), overnight at 4°C. Samples were then rehydrated in serial 

MeOH solutions (1 h each; 80% MeOH; 60% MeOH; 40% MeOH 20%) and PBS before 

immunolabeling. All tissues were incubated with primary antibodies for 4 days, except murine 

brains that were incubated for 7 days with α-SMA-Cy3 antibody (Sigma, Saint-Louis, MO; 

#C6198) (Supplementary Table 1) to insure a better penetration. For DC-Lamp and NF-H staining, 

tissues were first incubated in a water bath set at 97°C with citrate buffer pH 6.0 for antigen retrieval 

(low AR). The revealing antibodies (Supplementary Table 2) were then incubated for 4 days. In 

order to insure an optimum imaging and deposition on the sample holder, tissue samples with small 

volumes (such as human samples) were then included in 1.5% agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA; 

#16500-500). Tissue clearing was then carried out with MeOH dehydration (as described above) 

followed by a 3 h incubation with 66% DCM/ 33% MeOH. Next, the samples were washed in 

100% DCM (2x15 min at RT) and incubated with dibenzyl ether (DBE).  

https://idisco.info/idisco-protocol/


 
 

Tissues imaging. Cleared tissues were then imaged using LSFM instrument (Ultramicroscope, 

LaVision BioTec, Bielefeld, Germany) supplied with an optimized macrozoom microscope 

(MVX-ZB10, Olympus France, Rungis, France). A customized sample holder was generated 

by LaVision BioTec to allow a better laser sheets exposure of the tissue. For brains, a metal-

spiked pocket was used to clench the specimens. The excitation laser lines of 488, 561 and 647 

nm were typically used. Z-step size was selected according to the thickness of the laser sheet. 

3 µm images were recorded as the z-step size for α-SMA staining of kidneys, tonsils, lungs and 

cortex. The z-step size was 4 µm for brain α-SMA staining. Intracellular staining was recorded 

at 2 µm to insure a better visualization of antibody localization within the cells. 

 Data were collected in a 16-bit TIFF format. Raw data were converted using the Imaris file 

converter software 9.3.0 (Bitplane, Zurich, Switzerland) into ims. format and images were 

processed. Videos were created using Imaris 9.3.0 software (Bitplane). 

 

Blood vessel quantification and Olig2 visualization using Imaris software. Kidney blood 

vessel areas and volumes were quantified using the Imaris software. Surface of α-SMA positive 

staining was constructed by smoothing the signaling using a median filter. Absolute intensity 

was chosen for reconstruction excluding all outer signals, thus eliminating all the background. 

Suitable thresholds were defined to produce the surface rendering. The final surface 

construction algorithm was saved and applied on the entirety of each data for PFA and FFPE 

kidneys and statistical values were extracted for both area and surface. Olig2 surface was 

created by smoothing the signaling and creation of mask. This mask is considered as a valuable 

function not on the entire image but only in a region of interest (ROI) in this case Olig2+ cells; 

a filter was then applied to riddle sphericity in order to subtract any non-cell background caused 

by the nature of the cortex (unperfused tissue) and the presence of lipofuscin as this cortical 

tissue was obtained from human [Geneticist (Glendale, California)].  

 

Tissue preparation and pretreatment for protein extraction. Mice tissues (brain, kidney 

and lungs) used for protein extractions were all cleared using the piDISCO+ protocol. 

piDISCO+ cleared PFA and FFPE tissues were first washed with PBS without Mg++/Ca++ (PBS-

/-) overnight to remove DBE. Next, MeOH rehydration was performed as described above and 

samples were washed and incubated in PBS overnight. All the samples were weighed before 

the protein extraction step to use an adequate volume of protein extraction buffer to ensure high 

extraction yields. 
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Protein extraction. The rehydrated piDISCO+ cleared tissue samples were resuspended in an 

appropriate volume with extraction buffers (0.01g:100µL) (Table 1) and lysed using 

TissueLyser II (Qiagen, Hilden, Germany). Samples were then boiled at 100°C for 30 min with 

1000 rpm shaking followed by 2 h incubation at 80°C with 1000 rpm shaking using a 

thermomixer F1.5 (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Germany). Lysates were centrifuged at  

20,817 x g for 20 min at 4°C. Extraction buffers included (1) RPPA buffer: 1% Triton (wt/V), 

50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 10 mM NaF, 100 mM Na 

pyruvate, 1 mM Na3VO4, 10% glycerol, 4x SDS45 , (pH 7.4); (2) 0.2% Zwittergent 3-16 (wt/V), 

10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, (pH 8.0)46,47; (3) 100 mM Tris-HCl, 100 mM DTT, 4% SDS, 

(pH 9.0); (4) 0.5% PEG 20,000 (wt/V), 100 mM Tris-HCl, 100 mM DTT, 4% SDS (wt/V), 

(pH 8.0)48; (5) 8 mM urea, 2 M theourea, 65 mM DTT, 83 mM Tris-HCl, 4% CHAPS 

(wt/V)49,50, (pH 9.0); (6) 20 mM Tris-HCl, 2% SDS (wt/V), (pH 2.0); (7) 100 mM Tris-HCl, 

2% SDS (wt/V), (pH 7.4); (8) 20 mM Tris-HCl, 2% SDS (wt/V), (pH 9.0).  

 

Gel electrophoresis and Western Blots and Agilent Bionalyzer. Each tissue was weighed 

and protein extraction buffer was added at a 0.01 g to 100 µL ratio. After protein extraction, 

the concentration (mg/ml) of each lysate was determined using the BCA Protein Assay Kit 

(Millipore; #71285-3) that is a detergent-compatible formulation. The protein standards were 

prepared using the same lysis buffer as the samples. Yields (in µg) were calculated for each 

sample by dividing the calculated concentration of proteins to the extraction lysis buffer 

volume that tissue. Protein yields (µg per mg tissue) were then obtained by normalizing the 

obtained yield in µg to the weight of each tissue sample.  

 Samples were mixed with Laemmli buffer with 2-beta mercaptoethanol (3:1 V/V) and 

heated for 5 min at 95°C. 30 micrograms of proteins were separated by SDS-PAGE (4-15% 

Mini-Protean TGX Precast protein gel) (BioRad, Hercules, CA). Proteins electrophoresis was 

performed on samples lysed using the different extraction solutions. Gels staining was 

performed using Coomassie blue. Briefly, after electrophoresis, gels were incubated in 

Coomassie Blue R-250 staining solution and then incubated in destaining solution containing 

10% EtOH and 7.5% acetic acid at room temperature for 3 h. Parallel gels were blotted onto 

0.2 mm PVDF membranes (BioRad) and blocked with 5% nonfat dried milk or with 5% BSA 

in TBST (Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20) for 2 h, then incubated overnight with a 

primary antibody at 4°C. After washing with TBST, peroxidase-conjugated revealing 

antibodies were incubated with the membranes for 1 h at room temperature. Proteins of interest 
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were then detected by chemiluminescence reaction (ECL). Data were captured with the Fusion 

FX imaging system (Vilber, Marne-la-Vallée, France) and quantified using Bio1D software 

(Vilber). 3D representation of western blot was captured using the Fusion software (Vilber). 

GAPDH detection level was used as a reference to normalize samples. 

 Percentage of total proteins based on their molecular weight after extraction from snap, 

PFA-fixed and FFPE murine lungs before and after clearing was determined using Agilent 

protein chip (Agilent technology, les Ulis, France, #5067-1515). Briefly, extracted proteins 

were subjected to denaturation (3.5 vol % 1M dithiothreitol) and heated for 5 min at 95°C. 

Then, denaturated proteins were loaded in a fluorescent gel in the chip. Agilent Bioanalyzer 

2100 (Agilent technology, les Ulis, France) carried out the lecture of fluorescence.  

 

Statistical analysis. Values are presented as the mean ± standard error of the mean (SEM). 

GraphPad 6 (San Diego, CA) was used for statistical analysis. For the comparison of kidney α-

SMA area and volume quantification, the two-tailed Mann–Whitney U-test was used. Kidney 

samples were encoded for blind imaging and data analysis. For Western blot α-SMA 

quantification, a One-way Anova test was used to compare GAPDH-normalized ratios. 

Statistical significance was accepted for P<0.05. For the western blots, each experiment was 

replicated at least twice in the laboratory. 
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Main Figures Caption 

 

Figure 1. Overview of the clearing workflow. a, Presentation of the piDISCO+ protocol 

suitable for human and mouse FFPE samples; b, Murine kidney, brain and lungs before and 

after optical clearing with the piDISCO+ protocol for PFA-fixed tissues and FFPE tissues.  

 

Figure 2. Integrity of vascular structures following tissue clearing of PFA-fixed or FFPE 

mouse tissues. a, 3D view of α-SMA staining in PFA-fixed kidneys (left panel) and FFPE 

kidneys (right panel); b, Magnification of FFPE kidney showing an α-SMA+ vessel wall. 

Arrows point to smooth muscle cells in vessel walls; c, Optical sections at an imaging depth of 

600 µm (left panel, PFA-fixed kidney and right panel, FFPE kidney); d, Quantification plots 

of kidneys α-SMA+ areas (upper graph) and volumes (lower graph) from both types of tissues 

(n= 8 for PFA-fixed kidneys and n= 5 for FFPE kidneys). Data are represented as mean ± SEM. 

ns: not significant. The two-tailed Mann-Whitney test was performed for statistical analysis. e, 

3D view of α-SMA labeling in the circle of Willis of PFA-fixed (left panel) and FFPE (right 

panel) brains; f, Optical sections of the cerebral cortex of PFA-fixed (left panel) and FFPE 

(right panel) brains. Scale bars: a, c, e, 500 µm; b, 100 µm; f, 200 µm. 

 

Figure 3. 3D imaging of cleared FFPE-fixed human lungs. 3D and 2D views of LSFM data 

from non-tumor distant a, b, d and c, tumor lung specimens of NSCLC patients. 2D views are 

cutting plans from the 3D imaging. a, α-SMA staining represented in white. Asterisks show 

the bronchial spaces delimited with α-SMA staining. Red arrows show vascular staining. b, 

TH (green)/ α-SMA (red) staining. White arrows designate TH+ fibers in direct contact with α-

SMA stained vessels. c, CD20 staining is represented in pseudo-colors that reflect the intensity 

of the labeling (from low density in purple to high density in white). TLS-B cells are 

highlighted by asterisks (right panel) d, 3D DC-Lamp immunostaining. The right panel 

represents the surface created for background subtraction using sphericity threshold to filter 

the noise due to bronchial and vascular empty spaces. e, 2D DC-Lamp immunostaining 

obtained after surface reconstruction. Red and green arrows indicate DC-Lamp+ cells. Scale 

bars: a,b,c : 3D imaging, 300 µm, 2D optical sections: 100 µm; d, 100 µm; e, left panel, 50 

µm, right panels, 5 µm. 
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Figure 4. 3D representation and computational reconstruction of cleared FFPE human 

tonsil and cortex. a, b, 3D view of CD20+ cells (from low density in purple to high density in 

white) and TH (green) immunostaining in human tonsil. The lower panel (a) and the orthogonal 

sections (b) show close contacts between CD20+ B cell follicles and TH+ sympathetic nerve 

fibers. c, 3D image of human cortex NF-H+ neurons (white). The right panel is a magnification 

of the boxed area indicated on the left panel. It shows a distinguishable profile of NF-H neurons 

cell body and neuronal fibers (red arrows); d, Olig2 immunostaining in human cortex (from 

low density in purple to high density in red). Red-contoured box shows a cytoplasmic 

localization of Olig2. Green-contoured box shows a nuclear and perinuclear expression of 

Olig2. Scale bars: a, upper panel, 300 µm, lower panel, 150 µm; b, 150 µm; c, left panel, 150 

µm, right panel, 50 µm; d, left panel, 50 µm; right panel, 5 µm.  

 

Figure 5. Extraction workflow and quality control of proteins from piDISCO+ cleared 

human and murine tissues. a, Schematic representation of the most efficient method (#15) 

for protein extraction and analysis.  b, Size analysis of proteins extracted with method #15 from 

fresh (Snap), PFA-fixed (indicated as PFA) or FFPE murine lungs before and after (indicated 

as -D) clearing using an Agilent Bioanalyser (left panel). c, Percentages of proteins were 

stratified into four categories according to their molecular weights among total proteins 

extracted from fresh, PFA-fixed and FFPE murine lungs before and after clearing using Agilent 

Biolanalyser.  

 

Figure 6. Protein and pTyr-protein assessment by western blot from piDISCO+ FFPE-

cleared tissues. a, Western blot of α-SMA in snap-freeze, FFPE and piDISCO+ FFPE-cleared 

murine lungs; b, Quantification of α-SMA expression in murine lungs expressed as GAPDH-

normalized ratio; c, Tyrosine-phosphorylated proteins from FFPE and FFPE-cleared murine 

lungs; d, Detection of SUMO-2 in snap freeze, FFPE and piDISCO+ FFPE-cleared murine lung 

tissues; e, Expression of α-SMA, phospho-ERK and GAPDH in piDISCO+ FFPE-cleared lung 

samples from NSCLC patients; f, Total tyrosine-phosphorylated proteins detected by western 

blot in two patients comparing normal versus tumor tissues (left panel) and 3D representation 

of heat map quantification of staining (right panel).  
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Table 1. Selection of the most efficient method of protein extraction from piDISCO+ tissues. 
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Additional information 

 

Supplementary Figures and Tables  

- Supplementary Figure 1. Antigen retrieval using FFPE tissue sections.  

 

- Supplementary Figure 2. CD20 detection in FFPE sections with or without antigen retrieval.  

-  

- Supplementary Figure 3. Quality control of proteins extracted after antigen retrieval.  

 

- Supplementary Table 1. List of primary antibodies used. 

 

- Supplementary Table 2. List of secondary antibodies used.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 
 
 

111 

 
Supplementary Figure 1. Antigen retrieval using FFPE tissue sections. FFPE sections from human 

palatine tonsils and cortex were deparaffinized and incubated with methanol (MeOH) or not. Antigen 

retrieval (AR) was then performed to assess the capacity of the antibodies tested to bind the relevant 

antigenic target present in piDISCO+ cleared tissues. a, Human tonsils stained with anti-DC-Lamp 

antibody. Faint staining was still detectable in some area of the entire section. b, Human cortex stained 

with anti-NF-H antibody. No staining was detected in the entire section. Scale bar: 20 µm. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 
 
 

112 

 

Supplementary Figure 2. CD20 detection in FFPE sections with or without antigen retrieval. FFPE sections 

from human palatine tonsils and lung tumor biopsy were deparaffinized and incubated with methanol (MeOH). 

Antigen retrieval (AR) was then performed or not to examine whether it was required for labeling with the anti-

CD20 antibody. a, Human tonsils. b, Human lung cancer biopsy. Scale bar: 100 µm. 
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Supplementary Figure 3. Quality control of proteins extracted after antigen retrieval. Proteins were 

extracted from murine and human FFPE tissues treated with the piDISCO+ protocol using the method 

#15. a, Coomassie blue staining shows similar profile in tissues not subjected to antigen retrieval during 

staining using the piDISCO+ protocol. Proteins extracted from tissues subjected to antigen retrieval at 

low pH (citrate buffer) or high pH (EDTA containing buffer) are shown in b, and c, respectively. d, 

Protein yields show a significant difference in the efficiency of protein extraction without antigen 

retrieval step compared to proteins extracted after antigen retrieval at low or high pH. Values are the 

average of biological replicates; standard error of the mean are shown. 
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Supplementary Table 1. List of primary antibodies used.  
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Supplementary Table 2. List of secondary antibodies used.   
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Electronic supplementary material 

- Supplementary video 1. Animated 3D rendering of α-SMA labeling in PFA-fixed 

mouse kidney. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA immunolabelling within a PFA-fixed 

mouse kidney cleared using the piDISCO+ protocol. 

 

- Supplementary video 2. Animated 3D rendering of α-SMA labeling in FFPE 

mouse kidney. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA immunolabelling within a paraffin-

embedded mouse kidney cleared using the piDISCO+ protocol. 
 

- Supplementary video 3. Animated 3D rendering of α-SMA labeling in PFA-fixed 

mouse brain. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA immunolabelling within a PFA-fixed 

mouse brain cleared using the piDISCO+ protocol. 

 

- Supplementary video 4. Animated 3D rendering of α-SMA labeling in FFPE 

mouse brain. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA immunolabelling within a paraffin-

embedded mouse brain cleared using piDISCO+ protocol. 

 

- Supplementary video 5. Animated 3D rendering of α-SMA labeling in FFPE 

human lung. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA immunolabelling within a paraffin-

embedded human lung cleared using the modified piDISCO+ protocol. 

 

 

- Supplementary video 6. Animated 3D rendering of α-SMA or TH/CD20 labeling 

in FFPE human palatine tonsil. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA 

immunolabelling within a paraffin-embedded human palatine tonsil cleared using the piDISCO+ 

protocol. 

 

- Supplementary video 7. Animated 3D rendering of NF-H labeling in FFPE human 

cortex. 3D rendering using IMARIS software of α-SMA immunolabelling within a paraffin-embedded 

human cortex cleared using the piDISCO+ protocol. 
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Discussion du Manuscrit #1 
 
 Au cours de la dernière décennie, les marquages tridimensionnels de type iDISCO ont fait 

leur apparition et ont permis l’étude de diverses interactions au sein d’organes entiers, aussi 

bien aux stades embryonnaire qu’adulte (Ertürk et al., 2012 ; Renier et al., 2014 ; Renier et al., 

2016). Ces nouvelles techniques peuvent s’appliquer aux biopsies tumorales afin de 

comprendre les interactions survenant entre les cellules immunitaires, les systèmes vasculaires 

et nerveux. Ces techniques présentent un avantage considérable par rapport aux techniques 

classiques de marquages sur coupes. En effet, la distribution hétérogène des cellules ou encore 

le plan de coupe peuvent biaiser les informations obtenues à partir d’un même échantillon. Les 

biopsies tumorales, incluses en paraffine, sont des tissus rares et dans la plupart des cas, de 

petites pièces opératoires. Le but ultime, que se soit pour les cliniciens ou les chercheurs est 

donc d’en extraire le maximum d’informations. 

 Au cours de mon étude, nous avons développé une nouvelle technique, piDISCO+ 

combinant, pour la première fois, simultanément des marquages 3D de haute résolution et une 

analyse protéique à partir d’un même échantillon. Dans un premier temps, une étape de 

démasquage antigénique a été ajoutée, ce qui permet l’utilisation de divers anticorps permettant 

une caractérisation plus détaillée du microenvironnement tumoral. Dans un second temps, les 

extractions protéiques qu’il nous a été possible d’effectuer grâce à la mise au point d’un tampon 

d’extraction adéquat, a permis la détection de protéines de haut et bas poids moléculaire, 

phosphorylées ou non, éventuellement sumoylées, ouvrant la voie à l’analyse in situ de diverses 

voies de signalisation potentiellement dérégulées lors de la cancérogenèse. La qualité ainsi que 

la quantité des protéines extraites des échantillons FFPE après transparisation s’est avérée être 

semblable à celles des échantillons non-transparisés. Bien que nous ne ne montrions que des 

profils de protéines phosphorylées et sumoylées avec le protocole mis au point, des analyses 

protéiques plus poussées utilisant des techniques comme la spectrométrie de masse ou la 

reverse phase protein assay peuvent être ajoutées, conduisant à une cartographie protéique 

détaillée qu’il sera possible de combiner avec l’imagerie 3D. Cette possibilité de combiner 

imagerie 3D et protéomique pourrait ainsi aider à comprendre les interactions complexes ayant 

lieu au sein des tumeurs et contribuer à l’établissement de diagnostic plus précis, ouvrant la 

porte à la médecine personnalisée. De plus, l’archivage et la conservation des biopsies en 

paraffine et leur étude ultérieure par cette technique pourrait permettre un suivi des patients en 

termes d’évolution de la maladie au fil des années et d’efficacité du traitement.   
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Manuscrit #2. Sympathetic nerve fibers impact TLS formation in response to inflammation 

 

Présentation 

 

 Au cours des deux dernières décennies, des avancées considerables ont été faites dans notre 

compréhension du microenvironnement tumoral. En 2008, Dieu-Nosjean et ses collègues ont 

montré pour la première fois que des TLS (alors désignées sous le nom de Ti-BALTs pour 

« tumor-induced bronchus-associated lymphoid tissue ») étaient présentes au sein de tumeurs 

solides, les tumeurs pulmonaires NSCLC, Ce travail montra également que les patients 

présentant une forte densité de TLS avaient la meilleure survie (Dieu-Nosjean et al., 2008). 

Cette découverte fut saluée par un éditorial du Journal of Clinical Oncology (Coppola and 

Mulé, 2008). Il s’ensuivit une série d’études montrant que, dans la plupart des tumeurs solides, 

la présence de ces structures était associée à un bon prognostic (Sautès-Fridman et al., 2019). 

Les TLS se développent lors d’une inflammation et se composent d’une zone renfermant des 

LB, adjacente à une zone T, composée de LT et de DC matures. Le groupe de Dieu-Nosjean a 

d’ailleurs démontré, en 2014, que (A) la présence de LB dans les TLS était associée à une 

immunité protectrice chez les patients NSCLC et que la densité de ces LB représentait un 

marqueur pronostic de la survie des patients, travail qui fit également l’objet d’un éditorial dans 

l’American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine (Randall and Kern, 2014) et 

(B) que les patients présentant une forte densité de TLS (TLShigh) avaient le plus faible rique 

de décès, quel que soit la densité des LT CD8+ (trouvés à la fois dans le stroma et dans la 

tumeur) (Goc et al., 2014b). 

 En plus de leur analogie structurale avec les structures lymphoïdes secondaires (SLO), les 

TLS partagent avec celles-là des caractéristiques de leur organogenèse. En effet, les 

chimiokines lymphoïdes ainsi que la lymphotoxine 12 sont des molécules nécessaires à la 

formation des SLO et des TLS (cf. Introduction, paragraphes 1.3 et 2.4). Plusieurs travaux ont 

examiné l’impact de fibres nerveuses dans la formation des SLO (cf. Introduction, paragraphe 

1.3.4) et leur rôle dans le développement des tumeurs, notamment de cancers de la prostate. Le 

système nerveux autonome, sympathique et parasympathique a notamment été mis en cause 

dans le contrôle de la croissance tumorale et de sa dissémination (Magnon et al., 2013) 

(Mauffrey et al., 2019). Cependant, aucune étude n’a examiné les relations tripartites existant 

entre fibres nerveuses, cellules tumorales et formation et maintenance des TLS. Nous avons 
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fait l’hypothèse que les fibres nerveuses sympathiques pourraient être impliquées dans la 

genèse des TLS, comme cela a été suggéré dans la mise en place des SLO. Deux modèles 

murins de formation de TLS dans les poumons ont été développés, le premier fondé sur des 

instillations intranasales de LPS, le second, utilisant une injection par voie intraveineuse de 

cellules tumorales syngéniques TC1 (contenant l’ADNc codant la luciférase et nommées pour 

cette raison TC1-Luc) dans des souris immuncompétentes. Ces deux modèles ont permis le 

suivi de la formation des TLS, notamment par imagerie, toujours en collaboration avec le 

laboratoire du Dr. Brunet (Collège de France) et de leur maintien ainsi que l’analyse de l’impact 

de l’ablation des fibres nerveuses sympathiques sur cette formation, par traitement par la 6-

hydroxydopamine (6-OHDA). De plus, la mise en place du modèle tumoral a également permis 

d’évaluer l’impact de cette ablation sur la croissance tumorale. Par ailleurs, une première 

analyse comparative de la présence de fibres nerveuses dans des biopsies de tumeurs de deux 

patients présentant un NSCLC et ayant une densité soit élevée soit faible de TLS a été effectuée. 

Les résultats de ces études sont décrits ci-dessous sous la forme d’un manuscrit devant être 

bientôt soumis pour publication. 

 



 
 

 
 
 
 

120 

Sympathetic nerve fibers impact TLS formation in response to inflammation 

 

Laïla Letaïef1,2,3*, Safa Azar4*, Guy Malkinson4, Sabrina Martin4, Pierre Validire5, Jean-Luc 

Teillaud 1,2,3§, Isabelle Brunet 4§° and Marie-Caroline Dieu-Nosjean1,2,3§°  

 

1 Sorbonne Université UMRS1135, Faculté de Médecine Sorbonne Université, Paris, France, 

75013 Paris, France 

2 INSERM U1135, 75013 Paris, France 

3 Laboratory “Immune Microenvironment and Immunotherapy”, Centre d’Immunologie et des 

Maladies Infectieuses, CIMI-Paris, 75013 Paris, France 

 4 Center for Interdisciplinary Research in Biology (CIRB), Collège de France, CNRS, 

INSERM, PSL Research University, 75231 Paris, France.  

5 Department of Pathology, Institut Mutualiste Montsouris, 75014 Paris, France 

 

 

*These authors contributed equally to this work 

§Senior co-authors  

°corresponding authors 

Address correspondence to: 

isabelle.brunet@college-de-france.fr  ; marie-caroline.dieu-nosjean@inserm.fr  

 

 

 

 

 

 

  

mailto:isabelle.brunet@college-de-france.fr
mailto:marie-caroline.dieu-nosjean@inserm.fr


 
 

 
 
 
 

121 

Abstract: 

Tertiary lymphoid structures are ectopic lymphoid organs that develop in non-lymphoid tissues 

at sites of chronic inflammation. These lymphoid structures confer a more favorable outcome 

in cancer patients, possibly thanks to the establishment of in situ adaptive anti-tumor responses. 

However, little is known about their formation and maintenance. In secondary lymphoid 

organs, the nerve fibers contribute to the formation of these organs, but the exact role of 

innervation in the development of TLS is still unknown. The present study explores the role of 

sympathetic nerve fibers in lung TLS formation using mouse models of transient inflammation 

and cancer. We show that lung TLS are rapidly formed upon intranasal injection of 

lipopolysaccharide and that their density is markedly reduced following chemical sympathetic 

nerve fibers deletion by 6-hydroxydopamine. We demonstrate also that the chemical removal 

of the sympathetic nerve fibers in tumor-bearing mice results in a marked decrease of TLS 

density, while lymphoid aggregates are detected. In both models, TLS were found to be located 

close to high endothelial venules (HEV) that are absent when nerve fibers are depleted and no 

TLS are detected. Human biopsies from NSCLC patients showed a marked reduction of TH+ 

sympathetic fibers and an increase of newly formed fibers in tumor exhibiting a high density 

of TLS in comparison to tumors with few TLS. Taken together, our data demonstrate that 

sympathetic nerve fibers are needed for TLS formation, possibly through their role in the 

presence of HEV.  

 

Key words: lung inflammation, non-small cell lung cancer (NSCLC), sympathetic nerve 

fibers, tertiary lymphoid structures.  

 

Abbreviations : 6-OHDA, 6-hydroxydopamine; α-SMA, alpha-smooth muscle actin; DCM, 

dichloromethane; DCX, doublecortin; FFPE, formalin-fixed paraffin embedded; GAPDH, 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HEV, high endothelial venule; iBALT, inducible 

bronchus-associated lymphoid tissue; ICP, immune checkpoint; iDISCO, immunolabeling-

enabled three-dimensional imaging of solvent-cleared organs; LFSM, light-sheet fluorescent 

microscopy; LPS, lipopolysaccharide; MVA, modified vaccinia virus Ankara; NF-H, 

neurofilament heavy chain; NF-L, neurofilament light chain; NSCLC, non-small cell lung 

cancer; PFA, paraformaldehyde; PNAd, Peripheral Node Addressin; TLS, tertiary lymphoid 

structure; TH, tyrosine hydroxylase; TLT, tertiary lymphoid tissue; VEGF, vascular 

endothelial growth factor. 
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Introduction  

Tumor microenvironment has been extensively studied during the last decade. In 2008, we 

published the first report indicating the presence of tertiary lymphoid structures (TLS) within 

solid tumors, namely lung tumors from patients suffering Non-Small cell lung cancer 

(NSCLC), and reported that this presence is associated with a better clinical outcome of the 

patients (1). Since then, a large number of reports have established that TLS presence is related 

to a better survival in most of the solid tumors that have been examined (2). TLS are localized 

within tumor stroma and are ectopic lymph-node like structures (3) containing B cells, T cells 

and mature dendritic cells, making them remarkable structures where anti-tumor adaptive 

immune responses can develop. A strong tumor infiltration of Th1 and CD8+ cytotoxic T cells 

combined with a high density of TLS-associated mature DC, a hallmark of TLS, has been 

shown to correlate with the lowest risk of death of NSCLC patients (4)(5). Also, we showed that 

TLS-B cell density represents an important prognostic biomarker for NSCLC survival and that 

antibodies against tumor antigens are produced when sorted tumor-infiltrating B cells from 

TLShigh tumors are activated in vitro (6).  

 Moreover, nerve fibers have emerged as a highly active component of tumor 

microenvironment. The presence of nerve fibers has been shown in many tumors such as 

prostate, pancreas, gastric, breast, skin and colon cancer (7) (8) (9) (10) (11). The peripheral nervous 

system is composed of two main branches, the somatic and autonomic branches. The latter is 

further divided in sympathetic and parasympathetic components. Under physiological 

conditions, these two components act antagonistically to regulate homeostatic features. The 

sympathetic branch prepares for dangerous situations by provoking a rapid increase of blood 

flow to lungs and skeletal muscles associated with the suppression of the gastro-intestinal 

activity. On the opposite, the parasympathetic branch, is more active during rest by decreasing 

muscle contractility and heart beat while activating gastrointestinal function (12). By contrast, it 

has been suggested that they act together in a sequential manner to favor tumor initiation and 

progression. In prostate cancer, sympathetic fibers trigger tumor initiation via the engagement 

of  adrenergic receptors expressed by stromal cells. Then, parasympathetic fibers promote 

tumor progression and metastasis by activating muscarinic signaling in stromal cells (7). 

Recently, Mauffrey et al. have also shown that neural progenitors expressing doublecortin 

(DCX+) from the brain are able to infiltrate prostate tumor, favoring the generation of 

adrenergic neurons and tumor progression (13). The cross-talk between nerve and cancer cells 
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is also marked by the release by tumor cells of growth factors involved in the axonogenesis of 

infiltrating nerve fibers (14) (15).  

 However, the autonomic system has not been always associated with a poor clinical 

outcome. A recent study has reported that parasympathetic fibers are associated with a good 

prognosis in breast cancer and a downregulation of ICP molecules (16), while sympathetic fibers 

were associated with a poor prognosis. Their presence correlated with a strong expression of 

immune checkpoint (ICP) molecules (16).  

 Still, the functional relationship between immune cells and nerve fibers within tumor 

microenvironment has not been established yet. Only one study conducted in mice harboring a 

a dextran sulfate sodium-induced colitis showed that the absence of parasympathetic fibers 

provoked by pharmacological ablation or surgery disturbs the formation of tertiary lymphoid 

tissue (TLT) (17). Of note, in this model, the ablation of the sympathetic branch had no impact 

on the formation of TLT (17).  

 In the present study we examined the involvement of sympathetic fibers in the development 

of TLS triggered by lung inflammation provoked by intranasal injections of lipopolysaccharide 

(LPS) or by intravenous injection of lung tumor cells in mice. We show that the sympathetic 

branch removal by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in mice markedly impairs TLS density in 

both models and favors tumor growth development. When examining human biopsies from 

NSCLC patients, we also observed a reduction of TH+ sympathetic fibers and an increase of 

newly formed fibers in a tumor exhibiting a high density of TLS in comparison to tumors with 

few TLS (TLShigh vs TLSlow). Taken together these results demonstrate the positive impact of 

sympathetic nerve fibers on TLS development and its involvement in lung tumor growth 

control.  

 

Results 

  

1. Induction of TLS following LPS intranasal injection 

First, bronchus-associated TLS were induced in a chronic inflammation setting using intranasal 

instillation of LPS. Adult female mice received a single intranasal injection daily for 5 days. 

Lung removal was performed at D11, D18 and D25 following the first injection of LPS (Fig. 

1a). Hematoxylin and eosin counterstaining showed the presence of TLS in the close vicinity 

of bronchus and blood vessels, both at D11 and D18 (Fig. 1b. upper and middle panel). No 

TLS could be detected at D25 (Fig. 1b. lower panel).  
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To assess which endpoint will be the most suitable for the subsequent experiments aimed at 

analyzing TLS induction in different experimental settings, we first quantified TLS density in 

the whole lung of each animal. A significant decrease of TLS density for each mouse at each 

time point (Fig. 1c, upper panel) and of the corresponding density mean value for each mouse 

(Fig. 1c, lower panel) was observed between D11 and D18 (p-value=0.0182, t-test). TLS were 

larger at D11 than at D18 while absent at D25 (Fig. 1b). Thus, in the following experiments, 

lungs were analyzed at D11 after the first LPS injection. 
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Figure 1. Transient induction of TLS following LPS intranasal injection. a, mice were intranasally injected 

daily for five days and lungs were harvested at D11 (n=5), D18 (n=5) and D25 (n=5) following LPS injection. b, 

lungs were formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) and sections were analyzed for TLS presence by 

hematoxylin and eosin counterstaining at D11, D18 or D25 post-intranasal injections. Middle panels represent 

magnification of TLS for each endpoint. c, quantitative analyses of TLS density per mouse at each time point 

(upper panel). Mean values per group of animals are indicated in the lower panel (*p < 0.05, **p < 0.01; two-

tailed Student’s t-test) and bars represent the mean value per day for each group. The presence of TLS detected 

when using hematoxylin and eosin counterstaining was confirmed by immunofluorescence. d, Sections from lungs 

from mice exhibiting LPS-induced inflammation show PNAd+ high endothelium venules (HEV) in the close 

vicinity of TLS composed of B cells (B220+, appears in light blue or green depending of the cell density and the 

superposition with nuclei staining (Dapi in blue); T cells (CD3+, red) and dendritic cells (CD11c+, red). 
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2. Cellular contents of LPS-induced TLS in lungs  

We then analyzed TLS cell content by multiplexed immunofluorescence staining. Figure 1d. 

shows the presence of a B-cell area containing B220+ B cells (Fig. 1d, all panels) close to a 

CD3+ T-cell area (Fig. 1d, left and middle panels) as well as of CD11c+ dendritic cells (Fig. 

1d, right panel). Moreover, PNAd+ high endothelial venules (HEV) which are specialized 

vessels that allow immune cells recruitment from the circulation and whose presence has been 

correlated with that of TLS (18), were also detected (Fig. 1d, left and middle panels). Thus, 

intranasal instillation of LPS induces TLS that harbor all the cellular components involved in 

the development of adaptive immune responses. 

 

3. Depletion of sympathetic peripheral fibers following injection of 6-OHDA 

 We then examined the impact of 6-OHDA that specifically deletes sympathetic peripheral 

fibers on LPS-induced TLS (19). First, the impact of the injection of 6-OHDA on nerve fibers 

of naïve C57Bl/6 mice was examined. Figure 2a shows the experimental design that was 

adapted from previous reports (7)(20). A full removal of tyrosine hydroxylase (TH+) sympathetic 

fibers was observed in mouse ears at D30 as previously described and still at D41 in comparison 

to untreated mice that did not receive 6-OHDA (Fig. 2b). Thus, D30 was selected as the starting 

point for LPS instillation and D41 for TLS examination [11 days later as determined when 

analyzing the kinetics of TLS formation and maintenance in this setting (Fig. 1b)]. 

 To assess whether the drug did not cross the blood brain barrier, western blots revealing the 

presence of TH (62 kDa), a specific marker of sympathetic fibers, were performed on brain 

extracts of 6-OHDA-treated mice. The level of TH in the brain was not modified following 6-

OHDA injections, indicating that the drug did not enter into the brain. As expected, a decrease 

of TH expression in both lung and kidney of treated mice as compared to control mice was 

observed (Fig. 2c). Also, ELISA showed a considerable drop in catecholamine levels in the 

plasma of 6-OHDA-treated mice, indicating that there was no longer a release of 

neurotransmitters from sympathetic origin and, hence, suggesting a massive destruction of 

sympathetic fibers in these animals (Fig. 2d). 

 Then, to ensure that the denervation did not alter the overall structure of the lungs, 

hematoxylin and eosin counterstaining was performed on lung tissue sections. Of note, the 

calibers of bronchus and blood vessels - either small (Fig. 2e, upper right panel) or large (Fig. 

2e, lower right panel) - were not affected. 3-D imaging using the iDISCO+ technique (21) made 

it possible to visualize the sympathetic innervation of PFA-fixed lungs from untreated (Fig. 2f, 
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upper left panel) and 6-OHDA-treated animals (Fig. 2f, lower left panel) (see also supplemental 

videos 1 & 2). Since only PFA-fixed lungs were analyzed, the 3D staining iDISCO+ technique 

was used and not the one that we adapted for biopsies fixed and embedded in paraffin (Azar, 

Letaïef et al., see manuscript #1). Hence, lungs from untreated mice showed a full innervation 

of the vascular α-SMA+ network (Fig. 2f, upper left and middle panel). By contrast, 

sympathetic fibers could be detected only scarcely in some areas of lungs of 6-OHDA-treated 

mice at D41 (Fig. 2f, right panel). Only a few TH+ fibers remained around bronchus.   

  We also examined the impact of TH+ fiber loss on immune compartments of secondary 

lymphoid organs (e.g. spleen) by flow cytometry. No difference in the percentages of B cells, 

T cells (naïve, effector and memory CD4+ and CD8+ T cells), macrophages, dendritic cells and 

granulocytes was observed in 6-OHDA-treated mice as compared to control mice 

(Supplementary Figures 1 to 4).  
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Figure 2. Depletion of sympathetic peripheral fibers following injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA). 
a, mice received intraperitoneal injections of NaCl or 6-hydroxydopamine (6-OHDA) at D0 and D2 (n=3 for each 

group). Lungs were then harvested at D30 and D41. b, whole mount staining of ears for α-SMA (smooth muscle 

actin, red) and TH (tyrosine hydroxylase, green) of NaCl-injected and 6-OHDA-treated mice at D30 and D41. c, 

western blot detection of TH and GAPDH present in tissue extracts from brain (B), lung (L) and kidney (K) of 

NaCl-injected and 6-OHDA-treated animals at D30 and D41. d, catecholamine dosage from plasma of NaCl-

injected and 6-OHDA-treated animals at D41 (***p=0.002; two-tailed Student’s t-test). Histogram bars represent 

the S.E.M. of duplicate ELISA values from NaCl-injected (n=9) and 6-OHDA-treated (n=4) animals. e, 

hematoxylin and eosin counterstaining of FFPE lung sections of NaCl-injected (upper panel) and 6-OHDA-treated 

animals at D30 (lower panel). f, 3D and 2D views of light-sheet fluorescent microscopy (LFSM) data from lungs 

of NaCl-injected and 6-OHDA-treated mice at D41 for TH (green) and α-SMA (red) staining.  
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4. 6-OHDA depletion of lung sympathetic fibers impairs TLS presence in LPS-treated 

mice 

Based on these results, 6-OHDA-treated mice then received intranasal instillation of LPS. Mice 

were sacrificed at D41 [e.g. 11 days after the first LPS intranasal injection when no fibers could 

be detected in 6-OHDA-treated mouse ears (Fig. 2b)] (Fig. 3a). A full sympathetic denervation 

in ears of these animals was verified (data not shown). As already shown (Fig. 1b), FFPE 

sections showed the presence of large TLS in control mice that received LPS (Fig. 3b, upper 

right panel, G2 (i.p. NaCl i.n. LPS). Strikingly, when visual examination was performed (see 

materials and methods) the 6-OHDA treatment induced a dramatic drop in TLS density with 

large areas cleared of any TLS (Fig. 3b, lower right panel, G4: i.p. 6-OHDA i.n. LPS), and with 

small lymphoid aggregates detected in some mice. An example of lymphoid aggregate is shown 

in the inset of the lower right panel of Figure 3b (G4: i.p. 6-OHDA i.n. LPS).  The 

quantification of TLS density confirmed this marked decrease following sympathetic fibers 

ablation (P-value = 0.0427, t-test) (Fig. 3c).  

 To examine whether the difference observed between 6-OHDA-treated and untreated mice 

could be due to an impairment of immune cell recruitment, we analyzed the presence of B cells 

(B220+) and T cells (CD3+) in the lung parenchyma (Fig. 3d. middle and lower panel). 

Multiplexed immunofluorescence showed that B and T cells are scattered in the proximity of 

bronchioles of 6-OHDA-treated mice receiving LPS (Fig. 3d, lower panel) whereas control 

mice showed fully organized TLS (Fig. 3d, upper panel). Importantly, no PNAd+ HEV was 

detected in lung tissue sections in 6-OHDA mice (Fig. 3d, lower panel).  

Interestingly, the number of B cells and of T cells was similar (Fig. 3e.), suggesting that the 

removal of sympathetic fibers does not alter the recruitment of immune cells but rather impacts 

their aggregation into TLS.  
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Figure 3. 6-OHDA depletion of lung sympathetic fibers impairs TLS presence in LPS-treated mice. a, mice 

received intraperitoneal (i.p.) injections of either NaCl [groups 1 and 2 (G1, G2)] or 6-OHDA at D0 and D2 

[groups 3 and 4 (G3, G4)] and then intranasal (i.n.) daily injections of LPS (G2, G4) or NaCl (G1, G3) from D30 

to D34 (n=10 for each group). b, Hematoxylin and eosin counterstaining at D41 of lungs from mice treated either 

with NaCl (upper panel) or 6-OHDA (lower panel) and with or without LPS (right and left panel respectively). c, 

Quantitative analyses of TLS density per group (*P < 0.05; two-tailed Student’s t-test). Each bar represents the 

mean value of TLS density for each group of animals. Serial cuts from the whole lung were analyzed for 

quantification. d, Immunofluorescence staining showing TLS composed of B220+ B cells, CD3+ T cells, PNAd+ 

HEV in G2 mice (i.p. NaCl followed by i.n. LPS; upper panels) and of B220+ B cells, CD3+ T cells in the periphery 

of TLS in G2 animals (middle panels). No TLS were detected by B cells, T cells and HEV immunofluorescent 

staining in lungs from treated mice (G4, i.p. 6-OHDA followed by i.n. LPS) (lower panels). e, Quantification of 

B220+ B cells (upper panel) and CD3+ T cells (lower panel) in the whole section outside TLS of lungs from both 

G2 (NaCl + LPS) and G4 (6-OHDA +LPS) mice. Each bar represents the mean value of B and T cell percentages 

for each group of animals. 
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5. 6-OHDA depletion of lung sympathetic fibers favors tumor growth and TLS presence  

We then studied the impact of sympathetic fibers on both TLS formation and tumor growth 

using a tumor model in which mice received an intravenous injection (i.v.) of mouse lung 

adenocarcinoma TC1 cells (termed TC1-Luc as these cells express luciferase) (Fig. 4a). This 

setting enables to induce a high density of large TLS in the vicinity of tumor mass 

(Supplementary Figure 5c-e). TC1-Luc tumor cells were i.v. infused into NaCl-injected (G2) 

or 6-OHDA-treated (G4) mice. Control mice were not injected with tumor cells and included 

one group of animals receiving only NaCl (G1) and one treated with 6-OHDA (G3). TH+ 

fiberloss in ears and lungs was assessed as a control of 6-OHDA efficacy of removing 

sympathetic fibers (Supplementary Figure 6). First, tumor growth monitoring was assessed 

twice a week by measurement of bioluminescence (Fig. 4a). Bioluminescence analysis of lungs 

allowed the classification of the animals into three groups (small/medium/large tumors) 

depending on total radiance (Fig. 4b). NaCl-injected mice exhibited small (16.7%), medium 

(50%) and large (33.3%) tumors (Fig. 4c). By contrast, small tumors were no longer observed 

in 6-OHDA-treated mice (Fig. 4c). Only medium and large tumors were detected in nearly the 

same proportions (54.5% vs 45.4%). This result suggests that the depletion of TH+ sympathetic 

fibers parallels an acceleration of tumor growth. 

 Second, immunohistochemistry analyses showed a significantly lower density of TLS in 6-

OHDA-treated mice than in NaCl-injected tumor-bearing mice (P-value, 0.006) (Fig. 4e, left 

panel). Poorly organized lymphoid aggregates (LA) were observed in hematoxylin/eosin 

stained tissue sections of 6-OHDA-treated mice (Fig. 4d, lower left panel), not detectable in 

NaCl-injected tumor-bearing mice that showed TLS (Fig. 4d, upper left panel). B and T cells 

could be detected by immunofluorescence in both NaCl-injected and 6-OHDA-treated mice. 

These cells could be observed within well-defined TLS in mice that had received only NaCl 

while they were mostly found in LA in 6-OHDA-treated animals (Fig. 4d, upper and lower 

middle panels). Strikingly, PNAd+ HEV were not detected in 6-OHDA-treated animals 

(animals exhibiting TLS/LA and LA; Fig. 4d, lower right panel) in contrast to NaCl-injected 

mice (Fig. 4d, upper right panel). Control groups of mice that did not receive TC1-Luc cells 

did not show any TLS or LA (data not shown). 

 TC1-Luc tumor-bearing mice that received i.p. injection of either NaCl or 6-OHDA were 

then ranked according to TLS density. Three groups were defined. The first group exhibited a 

TLS density with a mean value above 0.2%, the second group a density with a mean value 

between 0.05% and 0.12% and the third with a density with a mean value below 0.05% 
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(Supplementary Figure 7). By contrast, tumors from control NaCl-injected mice exhibited only 

TLS. On the opposite, 6-OHDA-treated mice exhibited a majority of lymphoid aggregates (LA) 

(57.14%) with some tissue sections exhibiting both TLS and LA (28.57%) and more rarely 

TLS (14.28 %) (Fig. 4e, right panel).   

 Overall, the depletion of TH+ sympathetic nerve fibers is associated with a higher lung tumor 

burden and a large decrease in TLS formation.  
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Figure 4. Ablation of TH+ sympathetic nervous fibers impact tumor growth and TLS formation. a, C57Bl/6 

mice received NaCl (T2, n=6) or 6-OHDA T4 (n=12) before TC1-Luc intravenous injection. b-c, Classification 

of lung tumor burden according to total flux (photons/second/cm2) obtained with IVIS monitoring after lung 

retrieval from NaCl- and 6-OHDA-treated animals. Tumors were classified as small (total flux: 3.2x106 p/s/cm2), 

medium (total flux: 3.6x107 p/s/cm2) and large (total flux: 6.3x109 p/s/cm2). d, Hematoxylin and eosin 

counterstaining of lungs from NaCl- (T2) and 6-OHDA- (T4) treated mice (left panels); immunofluorescence 

staining of B cells (B220+) and T cells (CD3+) (middle panels) and of HEV (PnAd+) and B cells (B220+) (right 

panels) in lungs from NaCl- (T2) and 6-OHDA- (T4) treated mice. The lower left panel shows the presence of 

small lymphoid aggregates close to a large tumor mass. e, Quantitative analyses of TLS density per group of mice 

(T2: NaCl-injected mice; T4: 6-OHDA-treated mice) (***p=0.0002; two-tailed Student’s t-test). Each dot 

represents the mean value of the density count of about 30 tissue sections from one mouse. Each bar represents 

the mean value of TLS density for each group of animals (left panel) and status classification [TLS/lymphoid 

aggregates (LA)] according to TLS and LA quantification (right panel). 
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6. NSCLC tumor with a high density of TLS is associated with a decrease of TH+ 

sympathetic fibers and an increase of newly formed NF-L+ fibers 

We then examined tumor biopsies from two patients with non-small cell lung carcinoma 

(NSCLC) with a high and low TLS density (TLShigh and TLSlow). The segregation between 

TLShigh and TLSlow tumors was defined by previous quantification based on dendritic cells 

(DC-Lamp+) staining, B cells (CD20+) and T cells (CD8+) counts (number of cells/mm2).  

First, a 3D imaging of NSCLC FFPE biopsies was performed using a piDISCO+ protocol 

developed in our laboratories (Azar et al., submitted). A high density of TLS was observed in 

lung biopsy of TLShigh tumor using CD20+ B cell marker (Fig. 5a, left panel). A few numbers 

of TLS were observed in close vicinity to TH+ fibers (Fig. 5a, middle panel), while TH+ fibers 

were not detected close to other TLS (Fig. 5a, right panel).  

 We then performed a western blot experiment to compare the amount of TH+ nerve fibers 

present in NSCLC tumors with a high and low TLS density (TLShigh vs TLSlow). Both tumor 

and distant tissue were examined. A marked decrease of TH innervation between distant and 

tumor tissues was observed in TLShigh sample. TLSlow sample also showed a difference but to 

a lesser extent (Fig. 5b). The same difference was observed with NF-H+ (neurofilament heavy 

chain) mature nerve fibers (Fig. 5b). Strikingly, newly formed fibers (NF-L, neurofilament 

light chain) were strongly increased in highly infiltrated TLShigh tumors as compared to all the 

other samples (Fig. 5b).  
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Figure 5. Analysis of nerve fibers and TLS within NSCLC biopsies. a, CD20 (red) /TH (green) staining of 

tissue section of a TLShigh tumor biopsy of one NSCLC patient. 3D and 2D views of LSFM. White arrows 

designate the presence of TH+ fibers. b, Expression of actin, TH, NF-L (neurofilament light chain), and NF-H 

(neurofilament heavy chain) molecules in tumor biopsies from two NSCLC patients (TLShigh; TLSlow). 

Abbreviations: D, distant lung tissue; T, lung tumor tissue. 
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Discussion  

Induction of bronchus-associated TLS can be achieved through different protocols including 

viral or bacteria infections. Intranasal injection of virus [such as the non-replicative modified 

vaccinia virus Ankara (MVA)] or of a mix of LPS and influenza virus have been used to induce 

TLS (also termed iBALT, inducible bronchus-associated lymphoid tissue) (22)(23)(24). 

Intratracheal injection of agarose beads containing bacteria that allows a continuous delivery 

of inflammatory stimuli has been also used (25). We show here that a daily intranasal LPS 

instillation during 5 days provokes a rapid appearance of TLS in lungs from adult immune-

competent mice. TLS could be detected in large numbers 11 days after the first LPS instillation. 

A marked decrease in the number of these structures was then observed one week later and 

TLS were no longer present in lungs examined 20 days after the last instillation. These LPS-

induced TLS appeared to be highly organized tertiary structures, exhibited a B cell area, a T 

cell zone, and dendritic cells, although we did not investigate the presence of germinal centers 

within the B cell area. In addition, HEV could be detected in their close proximity. It has been 

reported by Rangel-Moreno et al. (24) that LPS instillation followed by influenza virus infection 

leads to the formation of TLS that are present three weeks after the last LPS administration but 

only in neonates animals. No TLS (termed by the authors iBALT) were observed at that time 

in adult mice undergoing the same treatment, confirming that TLS are transitory structures. 

The intravenous injection of TC1-Luc tumor cells also triggered the appearance of TLS in lungs 

that accompanied tumor growth until the animals were sacrificed. These two experimental 

settings show a striking concomittance between the presence of an inflammatory process, either 

transient (LPS) or permanent (tumor growth), within lungs and the presence of TLS, indicating 

that their formation and maintenance are strictly regulated by the lung microenvironment.  

 One of the halmark of the lung microenvironment is the presence of nerve fibers, in 

particular sympathetic TH+ fibers. Although other types of nerve fibers are also present in lungs 

(26), we focused our study first on sympathetic fibers because of their reported role in the early 

stage of tumor development via the engagement of  adrenergic receptors expressed by stromal 

cells, at least in prostate cancer (7). The TH+ fibers appeared to be present both in the vicinity 

of TLS and in areas where no TLS are observed both in human TLShigh NSCLC tumor (Fig. 

5a) and in TC1-Luc tumor-bearing mice (data not shown).  

 Following the chemical depletion of TH+ fibers, we observed a drastic reduction of the 

density of TLS induced by LPS instillation. However, in a model of experimental colitis, the 

surgical lesion of sympathetic mesenteric nerve plexus had no impact on the formation of 
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tertiary lymphoid tissue (TLT) (17). These different results could be related to the pattern of 

innervation of the organ studied and to the type (surgical or chemical) and location of the nerve 

lesion that is induced. For instance, the reduction in the presence of TLT in vagotomized mice 

only occurred in the proximal and not the distal colon, these animals having the vagal 

innervation surgically ablated only to the proximal colon (17). 

 Interestingly, B and T cells were present within lung parenchyma in the same proportion in 

6-OHDA-treated mice and control NaCl-injected mice. However, in 6-OHDA-treated mice, 

immune cells were not able to form TLS and small lymphoid aggregates were detected in some 

areas of the tissue sections. In a model of local inflammatory pain, it has been shown that 

sympathetic fibers are in a close proximity of subcutaneous blood vessels and up-regulate the 

vascular expression of ICAM-1 (27). In the same study, the up-regulation of ICAM-1 was 

associated with an enhanced recruitment of opioid peptide-containing leukocytes. The 

chemical destruction of TH+ fibers by 6-OHDA impaired both the expression of ICAM-1 on 

vessels and leukocytes recruitment (27). Thus, we can hypothesised that the quasi-absence of 

TLS observed in 6-OHDA-treated mice instillated with LPS or injected with tumor cells may 

be due to a decreased expression of adhesion molecules such as ICAM-1, VCAM-1, 

MADCAM-1 needed for secondary lymphoid organs formation (28). It remains to be 

investigated.  

 Another striking consequence of 6-OHDA treatment is the lack of detectable HEV (PNAd+), 

in mice instillated with LPS or injected with tumor cells (for mice exhibiting TLS/LA and LA). 

HEV allow the recruitment of immune cells thanks to the interaction of PNAd with CD62L 

expressed on the surface of immune cells. HEV exhibit a specific expression of a set of genes 

not expressed by other endothelial cells from blood vessels, encoding fucosyltransferase 7 

(FUT7) and N-acetylgucosamine 6-O-sulphotransferase 2 (GlcNAc6ST2) (29)(30). The fine-

tuned coordination of the expression of these enzymes allows an efficient and specific 

expression of PNAd in HEV. Interestingly, sympathetic innervation promotes arterial 

endothelial fate and is involved in artery efficacy (31). Thus, one can hypothesized that 

sympathetic innervation, through the release of neurotransmitters could impact HEV 

maturation, which would account for the lack of detectable HEV in tissue sections of lungs 

from 6-OHDA-treated mice.  

 Moreover, HEV maturation also involves DC. It has been shown that CD11c+ DC, via the 

production of VEGF and through lymphotoxin (LT12) signalization, enables the maturation 

of HEV (29) (32). Of note, CD11c+ DC could be still detected in lung tissue sections from 6-
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OHDA-treated mice even though HEV could not be observed in the samples. However, it is 

not known whether these DC are immature resident cells unable to induce HEV maturation. In 

human clear-cell renal cell carcinoma, a large part of DC-Lamp+ DC have been found outside 

TLS and are likely not mature, as shown by the low expression of MHC Class II molecules and 

the absence of CD8 (33). 

 Remarkably, the TH+ sympathetic fiber ablation resulted in a clear enhancement of TC1-

Luc lung tumor burden. This could be related to the large decrease in the number of TLS that 

is associated with the depletion of sympathetic TH+ nerves in this experimental setting. 

Following TH+ fiber destruction, mostly lymphoid aggregates are observed in tissue sections 

from 6-OHDA-treated animals, while TLS are rare and exhibit small size. However, the 

orthotopic model that we we used herein is marked by a rapid tumor growth. Thus, it is barely 

comparable to the human setting where NSCLC usually develop over long periods of time. The 

use of p53 K.O. / K-ras mutated mice that develop lung tumors (34) (35) could be an interesting 

alternative model to investigate the effect of sympathetic depletion on TLS in a context where 

the tumor growth is slow. However, this mouse model suffers from severe limitations (number 

of animals that effectively develop tumour and heterogeneous kinetics of tumor development) 

that render the 6-OHDA treatment difficult to use.  

By contrast, it has been reported that the chemical or surgical deletion of these fibers and by 

genetic deletion of stromal β2- and β3-adrenergic receptors prevents the early phases of tumor 

development and dissemination in two mouse models of prostate cancer (7). However, the first 

model used the human prostate PC3 tumor cells injected into immunodeficient mice that are 

unable to develop TLS and adaptive anti-tumor immunity. The second model used transgenic 

mice that have been genetically manipulated to mimick the development of prostate cancer 

over a long period of time (2 weeks until 3-6 months) from a prostatic intraepithelial neoplasia 

to invasive adenocarcinoma. It is not known whether TLS are detected in the tumors of these 

animals that were not examined with regard to their anti-tumor immunity. The presence of TLS 

in patients with prostate adenocarcinoma has been rarely documented so far. Seventeen patients 

have been investigated and TLS detected by immunohistochemistry (IHC) (36). This study 

showed that they were associated with tumor regression (reviewed in 33). Thus, one can 

hypothesize that sympathetic nerve fibers have a dual opposite effect. On the one hand, at least 

in some cancer types such as prostate cancer, they favor tumor growth and dissemination. The 

densities of sympathetic and parasympathetic nerve fibers in prostate adenocarcinoma 

specimens from 43 patients has been associated with poor clinical outcomes (7). On the other 



 
 

 
 
 
 

139 

hand, they participate to the genesis of TLS, either directly by cognate or non-cognate 

interaction with LTi cells and/or indirectly by acting on HEV maturation. The balance between 

these two roles would ultimately drives pro- or anti-tumor effect of these sympathetic fibers. 

Finally, the 3D imaging of tumor biopsies from NSCLC patients with a high and low TLS 

density (TLShigh and TLSlow) showed the presence of TH fibers in the proximity of CD20 B 

cells. We have also observed by 3D imaging that TH fibers are in proximity of B cell follicles 

within tonsil (Azar et al., submitted), enabling a possible cross-talk between immune cells and 

nerve fibers. In control mice, we were able to detect three types of TLS. The first type did not 

receive any input of TH fibers, the second one was close to these fibers, and finally in the last 

one, TH fibers colocalizes with B cells (data not shown). In treated mice, TLS were seen when 

TH fibers were not efficiently destroyed. In the human biopsies studied, we were also able to 

detect the presence of newly formed fibers in highly infiltrated tumors in comparison to tumors 

with low infiltrate.  

Overall, we showed herein that sympathetic fibers are strongly involved in the development 

and maintenance of TLS in pulmonary tissue subjected to inflammatory processes. It paves the 

way to further studies to decipher the cellular and molecular mechanisms involved in TLS - 

nerve fibers cross-talk. 

 

Material & Methods  

 

Mouse sample collection. Seven to 14-week-old female C57Bl/6 mice were purchased from 

Janvier laboratories (Le Genest-Saint-Isle, France) and kept under pathogen-free conditions at 

the animal facility (UMS 028, School of Medicine, Sorbonne University, Paris, France). All 

animal studies were performed in compliance with the European guidelines and with the 

approval of the Charles Darwin Ethics Committee for animal experimentation (Paris, France) 

(agreement N°: A75-13-20). The animals were sacrificed, blood and tissues were collected, 

either frozen or fixed and embedded in paraffin according to standard histological procedures. 

Paraffin blocks were stored at room temperature until analysis.  

 

Intranasal instillation of LPS. C57Bl/6 mice were anaesthetized with a ketamine/xylazine 

(100 mg/kg, Vibrac, France; 16 mg/kg, Bayer, La Garenne-Colombes, France, respectively) 

solution administrated intraperitoneally (i.p.) (0.1 ml per 10 g of weight). Then, either LPS 
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(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, # L4130) or NaCl solutions were instilled daily by drops 

into nostrils for 5 days.   

 

Sympathetic nervous branch removal via 6-hydroxydopamine (6-OHDA). C57Bl/6 mice 

were administrated i.p. NaCl or 6-OHDA solutions (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO; # 

162957) at D0 (6-OHDA at 100 mg/kg) and D2 (6-OHDA at 250 mg/kg). Then, at D30, they 

received intranasal (i.n.) instillations of LPS or NaCl as described above. 

  

Cell line. TC-1-Luc cells, kindly provided by Pr. Eric Tartour [Hôpital Européen Georges 

Pompidou (HEGP), Paris], were cultured in RPMI 1640 medium (Thermofisher, Waltham, 

MA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum, 2mM L-Glutamine 

(Thermofischer), 100 IU/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin (Thermofisher) and incubated 

at 37°C in a 5% CO2 humid atmosphere. 

 

In vivo tumor model. C57Bl/6 mice were injected with 5x104 TC-1-Luc cells in the venous 

tail. Mice were monitored every 2–3 days for tumor progression, individual weight and 

behavior. Lung tumor growth was monitored by assessing luciferase activity. Mice were i.p. 

injected with D-luciferin (150 mg/kg, Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France) and 

bioluminescence images were acquired using an IVIS (Caliper Life Sciences, Perkin Elmer). 

Luciferase expression was then analyzed with the Living Image software 4.2 (Caliper Sciences, 

Perkin Elmer). Mice were sacrificed when body weight loss reached more than 20% or/and 

when they showed respiratory alterations, or when bioluminescence signals were saturated. 

The total flux (photons/sec/cm2) of bioluminescence was used to follow lung tumor growth.  

 

Spleen analysis by flow cytometry. Spleen from control and 6-OHDA-treated mice were 

harvested 30 days following i.p. injection. Spleens were then crushed on a 100µm filter on ice, 

and centrifuged (260 x g, 10 min, 4°C). After removing supernatant, red blood cells were lysed 

with an ACK (ammonium-chloride-potassium) buffer [1 min, room temperature (RT)]. Blood 

lysis was stopped by adding PBS 0.5% BSA 2 mM EDTA buffer. Then, cells were counted, 

centrifuged (460 x g, 2 min, 4°C) and FcRIIb, FcRIII and FcRIV were blocked by incubation 

with the anti-mouse FcR 2.4G2 antibody. Cells were centrifuged (460 x g, 2 min, 4°C), 

washed twice with PBS containing 0.5% BSA and 2 mM EDTA and incubated with an 
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antibody mix (Supplementary Table 1) for 30 min at 4°C. Centrifugation and washes were 

carried out before cell fixation with paraformaldehyde (PFA) 0.5% (10 min, RT). Before 

fluorescence acquisition [LSR II, Becton Dickinson (BD), Le Pont de Claix, France], cells were 

centrifuged (460 x g, 2 min, 4°C) and resuspended in PBS containing 0.5% BSA and 2 mM 

EDTA. 

 

Hematoxylin and eosin tissue staining. Formalin-fixed paraffine embedded (FFPE) lung 

sections of 4 µm-thick were deparaffinazed in 100% clearene (Leica Biosystems, Buffalo 

Grove, IL; #3803600) and rehydrated in graded ethanol (100%, 90%, 70%, 50%). They were 

then immersed in hematoxylin (Dako, Agilent Technologies, les Ulis, France; #CS700), water 

and in eosin (Thermofisher, #71204). All slides were scanned with a Nanozoomer 

(Hamamatsu, Massy, France) and analyzed with the NDPviewer software (Hamamatsu). For 

each animal, the whole lung was analyzed. 

 

Immunofluorescence staining. For TLS staining (using B220, CD3, PNAd, CD11c as 

markers), a multiplexed staining (tyramid signal amplification, TSA, Thermofisher) was used. 

Briefly, FFPE lung sections were deparaffinazed in 100 % clearene and rehydrated in graded 

ethanol (100%, 90%, 70%, 50%). They were then immersed in citrate buffer pH 6.0 (Dako, 

Agilent Technologies; #GV80511-2) for antigen retrieval for 30 min at 97°C. Endogenous 

peroxidase was inhibited in 3% hydrogen peroxide in distilled water for 15 min. Slides were 

then washed before blocking with Dako protein block (Dako, Agilent Technologies; 

#X090930-2) for 30 min. The first staining was carried out using the rat anti-mouse B220 

(BioLegend, Ozyme, Saint-Cyr-l’École, France) for 1 h at room temperature. Lung sections 

were then incubated with secondary rat HRP-ready-to-use (Eurobio, les Ulis, France) antibody 

polymers for 45 min at room temperature. Then, fluorescent-labeled tyramides (AF488, 

Thermofisher) were used as a substrate for HRP reaction. Unspecific binding was eliminated 

by immersion of slides in citrate buffer pH 6.0 at 97°C for 10 min. Sections were then blocked 

for 30 minutes before starting the second (anti-CD3, Novus Biologicals, Centennial, CO) and 

third staining (anti-PNAd, BD or anti-CD11c, Invitrogen, Carlsbad, CA) as mentioned for the 

first staining. Relevant secondary HRP-conjugated antibodies were used depending on the 

species origin of primary antibodies. Nucleus were stained with DAPI (Thermofisher; #D1306) 

and scanned with the Axio Scanner (Axio Scan.Z1, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany). 

All the antibodies used for the immunofluorescence staining are listed in Supplementary Table 
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2 and Table 3.  

 

Method for TLS and B and T cell quantification. For TLS quantification, serial slides from 

the whole lung were analyzed using NDP viewer software. About 100 tissue slides/whole lung 

were prepared and about 30 slides stained with hematoxylin/eosin were analyzed for TLS 

content. The number and the size of TLS were reported manually [(TLS density/Tissue section) 

(expressed in µm2)] (Hamamatsu). For the tissue quantification of B and T lymphocytes 

labelled by immunofluorescence, the Visiopharm software (Le Bouscat, France) was used.  

 

Whole mount staining of ears. Ears were separated and only the part showing vasculature 

was kept and fixed in PFA 4% for 30 min. After three washes in PBS, the non-specific binding 

was blocked by incubation of the ears in 0.1 M Tris-HCl/0.3 M NaCl, Blocking (Perkin Elmer) 

(pH 7.4) containing 0.5% Triton X-100 (TBNT) for 4 h at RT. The anti-TH antibody (Merck 

Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) was then added and incubated overnight at 4°C. 

-SMA-cy3 antibody (Sigma-Aldrich) and secondary antibodies (donkey anti-rabbit IgG-

AF647, Invitrogen) were then incubated after at least three washes with 0.1 M Tris-HCl/0.3 M 

NaCl (pH 7.4) containing 0.5% Triton X-100 (TNT) for 4 h. Ears were mounted in Dako 

fluorescent medium (Agilent Technologies, #S3023) and images were acquired with the Zeiss 

Axioimager Z2 Apotome (Carl Zeiss Microscopy). All antibodies used are listed in the 

Supplementary Tables 2 and 3.  

 

iDISCO+ for mouse and human tissue samples. To analyze mouse lungs, we used the 

iDISCO technique as previously described (37). Briefly, lungs were fixed in PFA 4% and were 

dehydrated in graded methanol (20%, 40%, 60%, 80%, 100%, each one for 1 h at room 

temperature), then washed twice in methanol 100% and cooled at 4°C. Lungs were then 

incubated in 66% dichloromethane (DCM) 33% methanol overnight under agitation at 4°C and 

washed again twice in 100% methanol at 4°C (1 h each). Lungs were then bleached in 5% 

hydrogen peroxide solution overnight at 4°C, rehydrated with graded methanol (80%, 60%, 

40%, 20%, each one for 1 h at room temperature) and washed twice in PTx.2 (0.01 M PBS 

with 0.2% Triton X-100, 2 x1 h) at room temperature. Permeabilization was then carried out 

for two days at 37°C under agitation with 0.01 M PBS with 0.2% Triton X-100, 20% DMSO 

and 0.3 M glycine. Non-specific binding sites were blocked with 0.2% Triton X-100, 10% 

DMSO and 5% of donkey serum by incubation for two days at 37°C under agitation. Following 
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blocking, lungs were incubated with the first antibody (anti-TH) diluted in 0.01 mM PBS, 0.2% 

Tween-20, 10 mg/ml heparin, 5% DMSO and 3% of heat-inactivated donkey serum, for 3 days 

at 37°C under agitation. Lungs were then washed several times and incubated overnight with 

0.01 mM PBS, 0.2% Tween-20, and 10 mg/ml heparin (PTwH) before adding -SMA-cy3 

antibody (Sigma-Aldrich) and secondary antibody (donkey anti-rabbit IgG-AF647, Invitrogen) 

for 3 days at 37°C under agitation. After staining, lungs were washed several times with PTwH 

and incubated overnight with PTwH at room temperature. For clearing, lungs were dehydrated 

in graded methanol and incubated again with 66% DCM for 3 h at room temperature and 

washed twice in 100% DCM before storing in di-benzyl-ether. For NSCLC biopsies, we used 

the modified protocol (piDISCO+) developed in our laboratories (Azar et al., submitted). All 

the antibodies used in this section are listed in the Supplementary Tables 2 and 3.  

 

Imaging for 3D staining. All samples were acquired with a Light sheet microscope 

(Ultramicroscope, LaVision BioTec, Bielefeld, Germany). The excitation laser lines of 561 and 

647 nm were used. Z-step size of 3 µm was used for lung imaging. All data were collected in 

a 16-bit TIFF format. Then, raw data were converted using the Imaris file converter software 

(Bitplane, Zurich, Switzerland) into ims. Images and videos were created using Imaris 9.3.0 

software (Bitplane). 

 

Western Blot. Protein concentrations were determined using the BCA Protein Assay Kit 

(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France; #71285-3). Samples were then mixed with 

Laemmli buffer with 2-beta mercaptoethanol (3:1 V/V) and heated for 5 min at 95°C. 30 

micrograms of proteins were separated by SDS-PAGE (4-15% Mini-Protean TGX Precast 

protein gel) (BioRad, Hercules, CA). Gels were then blotted onto 0.2 mm PVDF membranes 

(BioRad) and blocked with 5% dried milk in TBST (Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20) for 

2 h. Membranes were incubated overnight with a primary antibody at 4°C. After washing with 

TBST, peroxidase-conjugated revealing antibodies were incubated with membranes for 1 h at 

room temperature. The detection of proteins was carried out by chemiluminescence reaction 

(ECL). Data were captured with the Fusion FX imaging system (Vilber, Marne-la-Vallée, 

France). All the antibodies used in this section are listed in the Supplementary Tables 2 and 3.  

 

Catecholamine dosage. Mouse blood collection was carried out in heparin tubes, centrifuged 

(15 min at 425 x g, room temperature), and plasma were collected and kept at -80°C before 
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use. Catecholamines dosage was performed using the ELISA kit ABIN772979 (Antibodies-

Online, Aachen, Germany). Briefly, 100 µl plasma were added in each well and 50 µl anti-

catecholamine-HRP conjugates were added and incubated at 37°C for 1 h. After washing (1X 

wash solution) and drying, substrates A and B (50 µl each) were added in each well and 

incubated at 37°C for 20 min. The stop solution was then added before O.D.450nm reading. A 

control standard curve was used to determine catecholamine concentrations in plasma. 

 

Human Non-Small-Cell-Lung-Cancer (NSCLC) tumors. FFPE non-tumor distant and lung 

tumor samples were obtained from two NSCLC patients during surgical resection from the 

department of Pathology of Institut Mutualiste Montsouris, Paris, France. Informed consent 

was obtained from these patients that were included in a study performed in accordance with 

the Declaration of Helsinki, whose protocol had been approved by the local ethic and human 

investigation committee (nos. 2017-A03081-52). 

 

Statistical analysis. For statistical analyses, GraphPad Prism software (Version 7.0) 

(GraphPad, San Diego, CA) was used. Statistical significance of differences between mean 

values was determined using a two-tailed Student’s t-test. P-values < 0.05 were considered 

statistically significant.  
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Supplementary Figure 1. Gating strategy for phenotyping immune cells in the spleen of immunocompetent 

C57Bl/6 mice. Lymphocyte population was gated on a forward scatter (FSC)/side scatter (SCC) plot followed by 

LCDY exclusion to identify alive cells. B and T cells were identified as CD19+ and CD3+cells, respectively. The 

T cell subset was further divided in CD8+ and CD4+ T cells. Among these populations, effector memory 

(CD44highCD62Llow) (Q1), central memory (CD44highCD62Lhigh) (Q2) and naïve (CD44-CD62Lhigh) (Q3) were 

gated based on the expression of CD62L and CD44. Among CD19-CD3- population, myeloid cells were defined 

as CD11c-CD11b+ cells whereas dendritic cells were identified as CD11b+CD11c+ cells. Within the myeloid cell 

subset, macrophages and granulocytes were defined as F4/80+Gr1- and F4/80-Gr1+cells, respectively.  
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Supplementary Figure 2. Phenotypic analysis of spleen cells following sympathetic TH+ fiber deletion 

by 6-OHDA treatment. Immunocompetent mice received either NaCl or 6-OHDA intraperitoneal injections 

at D0 (100 mg/kg) and D2 (250 mg/kg). Spleens were then retrieved at D30 for flow cytometry analysis. 

Percentages of immune cell subsets among CD45+ cells are represented for NaCl-injected (n=2) and 6-OHDA 

mice (n=3). Histogram bars represent the S.E.M. of values obtained from NaCl-injected (n=2) and 6-OHDA-

treated (n=3) animals.  
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Supplementary Figure 3. Splenic CD8+ T cell subsets following TH+ fiber deletion by 6-OHDA 

treatment. Percentages of effector memory, central memory and naïve CD8+ T cells among total CD8+ T cells 

represented for NaCl-injected (white bars, n=2) and 6-OHDA treated mice (black bars, n=3). Histogram bars 

represent the S.E.M. of values obtained from NaCl-injected (n=2) and 6-OHDA-treated (n=3) animals.  
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Supplementary Figure 4. Splenic CD4+ T cell subsets following TH+ fiber deletion by 6-OHDA 

treatment. Percentages of central memory, effector memory and naïve CD4+ T cells among total CD4+ 

CD3+ T cells are represented for NaCl-injected (white bars, n=2) and 6-OHDA-treated mice (black bars, 

n=3). Histogram bars represent the S.E.M. of values obtained from NaCl-injected (n=2) and 6-OHDA-

treated (n=3) animals.  
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Supplementary Figure 5. Experimental setting of the TC1-Luc lung tumor model. a, C57Bl/6 mice received 

intravenous injection (i.v.) of either NaCl or TC1-Luc cells (1.5x105, n=2; 5x104, n=3; 1x104, n=2) at D0. b, tumor 

progression was analyzed by the measurement of D-luciferin bioluminescence. Lungs were retrieved at D21 and 

subjected to bioluminescence that showed a TC1-Luc dose-dependent tumor growth. c, lungs were then fixed and 

embedded in paraffin for hematoxylin and eosin counterstaining and examined for TLS presence. Large TLS 

could be detected in lungs from mice that received 1.5x105 or 5x104 TC1-Luc cells; d, quantification of TLS in 

FFPE lung tissue section from mice that received i.v. injection of various numbers of TC1-Luc cells. Each mouse 

is indicated by arabic numeral in abscissa. Bars represent the mean values of TLS density. e, detection of TLS by 

immunofluorescence staining of B cells (B220), T cells (CD3), and HEV (PNAd).  
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Supplementary Figure 6. Assessment of TH+ fiber loss following 6-OHDA treatment of TC1-Luc tumor-

bearing mice. C57Bl/6 mice received intraperitoneal (i.p.) injection of either NaCl (n=6) or 6-OHDA (n=12) 

at D0 and D2. TC1-Luc cells (5x104) were injected intravenously (i.v.) at D30. a, ears were analyzed by whole 

mount staining for α-SMA (smooth muscle actin, red) and TH (tyrosine hydroxylase, green) expression. b, 

FFPE lungs were stained with anti-TH and anti-PECAM-1 (CD31, a pan-endothelial cell marker) antibodies. 
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Supplementary Fig. 7. Quantitative analysis of lung TLS density in 

TC1-Luc tumor-bearing mice. Quantitative analysis of lung TLS 

density per mouse at D18 following TC1-Luc cell i.v. injection with 

(T4) (n=7) or without (T2) (n=3) sympathetic TH+ fiber deletion by 6-

OHDA treatment. Bars represent mean values for each group. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 
 
 

157 

Supplementary Table 1. Antibodies used for flow cytometry.  
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Supplementary Table 2. Primary antibodies used.  
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Supplementary Table 3. Secondary antibodies used.  
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Electronic supplementary material 

- Video 1—Animated 3D rendering of α-SMA and TH in PFA-fixed control lung  

3D rendering using IMARIS software of α-SMA and TH immunolabelling within a 

PFA-fixed mouse lung using iDISCO protocol.  

- Video 2— Animated 3D rendering of α-SMA and TH in PFA-fixed 6-OHDA-treated 

lung 

3D rendering using IMARIS software of α-SMA and TH immunolabelling within a 

PFA-fixed 6-OHDA-treated mouse lung using iDISCO protocol. 
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Discussion du manuscrit #2  

 

Afin d’étudier le rôle occupait par des fibres nerveuses sympathiques dans l’induction des TLS, 

j’ai développé deux modèles précliniques. Le premier, fondé sur des injections intranasales de 

LPS, a permis de visualiser la présence transitoire des TLS. Ces dernières étaient visibles 11 

jours et 14 jours après la première instillation, mais alors de taille réduite. Ces TLS ne sont plus 

détectées 21 jours après, témoignant du caractère transitoire, et dépendant d’un stimulus 

inflammatoire, de la présence de ces structures. Le second modèle, un modèle tumoral reposant 

sur l’injection par voie intraveineuse de cellules TC1 exprimant la luciférase (TC1-Luc), a 

permis d’obtenir une présence massive de TLS accompagnant la croissance tumorale jusqu’au 

sacrifice des animaux. Dans les deux modèles, les TLS se sont avérées être des TLS matures, 

composées de LB, de LT à proximité desquels des HEV ont été détectées.  

 Dans ces deux modèles, la formation des TLS a été fortement impactée par l’ablation 

chimique des fibres nerveuses sympathiques. L’analyse du tissu pulmonaire des animaux ayant 

subi cette ablation et ayant reçu des instillations intranasales de LPS ont montré une absence 

quasi-totale de TLS, accompagnée par l’apparition de quelques d’agrégats lymphoïdes et par 

l’absence de HEV détectables. Il est intéressant de souligner que, par contre, différentes 

situations ont été observées chez les animaux porteurs de tumeurs pulmonaires TC1-Luc et 

donc soumis à un processus inflammatoire s’inscrivant dans la durée et qui pourrait être d’une 

nature cellulaire et moléculaire différente de celui induit par le LPS.  Dans ce modèle tumoral, 

différents « stades » de formation ou de déstructuration de TLS ont été observés : de façon 

majoritaire des agrégats lymphoïdes, semblables à ceux observés dans le modèle utilisant le 

LPS, sont détectés, mais également quelques TLS, ainsi que des situations plus mixées où des 

TLS et des agrégats lymphoïdes sont trouvés dans la même tumeur. Comme dans le cas de 

l’inflammation induite par du LPS chez des animaux traités par la 6-OHDA, les HEV sont 

absentes. La délétion des fibres sympathiques perturbe donc la mise en place des TLS dans ces 

deux modèles précliniques, éventuellement du fait d’un défaut de maturation des HEV. 

Soulignons de plus que le pourcentage de LB et LT dans les poumons provenant de souris 

traitées par la 6-OHDA est resté similaire à celui trouvé dans les souris contrôles, suggérant 

que le recrutement des cellules immunitaires n’est pas impacté par cette absence de HEV et 

s’est effectué éventuellement via des vaisseaux lymphatiques.  

 Par ailleurs, suite à la déplétion des fibres sympathiques TH+, les tumeurs obtenues se sont 

avérées être majoritairement de moyenne et grande taille, alors que, chez les animaux contrôles, 
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des tumeurs de petites tailles ont été également observées en sus des tumeurs de tailles 

moyennes et grandes. Une hypothèse expliquant cette observation d’une croissance tumorale 

plus rapide en absence de fibres nerveuses sympathiques, est que l’absence de TLS 

accompagnant l’ablation des fibres conduit à l’absence de l’élaboration d’une réponse 

immunitaire anti-tumorale efficace.  

 Enfin, l’analyse comparative de deux biopsies NSCLC, l’une riche en TLS (TLShigh), l’autre 

pauvre (TLSlow), a montré tout d’abord une diminution de l’innervation par des fibres 

sympathiques lorsque le tissu tumoral est comparé au tissu pulmonaire à distance de la tumeur, 

ce phénomène étant observé dans les deux biopsies mais plus marqué avec la biopsie riche en 

TLS. C’est également le cas lorsque est analysée la présence de fibres nerveuses matures (NF-

H+). Par contre, une présence très accrue de fibres nerveuses nouvellement formées (NF-L+) 

est détectée dans la biopsie riche en TLS par rapport à celle faiblement infiltrée (TLSlow). Ces 

observations demandent évidemment à être renforcées, tout comme celle indiquant qu’une 

proximité étroite entre TLS (mis en évidence par le marquage des lymphocytes B) et fibres 

sympathiques TH+ peut parfois être observée. Toutes ces observations renforcent l’hypothèse 

d’un dialogue croisé entre cellules immunitaires, TLS, HEV et fibres nerveuses.  

Cette étude montre que les fibres sympathiques sont fortement impliquées dans la présence ou 

l’absence des TLS dans le parenchyme pulmonaire soumis à des processus inflammatoires. 

Elle ouvre la voie à d'autres études pour déchiffrer les mécanismes cellulaires et moléculaires 

impliqués dans le dialogue entre TLS et fibres nerveuses. 
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 L’étude du microenvironnement tumoral au cours des deux dernères décennies, a permis de 

mieux comprendre les interactions entre cellules tumorales et immunitaires. Les TLS ont été 

observées au sein de nombreux types de tumeurs solides, et ont été associées à un meilleur 

pronostic chez les patients dans la très grande majorité des études. Ces observations, sont en 

lien direct avec le développement de réponses immunitaires observées dans le contexte des 

TLS dans des modèles infectieux pré-cliniques (Geurts van Kessel et al., 2009 ; Foo and 

Phipps, 2010). Ces données font des TLS de réelles cibles thérapeutiques. Les acteurs 

impliqués dans leur genèse sont variés. En effet, de nombreux éléments cellulaires (ex. LT 

CD4+, LT CD8+, LB, macrophages, cellules dendritiques, cellules NK, LTi, neutrophiles) et 

moléculaires (ex. chimiokines, lymphotoxines) ont été décrits. En s’appuyant sur l’analogie 

morphologique existant entre TLS et GL, nous avons émis l’hypothèse que les fibres nerveuses, 

impliquées dans la genèse des GL, pourraient également pour celle des TLS (van de Pavert et 

al., 2009). Ces fibres agiraient en amont des facteurs décrits ci-dessus.  

 Au cours de mes trois années et demie de thèse, je me suis donc focalisée sur le rôle des 

fibres nerveuses dans la formation des TLS. Cette étude novatrice a permis d’analyser plus 

particulièrement les interactions entre les TLS et les fibres nerveuses sympathiques au sein 

d’un environnement inflammatoire. Cette thématique audacieuse a nécessité le développement 

de nouvelles approches au sein de notre équipe, notamment, le développement de deux modèles 

murins et d’une technique de marquages en 3D (en collaboration avec le Dr.Isabelle Brunet) 

adaptée à ces deux modèles (non-tumoral et tumoral) ainsi qu’une étude de biopsies NSCLC 

fixées et incluses en paraffine pour l’observation de l’innervation tumorale pulmonaire.  

 

1. Induction transitoire de TLS au niveau pulmonaire via des instillations 

intranasales répétées de LPS 

 Divers modèles d’induction de TLS ont été décrits dans la littérature (ex. injections 

d’extraits bactériens ou de virus). L’étude de la cinétique de recrutement des cellules 

immunitaires suite à l’induction d’une inflammation nous apprend que les DC infiltrent le tissu 

enflammé au bout de 3 à 4 jours, suivies par la migration des LB et LT en moins d’une semaine 

(Halle et al., 2009). Nous avons opté pour un modèle simple et rapide fondé sur des injections 

intranasales répétées de LPS chez des souris sauvages adultes. Dans ce modèle, nous avons 

focalisé notre attention sur trois moments clefs de la cinétique d’infiltration des DC et des 

lymphocytes au niveau pulmonaire ; à J7 et J14 pour observer leur organisation en TLS, et à 

J21 pour étudier la persistance de ces structures lymphoïdes ectopiques. Les TLS étaient 
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visibles dans les poumons des souris à J7 et à J14, avec cependant une taille plus importante à 

J7. L’induction des TLS par le LPS témoigne de l’activation locale et efficace de cellules 

exprimant à leur surface TLR4 telles que les DC et les macrophages alvéolaires. Les TLS ainsi 

néoformées étaient composées d’une zone B, d’une zone T riche en DC, et des HEV.  

 Le fait que ces structures lymphoïdes aient disparu dans les poumons des souris traitées par 

le LPS à J21 témoigne de la plasticité des TLS. Leur présence n’est plus maintenue à partir du 

moment où l’inflammation pulmonaire était résorbée. Dans le modèle LPS de Rangel-Moreno 

et al., les TLS étaient observables jusqu’à 10 semaines après exposition au LPS.  Ces 

différences peuvent notamment s’expliquer par l’âge des souris. Dans leur modèle, les souris 

étaient à un stade néonatal, alors que, dans le présent modèle, elles ont 13 semaines et sont 

donc adultes. Toutefois, dans leur étude, les TLS étaient observables chez de souris dépourvues 

de cellules LTi. La néogenèse des TLS était dépendante de l’IL-17 libérée par les LT CD4+. 

Ainsi, l’IL-17 promeut la libération de CXCL13 et de CCL19 de façon indépendante de la 

signalisation par la lymphotoxine α1β2 permettant le recrutement et l’organisation des LT et 

LB en TLS (Rangel-Moreno et al., 2011). Pour autant, l’implication des cellules LTi dans 

l’induction des TLS n’est pas à exclure. En effet, la fréquence des cellules LTi étant bien plus 

élevée au stade néonatal comparativement au stade adulte, elles pourraient permettre une 

induction et une persistance plus longue des TLS au stade néonatal. Cette capacité serait 

progressivement perdue au cours du développement de l’animal avec la mise en place d’autres 

mécanismes d’induction de TLS au stade adulte.  

 

2. Destruction des fibres sympathiques par la 6-OHDA et impact sur les SLO 

 Classiquement, la destruction des fibres nerveuses sympathiques au sein de modèles 

précliniques est réalisée de façon pharmacologique par l’injection de la neurotoxine 6-OHDA 

(Levine et al., 1986)  (Zhou et al., 1998) (Grebe et al., 2009). La 6-OHDA est activement et 

sélectivement transportée par les récepteurs de la noradrénaline au niveau des terminaisons 

nerveuses où elle va induire la production de radicaux libres qui vont détruire de façon 

irréversible les terminaisons sympathiques (Kostrzewa and Jacobowitz, 1974). La 6-OHDA 

diffuse dans l’ensemble des tissus, à l’exception du SNC protégé par la barrière hémato-

encéphalique.  

 Dans notre modèle, nous avons validé la destruction périphérique des fibres sympathiques 

par western blot, imagerie et ainsi que par dosage des catécholamines. Dans le cas des western 

blot (réalisés avec des extraits protéiques provenant de poumon, de  rein et de cerveau) et de 
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l’imagerie (réalisée au niveau des oreilles et des poumons), nous avons validé la perte de ces 

fibres par l’absence de détection de la molécule TH, un marqueur des fibres sympathiques, 

chez les souris traitées par la 6-OHDA. La TH était présente dans le SNC à des niveaux 

d’expression comparables aux souris non traitées. Par ailleurs, la persistance des fibres 

parasympathiques a été confirmée par immunofluorescence au niveau pulmonaire à l’aide du 

marquage pan-neuronal β3-tubuline, validant à nouveau la spécificité de cette neurotoxine. Un 

autre paramètre que nous avons également étudié est la présence des catécholamines 

regroupant les principaux neurotransmetteurs du système sympathique (NA, adrénaline, 

dopamine). Par dosage ELISA, le taux de catécholamines est drastiquement diminué dans le 

sang périphérique des souris traitées 6-OHDA par rapport aux souris non traitées ayant reçu du 

NaCl. L’ensemble de ces résultats valide le système d’étude, la sélectivité d’action de la 6-

OHDA sur les fibres nerveuses sympathiques périphériques par rapport au SNC.  

   Des études suggèrent que les fibres sympathiques en contact étroit avec les LB, les LT et 

les macrophages spléniques (Felten et al., 1987) pourraient réguler leurs fonctions 

immunitaires. Les fibres sympathiques pourraient en effet moduler la libération de cytokines 

pro-inflammatoires (TNF-, IL-6) par les macrophages (Martelli et al., 2014a). Nous n’avons 

pas observé de différences majeures de répartition des populations de LB, LT, macrophages, 

DC, granulocytes ou de cellules myéloïdes dans la rate des souris traitées par la 6-OHDA 

comparativement aux souris contrôles (NaCl). Nos résultats sont en accord avec l’étude de 

Grebe et al. (Grebe et al., 2009). Le fait que la destruction des fibres TH+ n’impacte pas 

l’organisation de la rate suggère qu’elles ne semblent pas nécessaires au maintien de ces 

populations en l’absence de condition inflammatoire. Il pourrait être envisageable d’étudier le 

niveau d’expression des marqueurs d’activation, de co-stimulation et d’ICP de ces populations 

en situation inflammatoire afin de comparer le statut d’activation de ces contingents 

immunitaires en présence versus absence de fibres nerveuses sympathiques au sein des SLO.  

 

3. Impact des fibres sympathiques sur la formation des TLS dans un modèle 

d’inflammation transitoire  

 

 Le rôle des fibres nerveuses sympathiques a largement été étudié lors de l’élaboration des 

réponses immunitaires suite à des infections virales. Il a été démontré que la dénervation du 

système sympathique périphérique  abolit les réponses primaires et mémoires dépendantes des 

LT CD8+ lors de l’infection par le virus de l’Herpès simplex HSV (Leo and Bonneau, 2000) 

alors qu’elle favorise le recrutement local des LT CD8+ lors de l’infection par le virus de la 
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grippe (virus Influenza) (Grebe et al., 2009). Ces différences peuvent notamment s’expliquer 

par des différences au niveau des protocoles expérimentaux. En effet, la dénervation a été 

réalisée post-infection dans le modèle par le HSV et pré-infection avec le virus Influenza, cette 

dernière situation correspondant à notre protocole expérimental.  

 Dans le modèle d’inflammation transitoire induit par le LPS, l’infiltrat global intra-

pulmonaire de LB et LT est semblable entre les souris pré-traitées par la 6-OHDA versus les 

souris contrôles (NaCl). En revanche, le parenchyme pulmonaire des souris traitées 6-OHDA 

puis par le LPS ne présente que de petits agrégats de cellules immunitaires (pas de TLS) 

comparé aux souris contrôles (NaCl puis LPS). Contrairement aux souris traitées NaCl puis 

LPS, les souris traitées 6-OHDA puis LPS ne présentent pas de HEV au niveau pulmonaire. 

Le fait que nous n’ayons pas détecté de cellules immunitaires organisées en TLS après 

sympathectomie chimique peut être la résultante de différents mécanismes comme un défaut 

de maturation des HEV ou encore une altération de l’expression des molécules d’adhérence. 

 Les HEV matures et fonctionnelles expriment à leur surface PNAd. L’expression de cette 

adressine est un processus faisant intervenir la participation finement régulée de diverses 

enzymes telles que la fucosyltransférase 7 (FUT7) ou encore la GlcNAc6ST2 (Moussion and 

Girard, 2011) (Girard et al., 2012). Dans notre modèle 6-OHDA/LPS, l’absence de HEV 

caractérisée par l’absence de marquage PNAd suggère qu’elles sont immatures et/ou non 

fonctionnelles et que les fibres sympathiques pourraient intervenir dans leur processus de 

différenciation et de leur maintien de leur phénotype HEV. Par exemple, les fibres 

sympathiques pourraient réguler positivement l’expression de ces diverses enzymes conduisant 

à l’expression de PNAd par les cellules endothéliales.  

 En plus de l’expression de PNAd, la signalisation par la lymphotoxine 12 est importante 

pour le développement des HEV matures et fonctionnelles. Des expériences in vitro démontrent 

que les DC et les cellules endothéliales des HEV interagissent entre elles via l’axe LT12 / 

LTR (Moussion and Girard, 2011). En l’absence de DC, les HEV perdent leur statut mature 

et le recrutement des lymphocytes circulants au sein des GL est fortement perturbé. Par ailleurs, 

la déplétion des DC impacte négativement la formation des TLS (Halle et al., 2009). Enfin, les 

DC représentent une source potentielle de VEGF qui joue un rôle dans la prolifération des HEV 

(Wendland et al., 2011). Chez les souris traitées par la 6-OHDA puis par le LPS, la présence 

de DC CD11c+ a été observée en l’absence de HEV et de TLS (résulats non montrés). Il serait 

intéressant d’étudier l’état d’activation de ces DC car un niveau faible d’expression des 
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molécules de co-stimulation pourrait potentiellement expliquer un défaut de « dialogue » avec 

les LT et LB et, par conséquence, conduire à l’absence de TLS.  

 Un autre aspect important concernant la formation des TLS est l’epxression de la  LT12 

par les DC, où son absence pourrait expliquer l’absence de TLS, ceci restant à être déterminé. 

En plus de LT12 , la lymphotoxine sécrétée LT3, le TNF- sont également associés à la 

formation de TLS (Kratz et al., 1996; Guedj et al., 2014). A notre connaissance, il n’a pas été 

démontré que les fibres nerveuses sympathiques sont capables de réguler l’expression des 

lymphotoxines membranaire et sécrétée, ou bien de leurs récepteurs.  

 Une étude a démontré le rôle des fibres sympathiques sur la régulation de l’expression des 

molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1) à la surface des cellules endothéliales et le 

recrutement des lymphocytes (Scheiermann et al., 2012). Dans un modèle chronique de 

douleur, la délétion des fibres sympathiques est associée à une réduction de l’expression 

vasculaire d’ICAM-1 ainsi qu’à une diminution du recrutement de leucocytes (Mousa et al., 

2010). On peut supposer qu’un mécanisme similaire ait lieu concernant les HEV et en bloquant 

leur maturation conduirait à une incapacité à développer des TLS, même en situation 

inflammatoire (LPS). Toutefois, nous n’avons pas constaté d’altération de la présence de 

cellules immunitaires au sein du parenchyme pulmonaire dans le modèle 6-OHDA/LPS, 

suggérant que le recrutement des cellules immunitaires circulantes pourrait  se faire via 

d’autre(s) voie(s) comme par exemple les vaisseaux lymphatiques afférents, et que cette(ces) 

voie(s) d’entrée dans les poumons ne semble(nt) pas être altérée(s) par l’absence des fibres 

sympathiques. 

 L’absence de HEV dans les poumons des souris traitées par la 6-OHDA puis le LPS, 

suggèrent également que la signalisation adrénergique pourrait promouvoir la maturation des 

HEV de façon dépendante -ou non- de la signalisation des lymphotoxines, soit en régulant 

positivement l’expression de molécules d’adhérence (ex. PNAd, ICAM-1) ou bien en sécrétant 

des facteurs pro-angiogénique (ex. VEGF).  

 Le LPS est capable d’activer les fibres sympathiques (nerfs splénique et splanchnique) 

(Martelli et al., 2014b), qui en retour libèrent de façon accrue de la NA et de l’adrénaline (Zhou 

and Jones, 1993). Il a été démontré que la NA régule la libération cyclique des cellules souches 

hématopoïétiques à partir de la moelle osseuse, ainsi que l’expression de CXCL12, et que la 

destruction des fibres sympathiques par la 6-OHDA bloque la libération de ces cellules souches 

hématopoïétiques (Méndez-Ferrer et al., 2008). En effet, la NA libérée localement au sein de 
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la moelle osseuse agirait sur les cellules stromales exprimant le récepteur β3, ce qui induirait 

une régulation négative de CXCL12, permettant la libération des cellules souches (Méndez-

Ferrer et al., 2008). Dans notre modèle d’étude, on pourrait suggérer que la NA ainsi libérée 

pourrait agir de façon directe et/ou indirecte et induire le recrutement des cellules immunitaires 

exprimant les récepteurs adrénergiques au sein de l’épithélium pulmonaire. Ce mécanisme 

s’ajouterait au recrutement conventionnel des cellules immunitaires par les chimiokines 

lymphoïdes (CCL19, CCL21 et CXCL13). 

 Il faut également noter que les cellules immunitaires expriment également des récepteurs 

impliqués dans la signalisation cholinergique (ex. Chrm1-5) (Verbout and Jacoby, 2012). La 

persistance des fibres parasympathiques malgré le traitement 6-OHDA indique qu’elles ne 

semblent pas participer à la formation des TLS. Ce résultat semble discordant avec la seule 

étude démontrant l’implication des fibres parasympathiques -et non sympathiques- dans 

l’établissement des TLS (Olivier et al., 2016). Ces discordances peuvent s’expliquer par le fait 

que la densité des fibres nerveuses est dépendante de l’organe, avec une complexité marquée 

au niveau intestinal (innervation sympathique, parasympathique et entérique). De plus, le 

modèle d’inflammation [dextran sodium sulfate au niveau intestinal vs LPS au niveau 

pulmonaire) et la méthode utilisée pour la destruction des fibres nerveuses (chirurgicale 

vs pharmacologique) sont très différents dans les deux études (Olivier et al. versus notre étude, 

respectivement). 

 Dans les modèles d’inflammation pulmonaire provoquée par le virus influenza, la 

destruction des fibres TH+ induit une diminution de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-1 et le recrutement des monocytes, des neutrophiles et des 

cellules NK (Grebe et al., 2010). Faisant écho à ces observations, dans un modèle tumoral B16 

et Lewis lung carcinoma (LLC) exprimant l’ovalbumine, il a été démontré que la sécrétion de 

la lymphotoxine LT3 par les cellules NK et/ou les LT CD8+ régulait positivement l’expression 

de PNAd via le récepteur TNFR2 présent à la surface des cellules endothéliales, et par voie de 

conséquence favorisait la maturation des HEV (Peske et al., 2015). Une autre étude a suggéré 

que les TLS pourraient se mettre en place via les neutrophiles (Foo et al., 2015), une hypothèse 

pouvant également s’ajouter aux diverses explications aboutissant à l’absence de TLS chez les 

souris traitées par la 6-OHDA puis par le LPS. 

 

 En conclusion, dans le présent modèle d’inflammation transitoire due aux  administrations 

intranasales de LPS, nous avons observé un recrutement des LB et LT au sein du parenchyme 
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pulmonaire sans organisation en TLS chez des souris pré-traitées par la 6-OHDA. En effet, 

nous n’observons qu’une dispersion de LB et de LT ainsi que des agrégats lymphoïdes. Cela 

suggère que les fibres sympathiques interviennent soit comme agent de maturation des HEV 

via l’expression des molécules d’adhérence (ex. ICAM-1/VCAM-1) indépendamment ou non 

des lymphotoxines, soit en sécrétant des facteurs pro-angiogéniques, soit en promouvant un 

environnement pro-inflammatoire et une action chimiotactique permettant le recrutement 

de diverses populations (ex. DC, cellules NK, neutrophiles) pouvant avoir un rôle dans la 

maturation des HEV.  

 Enfin, la présence de la branche parasympathique ne semble pas être capable de compenser 

l’absence de la branche sympathique sur l’induction de la formation des TLS. 

   

4. Rôle des fibres sympathiques dans la croissance tumorale  

Les résultats du modèle tumoral TC1 montrent que l’on observe préférentiellement des tumeurs 

de moyennes à grandes tailles en absence de fibres sympathiques. En effet, suite à la 

dénervation de celles-ci, des tumeurs de petites tailles n’ont pas été observées (petites tumeurs : 

0 versus 17% ; tumeurs moyennes : 55% versus 50% ; larges tumeurs : 45% versus 33% chez 

les souris 6-OHDA/TC1-luc et les souris contrôles NaCl/TC1-Luc, respectivement). Or, les 

fibres sympathiques sont généralement associées à un mauvais pronostic dans divers cancers. 

La dénervation des branches sympathique et/ou parasympathique dans les modèles 

précliniques ralentit considérablement la croissance tumorale (Zhao et al., 2014) (Magnon et 

al., 2013). Une étude récente s’est intéressée à l’impact des deux branches du SNP dans le 

développement du cancer du sein. Dans ce modèle, la délétion génétique des fibres 

sympathiques inhibe la croissance tumorale (Kamiya et al., 2019). Cet effet a été associé à 

l’expression de la NA. À contrario, la stimulation des fibres parasympathiques inhibe la 

croissance tumorale (Kamiya et al., 2019). Le statut pro- ou anti-tumoral des deux branches du 

système autonomique sur la croissance tumorale reste cependant très controversé. Ces 

controverses peuvent être liées au fait que la densité de fibres nerveuses est dépendante de 

l’organe au sein duquel la tumeur se développe (tumeurs de la prostate, gastrique, du sein). Nos 

résultats semblent en contradiction avec ces études. Cela, pourrait notamment s’expliquer par 

un éventuel blocage de la formation des TLS au sein du modèle tumoral TC1 avec pour 

conséquence une abrogation des réponses adaptatives anti-tumorales.  

 Contrairement au premier modèle inflammatoire (6-OHDA+/-LPS), trois scénarios ont été 

observés dans les poumons des souris pré-traitées par la 6-OHDA et ayant été injectées par voir 
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intraveineuse avec des cellules de la lignée TC1 : des TLS (14%), un mixte de TLS et 

d’agrégats lymphoïdes (sans HEV ; TLS-LA, 29%), ou seulement des agrégats lymphoïdes 

(LA, 57%).  

 Contrairement au modèle LPS, le modèle tumoral présente une inflammation chronique 

donc non transitoire. De plus, le microenvironnement tumoral, par l’induction de cytokines 

pro-inflammatoires, pourrait également contribuer au recrutement des lymphocytes. Ces 

données semblent suggérer qu’au sein d’une situation inflammatoire chronique, telle qu’une 

tumeur, les fibres sympathiques contribuent mais ne sont pas les seules actrices permettant 

l’induction des TLS.  

 L’absence de HEV dans les poumons (TLS-LA et LA) des souris 6-OHDA/TC1 suggère 

que les cellules immunitaires ont été recrutées via les vaisseaux lymphatiques afférents et/ou à 

partir du parenchyme pulmonaire adjacent. Des résultats préliminaires de marquages 3D au 

sein des tumeurs contrôles (NaCl/TC1) démontrent que les TLS peuvent être à distance, à 

proximité ou directement au contact des fibres sympathiques (données non montrées), cette 

dernière situation étant également observée dans les amygdales. Les tumeurs pulmonaires des 

souris pré-traitées par la 6-OHDA présentent des fibres sympathiques résiduelles localisées à 

proximité des quelques TLS observées.  

 Une étude très récente s’est intéressée à l’impact des fibres sympathiques et 

parasympathiques dans des modèles de cancer du sein et de leur impact sur la régulation des 

ICP exprimées par les TILs CD4+ et CD8+ (Kamiya et al., 2019). De façon intéressante, ils ont 

trouvé une proximité entre les fibres TH+ et les LT CD4+ et CD8+ exprimant des ICP (PD-

L1/PD-1) (Kamiya et al., 2019). Ces observations sont en faveur d’un rôle inhibiteur des fibres 

sympathiques dans le développement de réponses anti-tumorales. Toutefois, dans cette étude, 

ces observations reposent uniquement sur un suivi de la croissance tumorale et de marquages 

histologiques. Aucun test de fonctionnalité n’a été entrepris afin de déterminer si ces LT CD4+ 

et CD8+ étaient immuno-supprimés et dépourvus de fonctions effectrices.  

 Par ailleurs, dans leur étude, Kamiya et al. utilisent divers moyens afin de d’induire la 

délétion des fibres sympathiques. La suppression des fibres TH+ de façon génétique et non 

pharmacologique (via des antagonistes non-sélectifs : propanolol, phentolamine) est plus 

efficace sur l’inhibition de la croissance tumorale. Dans notre modèle tumoral, il pourrait être 

intéressant d’utiliser une délétion génétique et d’observer l’effet sur la croissance tumorale, la 

formation des TLS et éventuellement le statut d’activation des cellules immunitaires exprimant 

les ICP.   
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 Un autre point intéressant est l’utilisation de la lignée TC1 dans un modèle orthotopique. 

De ce fait, cette dernière est largement utilisée pour l’étude des carcinomes pulmonaires. De 

plus, cette lignée, qui croit très rapidement, a permis l’induction de TLS. Toutefois, le fait que 

nous observions une tendance à développer des tumeurs de tailles moyennes et larges en 

l’absence de fibres TH+ pourrait suggérer une action directe des fibres sympathiques sur les 

cellules tumorales. En effet, les cellules des cancers mammaires ainsi que les cellules stromales 

au sein des lésions néoplasiques des tumeurs de la prostate expriment les récepteurs β2 et β3 

adrénergiques (Cakir et al., 2002) (Magnon et al., 2013). Il serait ainsi intéressant d’analyser 

l’expression des récepteurs  adrénergiques par les cellules TC1 et stromales pulmonaires. Par 

ailleurs, nous aurions pu vérifier l’expression des récepteurs  adrénergiques par RT-PCR au 

sein de diverses cellules tumorales utilisées pour les modèles tumoraux pulmonaires telle que 

la lignée LLC et observer les effets sur la croissance tumorale et l’induction de TLS avec et 

sans fibres TH+.   

 

5.  Les marquages tridimensionnels, nouvelle méthode d’exploration du 

microenvironnement tumoral  

 

 Au cours des dernières années, l'imagerie tridimensionnelle a subi un essor considérable 

pour l’étude d’organes entiers (Renier et al., 2014). L’application de cette technique aux 

tumeurs solides permettrait de mieux comprendre les interactions entre les cellules tumorales, 

immunitaires et les fibres nerveuses. Dans certaines situations, cette approche représente un 

avantage majeur par rapport aux méthodes d’immuno-marquages classiques en 2D. En effet, 

lorsque les cellules d'intérêt ont une distribution hétérogène et/ou lorsque la qualité de l'analyse 

(immuno)histologique dépend du plan de coupe (e.g. les fibres nerveuses), alors l’imagerie 3D 

semble être la meilleure option.  

 Par ailleurs, la rareté des tissus humains destinés à la recherche ainsi que la taille des biopsies 

imposent une utilisation bien optimisée de ces derniers. Afin de palier à ces limitations, nous 

avons développé en collaboration avec l’équipe du Dr. I. Brunet (Collège de France, Paris) une 

technique innovante que nous avons nommé piDISCO+ alliant imagerie tridimensionnelle à 

partir de la technique iDISCO+ (Renier et al., 2016) et des extractions protéiques. Afin de 

s’adapter aux contraintes liées aux immunomarquages réalisés à partir de biopsies NSCLC 

fixées et incluses en paraffine, un démasquage antigénique a été ajouté, permettant l'utilisation 

d'un plus large éventail d'anticorps primaires pour une meilleure caractérisation du 
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microenvironnement. La deuxième étape de notre protocole consiste en l’extraction de 

protéines à partir des biopsies préalablement imagées à l’aide d’un tampon approprié. La 

combinaison de ces deux techniques, permet l'analyse des protéines, souvent dérégulées lors 

de la cancérogenèse. Dans notre étude, nous avons détecté les protéines phosphorylées et 

sumoylées. Il serait tout à fait envisageable d’étudier d’autres voies de signalisation altérées 

lors de la cancérogenèse (K-ras, p53) ou encore de réaliser des analyses protéiques plus 

poussées (ex. spectrométrie de masse, reverse phase protein assay).  

 Grâce à cette technique piDISCO+, nous avons pu détecter pour la première fois des TLS en 

3D au sein de biopsies NSCLC. Ces TLS étaient à proximité des fibres sympathiques. La 

visualisation des fibres nerveuses au sein des tumeurs pulmonaires est en accord avec la seule 

étude ayant rapporté la présence du système autonomique au sein de cette pathologie maligne 

(Shao et al., 2016).  

 Nous avons par ailleurs, de façon très préliminaire, observé une expression plus importante 

de TH dans les poumons distants non-tumoraux comparativement aux tumeurs pulmonaires 

des patients NSCLC quel que soit leur statut immunitaire. Ce résultat est en accord avec l’étude 

publiée dans le cancer du sein (Kamiya et al., 2019). Plus intéressant encore, la protéine TH 

semble plus exprimée au sein des tumeurs TLShigh par rapport aux tumeurs TLSlow. Cette 

observation chez l’homme, qui demande à être confortée, fait écho avec nos observations faites 

avec les modèles murins (LPS et tumoral). Ces données suggèrent que la présence des fibres 

TH+ semble corréler avec la formation des TLS.  

 Des expériences réalisées avec deux tumeurs NSCLC montrent que la protéine NF-L, 

marqueur de fibres nerveuses néoformées, est plus fortement exprimée dans la tumeur TLShigh 

comparativement à la tumeur TLSlow. La présence de ces fibres nouvellement formées, qui 

demande également à être confirmée, conduit à différentes  interrogations et leur nature reste à 

caractériser (différenciation sympathique ou parasympathique). Première interrogation, les 

fibres néo-formées ont-elles favorisé la formation des TLS ? La seconde interrogation, les 

cellules immunitaires, par la libération de divers médiateurs, ont-elles favorisé le 

développement de nouvelles structures nerveuses à partir du réseau de fibres initial ? A cet 

égard, Madeo et al. ont démontré que les cellules tumorales étaient capables de libérer des 

facteurs de croissance neuronaux (ex. éphrine B1) par le biais d’exosomes et ainsi favoriser 

l’innervation tumorale (Madeo et al., 2018). Le fait que nous observons ce phénomène dans la 

tumeur TLShigh comparativement à la tumeur TLSlow peut suggérer que les cellules 

immunitaires pourraient également jouer ce même rôle. Il serait pertinent de réaliser des co-
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marquages d’exosomes et des cellules immunitaires afin d’observer cet éventuel phénomène, 

puis de caractériser les facteurs pouvant être libérés à ce niveau. 

 Il nous reste à inclure plus de patients NSCLC dans notre étude afin de consolider ces 

premiers résultats. Par ailleurs, les modèles pré-cliniques que j’ai développés vont permettre 

de poursuivre l’étude de l’impact des fibres nerveuses sympathiques sur la formation et le 

maintien des TLS via la caractérisation des acteurs moléculaires et cellulaires ainsi impliqués. 

 L’importance des TLS comme marqueur pronostique, marqueur prédictif de la réponse à 

différentes (immuno)thérapies et comme cibles thérapeutiques chez les patients cancéreux ne 

fait qu’augmenter l’intérêt porté sur la fonction immunitaire des TLS associées aux tumeurs.   
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Conclusion et perspectives 

 
 Cette étude a mis en évidence un lien entre les fibres nerveuses sympathiques et les TLS en 

situation inflammatoire dans les poumons. Nous avons démontré que l’absence des fibres 

sympathiques conduit à un défaut d’organisation des cellules immunitaires intra-pulmonaires 

en TLS après instillations intranasales de LPS, suggérant que ces fibres pourraient avoir un 

impact positif sur la néogénèse des TLS. Pour démontrer cette hypothèse, on pourrait comparer 

l’effet d’agonistes adrénergiques délivrés spécifiquement au niveau pulmonaire chez les 

animaux dépourvus de fibres sympathiques périphériques versus des animaux contrôles. Dans 

le cas des animaux sans fibres sympathiques, il serait intéressant de voir si l’on parvient à 

réverser le phénotype obtenu, à savoir induire la formation des TLS après administration de 

LPS. Chez les souris contrôles, on pourrait examiner si le nombre et la taille des TLS sont 

augmentés en réponse au LPS.  

 Dans les situations pour lesquelles les TLS sont associées à une aggravation de la maladie 

telles que les maladies auto-immunes et les rejets de greffe, on pourrait administrer des  

bloquants (ex. propanolol, nadolol) afin de bloquer les récepteurs de l’adrénaline et de la NA, 

et par voie de conséquence la formation potentielle des TLS dans des modèles précliniques. 

Dans ce cas, l’état général (ex. symptômes cliniques, survie) et les paramètres immunologiques 

(ex. état d’activation des cellules immunitaires, densité de TLS) des souris devraient être 

améliorés.  

 Dans le modèle tumoral TC1, nous avons observé que la suppression des fibres 

sympathiques était associée à une désorganisation de l’infiltrat immunitaire intra-tumoral avec 

la présence de rares TLS comparé aux souris contrôles. Il sera important de corréler cette 

observation avec la croissance tumorale et la survie des animaux. De même, il serait pertinent 

de comparer le statut d’activation des cellules immunitaires et le profil cytokinique dans les 

souris porteuses de tumeurs et traitées par la 6-OHDA en les comparant à des souris contrôles 

afin de caractériser l’impact de l’absence des fibres sympathiques dans le microenvironnement 

tumoral. De plus, il serait intéressant d’évaluer si, dans ces conditions, la réponse anti-tumorale 

est impactée en suivant la spécificité des réponses cellulaire et humorale contre un antigène 

exprimé par la lignée TC1 (HPV16 E7).  

 Il pourrait également être pertinent de tester d’autres lignées tumorales pulmonaires (e.g. 

LLC) ou encore d’utiliser des modèles de souris génétiquement modifiées permettant 
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l’induction endogène de tumeurs pulmonaires [(DuPage et al., 2009), ex. p53-/- et K-ras 

mutés], et d’étendre cette investigation à des organes autres que le poumon afin de tester la 

robustesse de nos observations. 

 Par ailleurs, dans nos modèles précliniques, un défaut de formation de HEV a également été 

mis en évidence en l’absence de fibres sympathiques, suggérant un possible défaut de 

maturation de ces vaisseaux lié soit à des altérations de l’expression des molécules 

d’adhérence, ou bien, à la libération de facteurs pro-angiogéniques ou encore, à une 

signalisation de la lymphotoxine. Concernant l’expression des molécules d’adhérence, des 

cultures in vitro de cellules de lignées endothéliales, en présence ou non de catécholamines, ou 

bien de facteurs de croissance neuronaux (ex. NGF, BDNF), pourrait donner quelques élements 

de réponse. De plus, il serait intéressant d’utiliser des modèles de souris déficientes pour la 

lymphotoxine, ou bien des antagonistes de cette signalisation pour déterminer si les fibres 

sympathiques peuvent induire la maturation des HEV via une signalisation indépendante de 

l’axe de la lymphotoxine. 

 Nous avons observé des co-localisations étroites entre les fibres sympathiques et les LB au 

sein de l’amygdale humaine. Des résultats préliminaires indiquent que ces contacts étroits sont 

également visibles dans le modèle tumoral TC1 chez des souris sauvages et dans une tumeur 

NSCLC d’un patient TLShigh. Une caractérisation fine du statut de différenciation et 

d’activation des LB en contact étroit avec les fibres sympathiques permettrait de préciser la 

nature de ce dialogue inter-cellulaire et des possibles conséquences fonctionnelles sur les LB. 

La visualisation de telles interactions chez l’homme a nécessité l’adaptation des techniques 

d’imagerie en 3D (iDISCO+). En plus de cette optimisation pour des échantillons humains et 

murins frais ou FFPE, nous avons couplé cette technique à une méthode d’extraction et de 

quantification de protéines. Ainsi, notre technique intitulée piDSICO+ pourra servir de base à 

des analyses combinées du microenvironnement tumoral en 3D avec un profil protéomique 

pour des études rétrospectives et prospectives. Dans notre étude, nous avons focalisé notre 

attention sur des protéines phosphorylées et sumoylées ; il pourrait-être envisageable de 

réaliser de la spectrométrie de masse pour une analyse plus fine des profils protéiques.  

 Nos résultats suggèrent que le marqueur NF-L de fibres nerveuses immatures est foretemnt 

exprimé dans les tumeurs TLShigh comparativement aux tumeurs TLSlow de deux patients 

NSCLC. Cette donnée suggère une corrélation, voire l’existence d’une interaction, entre les 

cellules immunitaires organisées en TLS et les fibres nerveuses immatures dans les tumeurs 

NSCLC. Ce résultat sera à confirmer sur un plus grand nombre de tumeurs pulmonaires. Par 



 
 

 
 
 
 

177 

ailleurs, il est connu qu’un dialogue entre les cellules tumorales et les fibres nerveuses peut 

conduire à l’axonogenèse. De la même facon, des facteurs de croissance, éventuellement 

libérés par les cellules immunitaires, pourraient également favoriser l’axonogenèse des fibres 

déjà présentes dans le microenvironnement tumoral. La nature, ainsi que les mécanismes 

menant à la libération de ces éventuels facteurs restent à déterminer.  

  Dans cette étude, notre attention s’est focalisée sur une branche du système autonomique. Il 

serait intéressant d’étudier les effets du système nerveux parasympathique sur la formation et 

le maintien des TLS, la différenciation des HEV, la croissance tumorale ainsi que son impact 

chez les patients. Ces travaux pourraient conduire à l’identification de nouvelle(s) cible(s) 

moléculaire(s) impliquée(s) dans la formation des TLS et applicable(s) au plan clinique.  
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ABSTRACT 

The analysis of the tissue microenvironment provides an almost endless amount of information 

for researchers and clinicians. The very recent advances in immunohistochemistry (IHC) and 

immunofluorescence (IF) techniques have made it possible to better understand the complexity 

of the tissue microenvironment, particularly in cancers. Through several instances developed 

in lung cancer, the limits of IHC/IF have been pushed back, allowing to answer questions such 

as: Is the level of in situ organization of the immune infiltrate related to patient survival? Have 

all the cellular dialogues been described at the tumor site? Is it possible to characterize the 

interactions between different major systems such as the nervous, vascular and immune 

systems in a tumor? IHC and IF have found their place by providing answers of primary 

importance in understanding the tumor microenvironment and its inter-patient heterogeneity. 

The histo-technology is in deep transformation since counter-staining was first developed, with 

now multiplex stainings in 2 dimensions on tissue section and more recently the 3rd dimension 

on whole samples. Other technological advances are already underway with the combination 

of the IHC/IF with other existing techniques, providing even more research data at the 

individual level, be it single patients or single cells for instance. 

 

KEY WORDS 

Tumor immunology, multiplex staining, 3D-imaging, tertiary lymphoid structure, innervation, 

vascularization 
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RESUME 

L’analyse du microenvironnement d’un tissu fournit une manne d’informations quasiment 

illimitées pour les chercheurs et les cliniciens. Les avancées très récentes des techniques 

d’immunohistochimie (IHC) et d’immunofluorescence (IF) ont permis de mieux appréhender 

la complexité du microenvironnement tissulaire notamment dans les cancers. Au travers de 

plusieurs exemples développés dans les cancers du poumon, les limites de l’IHC/IF ont été 

repoussées pour mieux répondre à des questions comme : est-ce que le niveau d’organisation 

in situ de l’infiltrat immunitaire est relié à la survie des patients ? Est-ce que tous les dialogues 

cellulaires ont été décrits au site tumoral ? Quid des interactions entre différents grands 

systèmes tels que les systèmes nerveux, vasculaire et immunitaire dans une tumeur ? C’est ainsi 

que l’IHC et l’IF ont trouvé toute leur place en apportant des éléments de réponses majeures 

dans la compréhension du microenvironnement tumoral et de son hétérogénéité inter-patient. 

L’histo-technologie est en pleine révolution depuis les colorations, les simples marquages aux 

multiplexages en 2 dimensions sur coupes puis vers la 3ème dimension sur échantillons entiers. 

D’autres avancées technologiques sont déjà en marche avec la combinaison de l’IHC/IF à 

d’autres techniques existantes pour toujours plus de recherche d’informations à l’échelle 

individuelle.  

 

MOTS CLES 

Immunologie des tumeurs, marquage multiplexe, imagerie 3D, structure lymphoïde tertiaire, 

innervation, vascularisation 
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INTRODUCTION 

Le microenvironnement des tumeurs est un milieu extrêmement complexe de par son 

hétérogénéité inter-individu et au sein d’une même tumeur et du fait de son perpétuel 

remodelage au cours du temps, sans compter l’impact des traitements sur son évolution. 

L’analyse du microenvironnement tumoral représente ainsi une source d’informations 

majeures pour mieux comprendre la nature des interactions et les communications entre les 

cellules qui le composent, qu’elles soient d’origine tumorale, immunitaire, stromale, vasculaire 

ou encore nerveuse. Dans une tumeur détectable macroscopiquement, la combinatoire 

d’interactions entre deux cellules quasi « statiques» est considérable, à laquelle s’ajoute les 

contacts de facto « transitoires » avec des cellules en train de migrer dans le tissu.  

Un éventail très large de techniques comme la génomique, la transcriptomique, la cytométrie 

de flux multi-paramétrique et la protéomique, permet d’étudier la biologie des cellules du 

microenvironnement tumoral avec des résolutions allant aujourd’hui jusqu’à l’échelle 

unicellulaire. Ces techniques sont également complémentaires avec l’histologie, 

l’immunohistochimie (IHC) et l’immunofluorescence (IF), seules ces dernières permettant de 

rendre remarquablement compte de la localisation et donc des interactions existantes entre les 

cellules du microenvironnement tumoral.  

Au travers de différents exemples concrets, nous aborderons comment l’IHC et l’IF ont été 

d’un apport considérable pour mettre en évidence des communications intercellulaires jamais 

décrites auparavant. 
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RESULTATS/DISCUSSION 

1. De la puissance des métadonnées à la simplicité de l’observation sur des coupes de 

tissus 

Les bases de données représentent un outil exceptionnel pour obtenir la puissance statistique 

nécessaire à l’analyse simultanée de plusieurs paramètres. C’est ainsi que Gentles et ses 

collaborateurs ont analysé la valeur pronostique de 22 populations immunitaires infiltrant des 

tumeurs (de 25 types de cancers solides) sur environ 5 800 patients (1). Cette méta-analyse a 

clairement mis en lumière que certaines populations immunitaires étaient très souvent associées 

au pronostic vital (soit bon, soit mauvais) des patients. Parmi les populations immunitaires 

intra-tumorales au pronostic favorable, se trouvent les cellules dendritiques (DC), les 

lymphocytes B naïfs, les lymphocytes T CD4+ naïfs et les lymphocytes T CD4+ folliculaires-

helper (Tfh). Il était ainsi surprenant d’observer ces populations au site de la tumeur étant donné 

qu’elles sont classiquement détectées dans les organes lymphoïdes secondaires. L’IHC nous a 

permis de détecter la présence de ces populations immunitaires dans les cancers du poumon 

non-à-petites cellules (NSCLC). Plus remarquable encore, nous avons observé que, chez 

certains patients, ces cellules immunitaires s’organisaient en structures lymphoïdes ectopiques 

encore appelées structures lymphoïdes tertiaires (TLS) par analogie structurale avec les organes 

lymphoïdes secondaires (2,3). Avec la mise au point de doubles marquages 

immunohistochimiques sur des coupes sériées de tumeurs pulmonaires fixées et incluses en 

paraffine (FFPE), nous avons mis en évidence que les lymphocytes ségrégeaient distinctement 

en deux zones au sein d’une TLS, une zone T riche en lymphocytes T CD3+ et en DC matures 

DC-Lamp+, adjacente à une zone B riche en lymphocytes B CD20+, en cellules Tfh CD4+PD-

1+ et en cellules folliculaires dendritiques CD21+ (4). Grâce à cette analyse fine des TLS par 

IHC, nous avons pu démontrer que la seule différence entre les TLS et les ganglions en termes 

de composition cellulaire était l’absence de cellules NK au sein des TLS (5). 

 

2. De l’observation à la valeur pronostique des TLS associées aux tumeurs 

Du fait que les ganglions assurent une fonction essentielle dans l’initiation des réponses 

immunitaires adaptatives, la très forte similitude (composition et organisation cellulaire) des 

TLS avec les ganglions lymphatiques amenait la question de la fonction immunitaire des TLS 

dans un contexte tumoral. L’analyse d’un seul paramètre tel que l’expression de CD3, de CD20 

ou encore de DC-Lamp par IHC ne permettait pas de quantifier respectivement les lymphocytes 

T, B ou les DC matures sélectivement présentes dans les TLS. Le développement de multi-
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marquages sur coupes FFPE de tumeurs, combiné à la quantification assistée par un logiciel 

d’analyse d’images, nous a permis de compter ces trois contingents immunitaires au sein des 

TLS et d’en déterminer une densité cellulaire (nombre de cellules rapporté par surface tumorale 

totale en lecture pleine lame) sur de grandes cohortes de patients NSCLC. Il est incontestable 

que le développement de logiciels d’analyse d’images a représenté une avancée majeure en 

termes de reproductibilité des quantifications cellulaires faites ; cependant, il faut souligner 

que, même si c’est la machine qui travaille, cette étape est très critique et chronophage pour 

l’opérateur avec les phases « d’éducation » du logiciel puis du contrôle qualité post-analyse. 

L’ensemble de ces étapes est aujourd’hui automatisable sous l’œil avisé d’un anatomo-

pathologiste, et la fiabilité des résultats en est encore meilleure. L’utilisation d’un ou plusieurs 

de ces marqueurs TLS (DC-Lamp et/ou CD20) nous a permis de stratifier les patients NSCLC 

en au moins deux groupes à savoir les patients riches en TLS (TLSfort) et les patients pauvres 

en TLS (TLSfaible), et de montrer pour la première fois que l’espérance de vie des patients 

TLSfort était beaucoup plus longue que celle des patients TLSfaible, même aux stades les plus 

avancés de la maladie (2,4,6).  

Aujourd’hui, la molécule CD8 semble être l’un des biomarqueurs les plus prédictifs de la survie 

des patients dans la majorité des cancers solides. Nous avons confirmé la valeur pronostique 

de CD8 par IHC sur une large cohorte de patients NSCLC. Il est notable que la quasi-totalité 

des tumeurs TLSfort présentent également un infiltrat T CD8+ fort suggérant que les TLS sont 

un site important pour l’activation et la prolifération des lymphocytes T CD8+ in situ (7). En 

revanche, la réciproque n’est pas vraie, à savoir qu’il existe des tumeurs NSCLC présentant un 

(très) fort infiltrat de lymphocytes T CD8+ mais une faible densité de TLS. La présence de ce 

dernier groupe de patients CD8fort TLSfaible nous a incités à comparer la valeur pronostique de 

l’infiltrat T CD8+ dans le contexte des TLS. La combinaison de ces deux marqueurs a mis en 

évidence le fait qu’à densité de cellules T CD8+ égale et élevée, la survie des patients était bien 

plus longue chez ceux présentant une forte densité de TLS (CD8fort TLSfort) par rapport à ceux 

ayant une faible densité de TLS (CD8fort TLSfaible) sur deux séries rétrospectives de 108 patients 

NSCLC de stades IIIb traités par chimiothérapie et de 140 patients opérés de métastases 

pulmonaires (7,8). Ainsi, la valeur pronostique favorable des lymphocytes T CD8+ est 

conditionnée par la présence des TLS. L’une des hypothèses actuellement testées est que les 

TLS seraient un site clé pour « l’éducation » des cellules T CD8+ contre la tumeur. Les TLS 

présenteraient donc un avantage fonctionnel par rapport aux organes lymphoïdes secondaires 

tels que les ganglions drainant la tumeur. Des expériences chez l’animal seront nécessaires 
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pour comprendre la contribution de chacune de ces organisations lymphoïdes au cours du 

processus tumoral. 

 

3. De l’imagerie tissulaire pour découvrir de nouveaux dialogues cellulaires 

L’essor récent des techniques multiplex en IHC et en IF sur tissus FFPE permet aujourd’hui 

d’étudier de nombreux paramètres sur une même coupe de tissu. Des interactions jamais 

décrites ont pu ainsi être observées dans différentes régions du microenvironnement tumoral. 

A titre d’exemple, notre équipe a très récemment montré que, dans certaines tumeurs NSCLC, 

des lymphocytes T CD8+ pouvaient former des synapses immunologiques avec des 

plasmocytes (Kaplon et al., manuscrit soumis pour publication). Par des triples marquages 

(CD8/Ki-67/IgA ou IgG) en IF sur des coupes de tumeurs pulmonaires FFPE, il est possible de 

visualiser des lymphocytes T CD8+ proliférants, au contact de plasmocytes IgA+ et IgG+. Nous 

avons, par la suite, réussi à reproduire cette situation ex vivo à partir de cellules T CD8+ et de 

plasmocytes intra-tumoraux autologues. L’analyse approfondie du dialogue entretenu entre ces 

deux populations immunitaires au niveau du stroma tumoral permettra de définir sa nature et 

si ce dialogue ouvre la voie à une approche thérapeutique où il serait possible d’optimiser les 

fonctions cytotoxiques des cellules T CD8+ et, par voie de conséquence, l’efficacité de la 

réponse anti-tumorale. 

 

4. Repousser les limites de l’imagerie : le passage de la 2ème vers la 3ème dimension 

Le multiplexage des marquages sur des coupes uniques de tissus parfois très rares a de façon 

indéniable permis d’accroître nos connaissances fondamentales, comme cela est illustré ci-

dessous. Notre équipe a toutefois été confrontée aux limites des marquages en 2 dimensions 

lorsque nous avons voulu étudier l’interaction entre les systèmes nerveux, vasculaire et 

immunitaire chez les patients NSCLC. En effet, la détection des différents types de fibres 

nerveuses est très aisée dans un tissu qui en contient beaucoup. Cela devient beaucoup plus 

complexe, voire hasardeux dans un organe qui en contient potentiellement très peu et pour 

lesquelles l’orientation du plan de coupe aura un impact sur la lecture du marquage. Les 

marquages IF réalisés à l’aide d’anticorps dirigés contre des marqueurs neuronaux ont mis en 

évidence quelques cellules isolées de morphologie arrondie dans le stroma tumoral. Après avoir 

reproduit ces résultats dans plusieurs tumeurs NSCLC, nous avons conclu qu’il était justement 

impossible d’affirmer la présence de fibres nerveuses dont le plan de coupe aurait été 

transversal plutôt que la présence de cellules d’origine non neuronale et positives pour ces 
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marqueurs neuronaux. Pour palier aux limitations des marquages en 2D, nous avons co-

développé avec l’équipe du Dr. I. Brunet (Collège de France, Paris) une technique de 

multimarquages IF en 3D applicable à des blocs FFPE de fragments d’organe frais ou déjà 

traités (FFPE), humains ou murins. Nous avons optimisé la technique i-DISCO (9), ce qui nous 

a permis d’avoir un plus grand choix d’anticorps primaires pour les marquages et de raccourcir 

la durée de l’ensemble de la méthode (Azar et al., manuscrit soumis pour publication). 

Brièvement, l’échantillon est déparaffiné puis réhydraté progressivement (J2) avant de suivre 

une étape de démasquage antigénique à la chaleur (J3, étape facultative dépendante de 

l’anticorps primaire). Les pré-traitements peuvent ensuite prendre entre 1 à 4 jours avant 

d’incuber l’échantillon avec les anticorps primaires (J8-11) puis secondaires (J12-15). 

L’échantillon est ensuite transparisé avant d’être imagé à l’aide d’un microscope de type Light 

Sheet. Un traitement des images est alors nécessaire afin d’obtenir le meilleur ratio signal/bruit 

de fond. Vient enfin le travail de reconstruction des images traitées pour visualiser le(s) 

marquage(s) de l’organe en 3D. Ce protocole a été validé dans différents organes de densités 

et de structures très différentes (ex. cerveau, amydgales, poumons, reins), chez l’homme 

comme chez la souris. Dans tous les cas, il a été possible de suivre des marquages sur plusieurs 

centaines de micromètres vers l’intérieur du bloc d’organe avec une résolution inférieure à 

l’échelle de la cellule (ex. marquage SMA pour la visualisation de l’arbre vasculaire allant 

jusqu’aux ramifications secondaires au niveau des alvéoles des poumon de souris, Fig. 1). 

Grâce à ce développement technologique, nous avons pu visualiser simultanément en 3D 

l’innervation, la vascularisation et l’infiltrat immunitaire du poumon tumoral chez des patients 

et dans un modèle murin de tumeur pulmonaire (Letaïef et al., article en préparation). 
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CONCLUSION 

L’IHC et l’IF connaissent une grande révolution avec une accélération des avancées 

technologiques tout au long de la dernière décennie. L’utilisation des anticorps dans quasiment 

tous les protocoles d’IHC/IF a révolutionné notre compréhension de l’architecture tissulaire 

qui était jusqu’alors fondée sur des colorations. Les simples marquages ont fait place aux multi-

marquages. Au travers d’un dialogue continu, la technique et la science repoussent sans cesse 

les limites de l’histo-technologie pour répondre à des besoins toujours plus urgents. Le passage 

de l’imagerie 2D à l’imagerie 3D des marquages IF peut dans certains cas être une alternative 

intéressante. Des stratégies innovantes sont actuellement en cours de développement : elles 

visent surtout à combiner plusieurs technologies existantes comme par exemple la détection de 

molécules (protéines, lipides, sucres par IHC/IF), d’ARN et de phosphoprotéines au moyen 

d’empreintes faites à partir d’une même et unique coupe de tissu.  

L’analyse du microenvironnement d’un tissu, en particulier dans un contexte 

physiopathologique représente une source remarquable d’informations. Elle permet de mettre 

en évidence des interactions cellulaires jusqu’alors jamais observées par d’autres approches, 

de discriminer des biomarqueurs par sous-région d’un tissu (ex., l’expression de PD-L1 par les 

cellules tumorales versus les cellules immunitaires) ou encore d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques. Ainsi, l’analyse in situ d’un tissu continuera l’enrichir nos connaissances et 

d’être mise au service des patients.   
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LEGENDES DES FIGURES 

Figure 1 : Visualisation de la vascularisation pulmonaire à partir d’un poumon entier de 

souris 

Le poumon frais d’une souris a été pré-traité, incubé en présence d’un anticorps anti-SMA 

(rouge) puis imagé via la nouvelle version de la technologie i-DISCO que nous avons 

développée. (B, C) sont des grossissements de (A). 
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