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Résumé en Frangais

Le sphingosine-1-phosphate (S1P) régule la sortie des lymphocytes T des organes
lymphoides secondaires (OLS). Sa forte concentration dans le sang et la lymphe permet
d’attirer les lymphocytes T hors des OLS, ou la concentration en S1P est faible. Le S1P
peut se lier a cinq récepteurs membranaires (S1PR1-5) exprimés en combinatoires
variables par les différentes sous-populations de lymphocytes T. On connait
actuellement assez mal le role du S1P dans la recirculation lymphocytaire chez
'homme, ainsi que le réle des combinatoires des S1PR dans ce contexte. Nous
souhaitons donc comprendre comment les récepteurs au S1P et leur combinatoire
régulent la migration des lymphocytes T. Nous avons précédemment souligné
I’existence d’un antagonisme entre S1PR1 et S1PR2 dans le contrble de la sortie des
lymphocytes T des OLS. Il a également été montré que, si SIPR1 était essentiel a la
migration des lymphocytes T naifs, les lymphocytes Natural Killer utilisaient
préférentiellement S1PR5 pour sortie de la moelle osseuse et des OLS. De ce fait, ce
projet de thése se concentre sur deux axes: d’une part I'antagonisme fonctionnel
entre S1PR1 et S1PR2, d’autre part la différence entre S1PR1 et S1PR5. Nous avons
montré que la balance entre I'expression de S1PR1 et S1PR2 influencait fortement la
réponse migratoire des Jurkat, S1IPR1 réduisant la migration spontanée et augmentant
la migration au S1P, et S1IPR2 induisant I'effet inverse a faible dose de S1P. Nous avons
également mis en évidence I'absence d’internalisation de S1PR5 par le S1P, a l'inverse
de S1PR1 et S1PR2. Finalement, ces résultats soulignent des différences fonctionnelles
entre les S1PR, qui permettent d’obtenir des réponses différentes a un méme ligand.

Titre en Anglais

Role of S1P receptors and their combination in T cell migration, in human and mouse.

Résumé en Anglais

T cell exit from lymphoid organs is mediated by sphingosine-1-phosphate (S1P). S1P is
produced at high concentration in blood and lymph and attracts T cells to promote
their exit from primary or secondary lymphoid organs (PLO and SLO) wherein S1P
concentration is low. S1P can bind to five G protein coupled receptors (S1PR1-5). Even
though some of those receptors are already targeted in medical treatments such as
multiple sclerosis, knowledge about S1P implication in human T cell trafficking as well
as S1PR combination role in this context remain parcellar. Thus, we want to decipher
the role of S1PR and their combination in human T cell migration. We previously
highlighted the antagonism between S1PR1 and S1PR2 in the control of T cell egress
from human SLO. Furthermore, contrary to S1PR1 requirement for naive T cell
migration, Natural Killer (NK) cells were shown to preferentially use S1PR5 to exit bone
marrow and SLO. Therefore, this thesis project focuses on two axes : on one hand the
functional antagonism between S1PR1 and S1PR2, on the other hand the differences
between S1PR1 and S1PR5. The balance between S1PR1 and S1PR2 expression was



shown to impact Jurkat migratory response, with S1PR1 decreasing spontaneous
migration and increasing migration towards S1P, and S1PR2 inducing the opposite
effect at low concentrations of S1P. We also highlighted the inability of S1P to induced
S1PR5 internalization, contrary to S1PR1 and S1PR2. Finally, these results underline
functional differences between S1PR that lead to different cellular responses to the
same ligand.

Discipline

Immunologie

Mots clés en Frangais
Lymphocyte T, migration, sphingosine-1-phosphate, récepteur au S1P.

Mots clés en Anglais

T cell, migration, sphingosine-1-phosphate, S1P receptor.
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AVANT-PROPOS

Le systeme immunitaire est le mécanisme de défense de I'organisme contre les
microorganismes pathogenes, les toxines de I'environnement et les cellules tumorales.
Il se compose de deux systemes interconnectés agissant a différents niveaux de
I'infection : la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. La
réponse immunitaire innée constitue la premiére ligne de défense de I'organisme et
comprend a la fois des barrieres mécaniques, chimiques et cellulaires. C’'est une
réaction rapide et aspécifique, qui prend en charge les pathogenes des leur tentative
de pénétration dans I'organisme. Si dans la plupart des cas, cette réponse immunitaire
innée est suffisante pour éliminer les pathogénes rencontrés, il arrive que la mise en
place d’une seconde ligne de défense soit nécessaire pour lutter efficacement contre
I'infection. Cette seconde ligne de défense, appelée réponse immunitaire adaptative,
est spécifique du pathogéne et génere une mémoire immunitaire a long terme. Elle est
portée par les lymphocytes T et B.

Les lymphocytes T orientent la réponse immunitaire adaptative en induisant soit
une réponse humorale via la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes, soit
une réponse cellulaire via la différenciation des lymphocytes T CD8+ en lymphocytes
cytotoxiques (LTc). Le réle des lymphocytes T dans I'immunité est crucial ; un défaut
dans leur fonctionnement entraine un déficit immunitaire sévere. L'une des
caractéristiques essentielles a la fonction des lymphocytes T est leur mobilité. En effet,
ces derniers circulent continuellement dans I'organisme, principalement en passant du
sang aux tissus et des tissus au sang. En cas de signal danger, ils doivent se rendre sur
le lieu de l'infection. De ce fait, la compréhension des mécanismes contrélant la
migration des lymphocytes T permet de mieux appréhender le fonctionnement de la
réponse immunitaire adaptative.

La circulation des lymphocytes T au sein de l'organisme est controlée par
différentes molécules dites chimiotactiques, c’est-a-dire qu’elles procurent un signal
attractif et guident les cellules pour I'entrée et la sortie des organes spécialisés dans
I'immunité, les organes lymphoides. Par exemple, les chimiokines CCL19 et CCL21
indiquent aux lymphocytes T du sang la présence d’un ganglion lymphatique. A
I'inverse, le lipide sphingosine-1-phosphate (S1P) constitue un signal essentiel a leur
sortie de cet organe.

Ces dernieres années ont vu I'émergence de nouvelles connaissances concernant la
compréhension du réle du S1P dans la migration lymphocytaire chez la souris. Ce
dernier attire les lymphocytes T hors des ganglions grace a un signal médié par Slprl,
I’'un des cinqg récepteurs du S1P (S1PR). Cependant, ces progrés sont freinés par le peu
d’outils disponibles pour I'étude de ces récepteurs. De ce fait, certaines questions
subsistent. En particulier, on ne sait pas si ce mécanisme est applicable a 'homme. De
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plus, on en sait trés peu sur les potentielles interactions entre les cing S1PR et leur
implication dans le processus de migration.

Ces travaux de thése ont donc pour objectif de mieux comprendre comment les
récepteurs au S1P et leur combinatoire régulent la migration des lymphocytes T, en
particulier chez ’'homme. Une premiére partie introductive permettra de présenter les
principaux acteurs de cette étude, les lymphocytes T et le systéme S1P/S1PR, ainsi que
de préciser l'implication de ce dernier dans le contexte de la circulation des
lymphocytes T. Cette partie sera suivie d’une présentation des principaux résultats
obtenus lors de ces trois ans de doctorat, qui seront ensuite discutés tout en
proposant de nouvelles pistes d’étude.

| Ganglion lymphatique

o

s
(e]

(@)
CCRZD
S1PR1
o/
Thymocyte

\ o mature

O Sphingosine-1-phosphate
O HDL ou albumine
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O—0—0

i o/

O | Tissu enflammé

Figurel : Résumé schématique des principales connaissances concernant
'implication du systéeme S1P/S1PR dans la circulation des lymphocytes T chez la
souris.
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INTRODUCTION

| — Les lymphocytes T, cellules de I'immunité adaptative

Les lymphocytes T sont des cellules hématopoiétiques impliquées dans
I'immunosurveillance de l'organisme. lls agissent par différents processus, comme
I'activation de cellules immunitaires, la production de cytokines, ou encore I'induction
de mort cellulaire par cytotoxicité. Ce sont des cellules hématopoiétiques exprimant a
leur surface un récepteur des cellules T (TCR) de type af ou y5, capable de reconnaitre
des peptides présentés par les molécules du complexe d’histocompatibilité (CMH) de
classe | ou de classe Il. La molécule du TCR est composée de deux chaines codées par
des genes contenant de multiples segments (Schatz et al., 1992). Lors du
développement des lymphocytes T, la recombinaison aléatoire entre ces segments
permet la génération d’un grand répertoire de TCR pouvant reconnaitre une multitude
d’antigenes différents. Chaque lymphocyte T n’exprime qu’un seul type de TCR a sa
surface, ce qui le rend spécifique d’un seul antigene. La reconnaissance d’un antigéne
étranger par le TCR via le complexe CMH-peptide induit I'activation des lymphocytes T.

Le TCR s’associe avec le cluster de différenciation (CD) 3 pour former le complexe
TCR (Clevers et al., 1988; Klausner et al., 1990). Le CD3 est essentiel a la transduction
de signaux a partir du TCR. Il est utilisé comme marqueur phénotypique des
lymphocytes T. Les lymphocytes T expriment également a leur surface un co-
récepteur, le CD4 ou le CD8, qui facilite et amplifie I'interaction entre les complexes
TCR et CMH-peptide (Dembic et al., 1987; Gay et al., 1987). L’utilisation du CD4 et du
CD8 comme marqueurs phénotypiques permet de différencier deux types de sous-
population lymphocytaires, les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+, que
nous décrirons dans un paragraphe suivant.

1.1 Classification des lymphocytes T

Les lymphocytes T dérivent d’un progéniteur lymphoide commun (CLP), lui-méme
généré a partir d’'une cellule souche hématopoiétique (CSH).

1.1.1 Classification au sein des cellules lymphoides

Le CLP est a I'origine de deux lignées lymphoides (Figure 2). Les cellules lymphoides
innées (ILC) n’expriment pas de récepteur spécifique d’antigene. Elles sont divisées en
trois sous-groupes : le groupe 1, dans lequel on retrouve ILC1 et les lymphocytes
Natural Killer (NK), le groupe 2 avec les ILC2, et le groupe 3 avec les ILC3 (Spits et al.,
2013; Vivier et al., 2018). La lignée lymphoide adaptative est constituée des
lymphocytes B et des lymphocytes T. Les lymphocytes B activés se différencient en
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plasmocytes capables de sécréter des immunoglobulines (Ig) (Nutt et al., 2015). Les
lymphocytes T peuvent étre divisés en plusieurs sous-populations distinctes.

Immunité adaptative

9—0"®
\®00

l l Immunité innée

© &
Ll
@ ©® ©

Figure 2 : Les lignées lymphoides innées et adaptatives chez la souris
Les lymphocytes des réponses innée et adaptative dérivent d’un progéniteur

@

©®)

lymphoide commun (CLP). La réception et I'expression de différents signaux
spécifiques orientent la différenciation du CLP en lymphocyte T, B, Natural Killer (NK)
ou en lymphocyte cytotoxique inné (ILC). Chez 'homme, I'existence d’un progéniteur
commun aux ILC (ILCp) n’a pas été clairement définie. NKp : progéniteur des cellules
Natural Killer.

(Adapté de Eberl et al., 2015)

1.1.2 Les différents types de lymphocytes T

On distingue plusieurs sous-populations de lymphocytes T. Les lymphocytes Taf3
expriment a leur surface un TCR de type aff et sont majoritaires parmi les lymphocytes
T circulants. On les sépare en deux classes en fonction de leur expression de CD4 ou
CD8. Les lymphocytes Tyd ne représentent qu’environ 1-5% des lymphocytes T du
sang. Enfin, les lymphocytes NKT présentent des caractéristiques communes aux
lymphocytes T et aux lymphocytes NK.

¢ Les lymphocytes Taff CD4+

Les lymphocytes TaB CD4+ expriment a leur surface un TCR spécifique d’un
complexe CMH de classe ll-peptide. lls sont capables d’activer d’autres cellules
immunitaires via une interaction directe, en présentant a leur surface un complexe
CMH de classe |-peptide, et/ou via la production de cytokines. Depuis leur découverte,
différents types de lymphocytes T CD4+ ont pu étre identifiés (Figure 3). Les
lymphocytes T auxiliaires 1 (Th1l pour T helper 1) sont définis par la production
d’interleukine (IL)-2 et d’interféron (IFN)-y. Ils induisent la réponse cellulaire
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adaptative par activation des lymphocytes T CD8+ et sont ainsi impliqués dans la
réponse immunitaire contre les pathogénes intracellulaires (Del Prete et al., 1991; Itay
et al., 2015; Mosmann et al., 1986). Les lymphocytes Th2 sécretent de I'lL-4, IL-5 et IL-
13. lls induisent la réponse humorale en activant les lymphocytes B afin de lutter
contre les parasites multicellulaires (Del Prete et al., 1991; Itay et al., 2015; Mosmann
et al., 1986). Les lymphocytes Th9, producteurs d’IL-9, activent les mastocytes et les
éosinophiles (Dardalhon et al., 2008; Tan and Gery, 2012; Veldhoen et al., 2008). Les
lymphocytes Th17 produisent de I'lL-17 et agissent dans la réponse immunitaire contre
les bactéries extracellulaires, les champignons et les pathogénes eucaryotes
(Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). Les lymphocytes Th22 jouent un role dans la
protection des barrieres épithéliales des organes via la production d’IL-22 (Eyerich and
Eyerich, 2015; Eyerich et al., 2009). Les lymphocytes T régulateurs (Treg) régulent la
réponse immunitaire en sécrétant des cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10 et
le transforming growth factor (TGF)-B (Dieckmann et al., 2001). Enfin, les lymphocytes
T follicular helper (Tfh), localisés dans les follicules B des ganglions, produisent de I'IL-
21 nécessaire a la maintenance et la maturation des lymphocytes B des centres
germinaux (Crotty, 2014).

Réponse humorale contre les
parasites multicellulaires

IL-4, IL-5, IL-13
IL-9
IL-2, IFN-y Activation des mastocytes
IL-4 NP
A N X et des éosiniphiles
Réponse ceIIuIalre‘ adaptative 12 1L-33 e c———
contre les pathogenes IFN-y ?
intracellulaires \
TGF-B
IL-6 IL-17
ey IL-21 h‘ Réponse immunitaire contre les
1L-23 bactéries extracellulaires, les
T ——— TGF-B ”__6\‘ TGF-B champignons et les pathogenes
maturation des centres TNF-a CUEEEES

germinaux
-I L-22
IL-10, TGF-B 6 -

Protection des barriéres
épithéliales des organes

Régulation de la réponse
immunitaire

Figure 3 : Les sous-types de lymphocytes Taf3 CD4+

Les différents signaux cytokiniques recus par les lymphocytes T CD4+ naifs apres
stimulation antigénique orientent leur différenciation en lymphocytes T effecteurs.
Ainsi, les voies de signalisation induites par les cytokines activent des facteurs de
transcription spécifiques (indiqués ici dans le noyau des cellules) qui déclenchent la
différenciation en un sous-type précis de lymphocyte T (indiqué ici dans le cytoplasme
des cellules). Les sous-types de lymphocytes T CD4+ effecteurs produisent et
sécretent différentes cytokines et sont impliqués dans des réponses immunitaires
variées.

(Adapté de Jiang and Dong, 2013)
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Figure 4 : Induction de la cytotoxicité cellulaire par les LTc.

(1) Le TCR du LTc reconnait le complexe CMH de classe |-peptide présenté a la surface
de la cellule infectée (ou tumorale). L'interaction formée entre le TCR et le complexe
CMH-peptide est stabilisée par le CD8 du LTc. (2) Cette interaction déclenche le
relargage de granules lytiques contenant des enzymes cytotoxiques par le LTc. Les
perforines créent des pores dans la membrane de la cellule infectée, par lesquelles les
granzymes pénétrent dans le cytosol. (3) Les granzymes déclenchent la mort par
apoptose de la cellule cible. CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; LTc :
lymphocyte T cytotoxique ; TCR : récepteur des cellules T.

e Les lymphocytes Ta3 CD8+
Les lymphocytes Tap CD8+ expriment a leur surface un TCR spécifique d’un

complexe CMH de classe I-peptide. Une fois activés, ils se différencient en LTc capables
de reconnaitre les cellules infectées ou cancéreuses. Les LTc participent a la réponse
immunitaire adaptative en induisant la lyse des cellules infectées ou tumorales par
sécrétion de granules lytiques (perforine, granzyme) (Figure 4), en induisant la mort
cellulaire programmée avec le systeme Fas /FasL, et en sécrétant les cytokines pro-
inflammatoires IFNy, TNFB et TNFa (Andersen et al., 2006).

e Les lymphocytes Tyd

Egalement appelés lymphocytes T non conventionnels, les lymphocytes Tyd sont
fortement présents dans les tissus épithéliaux et reconnaissent des antigénes
indépendamment du CMH. lIs interviennent dans les réponses immunitaires innée et
adaptative via différents processus immunitaires (Fahl et al., 2014).

e Les lymphocytes NKT

Comme leur nom l'indique, les lymphocytes NKT présentent a la fois des
marqueurs des lymphocytes T et NK. La plupart d’entre eux reconnaissent des
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antigenes lipidiques et glycolipidiques présentés par la molécule CD1d. Activés, ils
sécrétent des cytokines immunorégulatrices, I'IFNy et I'lL-4, et agissent a la fois dans
les réponses immunitaires innée et adaptative (Godfrey et al., 2000).

Nous nous intéressons ici aux lymphocytes Tap CD4+ ou CD8+, qui seront appelés
lymphocytes T pour simplifier la lecture du texte.

1.2 Ontogenése des lymphocytes T

Le développement des lymphocytes T est un processus complexe qui se déroule
dans plusieurs compartiments. Les progéniteurs des lymphocytes T, appelés pro-
thymocytes, migrent de la moelle osseuse jusqu’au thymus ou ils se différencient en
lymphocytes T matures naifs. Ces lymphocytes T matures quittent ensuite le thymus
pour rejoindre la circulation sanguine. Chez 'homme, contrairement a la souris, la
thymopoiese (génération de lymphocytes T matures dans le thymus) débute dés le
stade feetal, puis diminue avec I'age, avec une réduction du tissu thymique qui est
remplacé par du tissu adipeux (Steinmann, 1986).

1.2.1 Passage des pro-thymocytes de la moelle osseuse au thymus

Les pro-thymocytes (ou progéniteurs) sont produits dans la moelle osseuse a partir
du CLP. Ils passent dans la circulation sanguine pour rejoindre le thymus, ou a lieu leur
différenciation en lymphocytes T matures. Le mécanisme et les acteurs moléculaires
controlant leur sortie de la moelle osseuse restent a ce jour inconnus. Chez le rat et le
poulet, il semblerait que les cellules épithéliales thymiques sécrétent une molécule
chimiotactique, la thymotaxine, pour attirer les pro-thymocytes jusqu’au thymus
(Imhof et al., 1988). Cependant, trés peu d’études se sont intéressées a ce signal.

Les pro-thymocytes rejoignent le thymus par le sang. lls y pénétrent au niveau de la
jonction cortico-médullaire par un processus d’extravasation composé de plusieurs
étapes. D’abord, le P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1) exprimé par les
progéniteurs s’attache a son ligand, la P-sélectine de la membrane des cellules
endothéliales, ralentissant ainsi le déplacement des progéniteurs dans le flux sanguin
(Scimone et al., 2006) (Figure 5 — (1)). Les cellules roulent le long de I'endothélium.
L'interaction PSGL-1/P-sélectine, ainsi que celle entre la chimiokine C-C motif
chemokine ligand (CCL) 25 et son récepteur C-C motif chemokine receptor (CCR) 9,
induisent I'activation des intégrines a4B1 et alPB2 des progéniteurs (Figure 5 — (2)).
Cela permet une adhésion forte avec les protéines vascular cell adhesion molecule
(VCAM) et intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) des cellules endothéliales, qui
stoppe totalement le mouvement migratoire des pro-thymocytes (Figure 5 — (3)). Les
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pro-thymocytes traversent alors I'endothélium des vaisseaux sanguins par diapédése
et entrent dans la zone cortico-médullaire du thymus (Figure 5 — (4)).

Progéniteur des lymphocytes T
CCR9

Sang

Cellule endothéliale

Thymus

Figure 5 : Migration transendothéliale des progéniteurs des lymphocytes T du sang
vers le thymus.

(1) Rolling : Linteraction entre le PSLG-1 des progéniteurs lymphocytes T et la P-
sélectine des cellules endothéliales ralentit le mouvement des progéniteurs dans le
sang. Les cellules roulent le long de I'endothélium. (2) Activation : La stimulation de
CCR9 par fixation de son ligand la chimiokine CCL25 induit I'activation des intégrines
a4Bl et alP2 des progéniteurs. (3) Adhésion forte : Les intégrines a4pfl et alP2
activées se fixent a VCAM et ICAM-1 respectivement. Ceci induit une adhésion forte
des progéniteurs a I'endothélium vasculaire, qui stoppe totalement le déplacement des
progéniteurs. (4) Diapédése : Les progéniteurs des lymphocytes T traversent
I’endothélium par diapédeése, de facon intracellulaire ou paracellulaire, et pénétrent
ainsi dans le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire. CCL25 : C-C motif
chemokine ligand 25 ; CCR9 : C-C motif chemokine receptor 9 ; ICAM-1 : intercellular
adhesion molecule 1 ; PSLG-1 : P-selectin glycoprotein ligand 1 ; VCAM : vascular cell
adhesion molecule.

(Adapté de Scimone et al., 2006)
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Figure 6 : Développement des lymphocytes T dans le thymus.

(1) Les progéniteurs des lymphocytes T entrent dans le thymus au niveau de la jonction
cortico-médullaire. (2) A leur entrée, ils sont au stade double-négatif (DN), c’est a dire
gu’ils n’expriment ni CD4, ni CD8. Tout en migrant vers la zone sous-capsulaire du
thymus, les progéniteurs passent par quatre stades DN a I'issus desquels ils acquierent
I'expression de CD4 et de CDS8. Ils sont alors au stade double-positif (DP). (3) Dans le
cortex, les thymocytes DP subissent une sélection positive : les thymocytes dont le TCR
ne reconnait pas le complexe CMH-peptide a la surface des cellules épithéliales
corticales sont éliminés par apoptose. Les thymocytes dont le TCR reconnait le CMH de
classe | perdent I'expression du CD4, et a I'inverse ceux dont le TCR reconnait le CMH
de classe Il perdent I'expression du CD8 : c’est le stade simple positif (SP). (4) Les
thymocytes SP passent ensuite dans la médulla ou ils subissent la sélection négative :
les thymocytes auto-réactifs, dont le TCR posséde une affinité trop forte pour une ou
plusieurs molécule(s) du soi, sont éliminée par apoptose. Les thymocytes restants
deviennent alors des lymphocytes T naifs matures, capables de reconnaitre une
molécule de CMH couplée a un antigene étranger mais incapable d’étre activés en
présence de molécules du soi. (5) Les lymphocytes T naifs matures migrent vers la
jonction cortico-médullaire du thymus d’ou ils rejoignent la circulation sanguine. CMH :
complexe majeur d’histocompatibilité.

(Adapté de Germain, 2002)
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1.2.2 Développement et maturation des lymphocytes T

A leur entrée dans le thymus, les pro-thymocytes sont a un stade dit double-négatif
(DN), c’est-a-dire qu’ils n’expriment ni CD4, ni CD8 a leur surface. Ils n’expriment pas
non plus de CD3 ni de TCR. Apreés leur entrée dans le thymus (Figure 6 — (1)), les pro-
thymocytes migrent de la zone cortico-médullaire vers la zone sous-capsulaire (Lind et
al., 2001) (Figure 6 —(2)). En méme temps, ils acquierent progressivement |'expression
d’un TCRaf ou y§, puis du CD4 et du CD8 : c’est le stade double-positif (DP) (Zuiiga-
Pflicker and Lenardo, 1996). On parle alors de thymocytes. Les TCR réarrangés sont
capables de reconnaitre une multitude d’antigénes, y compris des antigénes du soi.
Pour cette raison, il est nécessaire de mettre en place un processus de sélection des
thymocytes ne reconnaissant que les antigénes étrangers. Les cellules épithéliales
corticales ou médullaires, les macrophages et les cellules dendritiques (DC) que I'on
retrouve dans le thymus procurent un microenvironnement favorable a Ia
différenciation des thymocytes. Ces cellules interagissent avec les thymocytes pour
permettre les différentes étapes de sélection.

La sélection se fait au cours d’une migration des thymocytes du cortex a la médulla.
Dans le cortex a lieu la sélection positive (Benoist and Mathis, 1989) (Figure 6 — (3)) :
seuls les thymocytes dont le TCR reconnait avec une faible affinité les molécules de
CMH recgoivent un signal de survie (Marrack and Kappler, 1997). Dans ce contexte, les
thymocytes sélectionnés perdent I'expression du CD4 ou du CD8, en fonction de la
molécule de CMH reconnue par leur TCR. Ils sont alors au stade simple-positif (SP).

Enfin, la sélection négative a lieu dans la médulla (Figure 6 — (4)). Cette fois-ci,
les thymocytes reconnaissant avec une forte affinité des molécules du soi présentées
par les molécules de CMH sont éliminés, afin ne pas libérer de lymphocytes T auto-
réactifs dans la circulation sanguine (Page et al., 1996).

SOUS-POPULATION HOMME SOURIS
T naif CD45RA+ CD45R0O- CCR7+ CD62L+ Cd44- Cer7+ Cd62I+
Tem CD45RA- CD45RO+ CCR7+ CD62L+ Cd44+ Cer7+ Cd62l+
Tem CD45RA- CD45R0O+ CCR7- CD62L- Cd44+ Cer7- Cd62l-
CD45RA- CD45RO+ CD62L- CCR7-
Trm CD69+ CD103+/- Cd44+ Cd62l- Ccr7- Cd69+ Cd103+/-

Table 1: Marqueurs phénotypiques des sous-populations de lymphocytes T chez
I'homme et chez la souris.
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Les lymphocytes T matures quittent le thymus pour rejoindre le sang (Figure 6 —
(5)). Le mécanisme controélant cette sortie sera décrit par la suite. lls sont alors dans un
état dit naif, identifié par le phénotype CD45RA+ CD45RO- CCR7+ CD62L+ chez
I’'homme, et CD44- CCR7+ CD62L+ chez la souris (Table 1).

1.3 Activation et fonctions des lymphocytes T

Les lymphocytes T qui sortent du thymus sont a I'état naif, c’est-a-dire qu’ils n"ont
jamais rencontré |'antigene dont ils sont spécifiques. Pour pouvoir agir dans une
réponse immunitaire, ils doivent étre activés en recevant plusieurs signaux: la
reconnaissance d’un antigene étranger par le TCR, I'engagement d’un signal de co-
stimulation par une interaction récepteur-ligand, et la stimulation par des cytokines.
Cette activation a lieu dans des organes spécialisés, les organes lymphoides
secondaires (OLS), et est suivie par des étapes de différenciation et de prolifération
des lymphocytes T. En I'absence du signal co-stimulateur, les lymphocytes T qui
rencontrent leur antigéne spécifique entrent en anergie et ne peuvent plus étre
activés.

1.3.1 Activation des lymphocytes T naifs

En cas d’infection par un micro-organisme pathogéne, les cellules présentatrices
d’antigene (CPA), généralement des DC, phagocytent les antigénes étrangers en
périphérie (ou dans les OLS) et les dégradent en peptides qu’elles présentent sur leurs
CMH a leur arrivée dans les OLS. Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ présents dans I'OLS
scannent les complexes CMH-peptides avec leur TCR. Si I'un d’eux reconnait I'antigéne,
son complexe TCR se retrouve engagé avec le complexe CMH de type ll-peptide de la
CPA (Figure 7). C'est le premier signal d’activation. L’interaction est stabilisée par
plusieurs molécules de surface dont le co-récepteur CD4 ou CDS8. Elle est suivie par la
liaison de la molécule de co-stimulation CD28 du lymphocyte T avec les protéines B7.1
(CD80) ou B7.2 (CD86) exprimées par la CPA. C’'est le deuxiéme signal d’activation, qui
induit la sécrétion d’IL-2 par le lymphocyte T (Schwarz, 1992). Un troisieme signal est
requis pour la polarisation des lymphocytes T activés, c’est un signal cytokinique. Celui-
ci dépend du type de lymphocyte T nécessaire pour orienter la réponse immunitaire
spécifique. Ainsi, un signal composé des cytokines IL-12 et IFNy est nécessaire pour
générer des lymphocytes Thl, IL-4 et IL-33 pour des lymphocytes Th2, IL-4 et TGFB
pour des lymphocytes Th9, TGFB et IL-6 pour des lymphocytes Th17, IL-6 et tumor
necrosis factor (TNF) a pour des lymphocytes Th22, TGFB pour des lymphocytes Treg,
IL-6 et IL-21 pour des lymphocytes Tfh (Jiang and Dong, 2013), et enfin IL-12 et IFNo/B
pour des LTc (Curtsinger et al., 1999, 2005). Ces trois signaux induisent I'activation des
lymphocytes T naifs, déclenchant leur prolifération et leur différenciation en
lymphocytes T effecteurs. En plus de la CPA, I'activation des lymphocytes T CD8+
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nécessite l'intervention des lymphocytes T CD4+. Ces derniers, une fois activés,
expriment a leur surface le CD40 ligand (CD40L). En se fixant a son récepteur, le CD40
de la CPA, il conditionne cette derniére (« licensing ») qui devient capable d’activer les
lymphocytes T CD8+ (Bennett et al., 1998).

|z| Lymphocyte T Lymphocyte T

CD4+ naif CD4+ activé

Signal 3
Cytokines

cD4

TCR

Signal 1

Antigéne

CMH de classe Il

Signal 3
IL-12

IFN-OL/Bf—\

CD8

Cellule

dendritique CMH de classe |

Signal 2

Lymphocyte T
CD8+ naif

Figure 7 : Activation des lymphocytes T.

(A) L’activation des lymphocytes T CD4+ naifs a lieu dans les OLS et nécessite trois
signaux. Le signal 1 est produit par la reconnaissance par le TCR du complexe CMH de
classe ll-antigene dont il est spécifique, présenté par la CPA. L’interaction entre les
deux complexes protéiques est stabilisée par le CD4 du lymphocyte T. Le signal 2 est
induit par l'interaction entre CD28 et CD80 ou CD86. La polarisation par des cytokines
constitue le signal 3. En cas d’absence d’un de ces trois signaux, le lymphocyte T
devient anergique, c’est-a-dire incapable d’étre activé. Ceci permet d’éviter I'activation
de lymphocytes T auto-réactifs lorsqu’ils rencontrent la molécule du soi dont ils sont
spécifiques lors de leur circulation dans I|'organisme. (B) Une fois activés, les
lymphocytes T CD4+ expriment a leur surface la molécule CD40L, qui se fixe au CD40 de
la CPA. Celle-ci est alors conditionnée (c’est le « licensing ») pour activer les
lymphocytes T CD8+. Le signal 1 est produit par linteraction entre le TCR et le
complexe CMH de classe I-antigéne. Le signal 2 est I'interaction entre CD28 et CD80 ou
CD86. Le signal 3 est induit par les cytokines IL-12 et IFN-a/B. Comme pour les
lymphocytes T CD4+, I'absence du signal de co-stimulation rend le lymphocyte T
anergique. CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; CPA : cellule présentatrice
d’antigene ; IFN : interféron ; IL : interleukine ; OLS : organe lymphoide secondaire ;
TCR : récepteur des cellules T.
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1.3.2 Génération de cellules mémoires

L’activation des lymphocytes T naifs induit un processus de prolifération (phase

d’expansion clonale) et de différenciation ayant lieu dans les OLS. Cette étape génére

un grand nombre de lymphocytes T effecteurs qui sortent ensuite des OLS pour

rejoindre les zones d’inflammation. A I'issue de cette réponse dite primaire, la majorité

des lymphocytes T meurt (phase de contraction) et 5 a 20% d’entre eux persistent a

long terme sous la forme de lymphocytes T mémoires (Kaech and Wherry, 2007)

(Figure 8). Ces derniers peuvent étre réactivés de facon facilitée s’ils rencontrent une

nouvelle fois I'antigéne dont ils sont spécifiques : c’est la réponse secondaire.

Lymphocytes T naifs

Y-&

Lymphocytes T effecteurs

L +
mémoire (Tgy,)

Lymphocytes T mémoire

+++
centraux (Tey)

Réponse Résolution Homéostasie
immunitaire

Figure 8 : Génération des lymphocytes T mémoires.

Prolifération

Capacités

effectrices

+++

+

Lors de I'infection par un pathogene, les lymphocytes T naifs rencontrent pour la premiére

fois I'antigene dont ils sont spécifiques. lls sont activés, proliferent et se différencient en

lymphocytes T effecteurs qui se rendent sur le site de I'inflammation. C’est la réponse

immunitaire primaire. Apres résolution de I'inflammation, certains lymphocytes T activés

persistent dans I'organisme en tant que lymphocytes T mémoires. Ces derniers ont une

longue durée de vie et des capacités prolifératives et effectrices spécifiques. En cas de ré-

infection par le méme pathogene, ils peuvent étre activés méme en I'absence d’un des trois

signaux d’activation, ce qui permet une réponse immunitaire adaptative rapide et efficace.

C’est la réponse adaptative secondaire.
(Adapté de Obar and Lefrancgois, 2010)

On distingue deux sous-populations principales de lymphocytes T mémoire :

les

lymphocytes T effecteurs mémoires (Tgy) CD45RA- CD45R0O+ CCR7- CD62L-, et les
lymphocytes T mémoires centraux (Tcv) CD45RA- CD45RO+ CCR7+ CD62L+ (Sallusto et
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al.,, 1999, 2004) (Table 1). Ces deux sous-populations ont des réles complémentaires
lors des réponses dites secondaires, les lymphocytes Tew ayant de faibles capacités
effectrices immédiates mais de fortes capacités prolifératives, tandis que les
lymphocytes Tew présentent des propriétés inverses (Sallusto et al., 1999, 2004). Chez
la souris, les lymphocytes Tem sont identifiés comme étant Cd44+ Ccr7- Cd62I- tandis
que les lymphocytes Tey sont Cd44+ Ccr7+ Cd62l+ (Table 1).

Plus récemment, une troisieme sous-population de lymphocytes T mémoires a été
identifiée : les T mémoires résidents (Trm). Comme les lymphocytes Tey, ils sont CD62L-
CCR7-, mais sont également CD69+ CD103+/- (Table 1) (Schenkel and Masopust, 2014).
Les lymphocytes Trum résident exclusivement dans les tissus sans recirculer en
périphérie. lls permettent une réponse immunitaire rapide au niveau des interfaces et
des muqueuses, et dans les tissus non-lymphoides. Le processus exact de génération
des lymphocytes Trm n’est pas encore bien compris, mais certaines études tendent a
montrer que ce seraient des lymphocytes T effecteurs qui, aprés s’étre rendus dans le
tissu infecté, perdraient leur capacité a en sortir et deviendraient ainsi tissu-résidents
(Hofmann and Pircher, 2011; Masopust et al., 2010).

L’activation des lymphocytes T lors de la réponse immunitaire a lieu dans les OLS.
Cela implique que les lymphocytes T naifs doivent, aprés leur maturation dans le
thymus, rejoindre les OLS, puis en sortir pour se rendre sur le site de I'infection. Cette
circulation est orchestrée par plusieurs cytokines et molécules chimiotactiques, dont le
S1P, qui joue un role essentiel dans la sortie des lymphocytes T des OLS.
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Il - Le systeme S1P/S1PR, mécanisme clé dans la migration des
lymphocytes T

Les lymphocytes T circulent continuellement entre le sang et les organes
lymphoides pour identifier et éliminer d’éventuels pathogenes. Cette migration a lieu
tout au long de leur vie: d’abord, les lymphocytes T naifs sortent du thymus et
patrouillent dans I'organisme (Figure 9). lls se rendent d’OLS en OLS via la circulation
sanguine pour scanner les antigenes présentés par les CPA. Cette étape nécessite leur
déplacement a l'intérieur des OLS pour rejoindre des zones spécifiques. Si leur TCR
reconnait un complexe CMH-peptide, ils sont activés, proliferent, et se différencient en
lymphocytes T effecteurs, qui migrent a nouveau dans le sang pour rejoindre le site
infecté. Ensuite, les lymphocytes T mémaoires persistent et continuent de patrouiller
dans I'organisme. Cette circulation permanente entre les différents compartiments de
I'organisme requiere un contréle strict par différentes molécules chimiotactiques : les
chimiokines et le S1P.

Organes lymphoides
secondaires

Moelle osseuse

Site enflammé

Figure 9 : Trajet des lymphocytes T dans I’organisme.

Au cours de leur vie, la plupart des lymphocytes T se déplacent en permanence dans
I'organisme. Les cellules progénitrices des lymphocytes T sont produites dans la moelle
osseuse. Elles rejoignent le thymus ou elles se différencient en lymphocytes T naifs. Les
lymphocytes T naifs gagnent la circulation sanguine et circulent continuellement entre
le sang et les organes lymphoides secondaire (OLS), ou ils scannent les complexes
CMH-peptide a la surface des cellules présentatrices d’antigene (CPA). S’ils rencontrent
I'antigéne dont leur TCR est spécifique, ils sont activés, proliferent et se différencient
en lymphocytes T effecteurs. Ces derniers quittent ensuite les OLS via le sang pour
rejoindre le site d’inflammation. Une fois I'inflammation résolue, les lymphocytes T
mémoires qui persistent dans I'organisme continuent de circuler entre le sang, les
tissus et les OLS.
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2.1 Contréle de la migration des lymphocytes T par les chimiokines

La migration des lymphocytes T entre sang ou lymphe et OLS n’est pas un
processus passif. Elle est orchestrée par une famille de récepteurs dits
« chimiotactiques » en coordination avec des molécules d’adhésion. Les récepteurs
chimiotactiques les plus connus sont les récepteurs aux chimiokines. Les chimiokines
sont des protéines de petite taille (8 a 12 kDa), présentant une structure
tridimentionnelle conservée comprenant trois feuillets plissés B, une hélice a C-
terminale, et des ponts disulfures entre des résidus cystéine (Clore and Gronenborn,
1995) (Figure 10). Elles sont sécrétées dans le milieu extracellulaire mais sont
fréquemment liées a des protéoglycanes ou a des molécules de la matrice (Allen et al.,
2007). Leurs récepteurs sont généralement des récepteurs couplés a des protéines G
(RCPG), qui controlent les mouvements cellulaires.

40s-loop

Figure 10 : Structure moléculaire des chimiokines : exemple de CCL19.

La structure tridimentionnelle de CCL19 correspond a la structure canonique des
chimiokines, avec une boucle N-terminale flexible, trois feuillets B paralléles (en vert),
une hélice a C-terminale (en orange), et des ponts disulfures entre des résidus cystéine
(en jaune).

(Veldkamp et al., 2015)

Les RCPG sont des protéines a sept domaines transmembranaires localisées a la
membrane plasmique des cellules (Weis and Kobilka, 2014). Leurs domaines
extracellulaires reconnaissent un ou plusieurs ligands spécifiques, qui activent le
récepteur en s’y fixant. La partie intracellulaire des RCPG est couplée a une protéine G
composée de trois sous-unités (Figure 11A — (1)). A I'état inactif, la sous-unité a est
associée a du guanosine diphosphate (GDP). La fixation du ligand induit un
changement de conformation qui permet de remplacer le GDP par du guanosine
triphosphate (GTP) et ainsi activer la protéine G (Figure 11A — (2). La sous-unité a se
dissocie alors des deux autres (Figure 11A — (3)) pour aller activer un effecteur
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membranaire et la voie de signalisation sous-jacente (Figure 11A — (4)). Il existe
plusieurs types de sous-unités a, ce qui permet aux RCPG de stimuler de nombreuses
voies de signalisation différentes.

E @ ‘g @ ® ®

Effecteur

~ =» Voie de signalisation

Protéasome

Figure 11 : Activation et régulation des RCPG.

(A) Activation des RCPG. (1) Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont des
récepteurs a sept domaines transmembranaires. La partie intracellulaire des RCPG est
couplée avec une protéine G trimérique composée des sous-unités a, B et y. A I'état
inactif, la sous-unité a est associée avec du GDP. (2) La fixation du ligand sur le
domaine extracellulaire du RCPG induit un changement conformationnel de la sous-
unité a. Le GTP est remplacé par du GTP. (3) La sous-unité a se dissocie des sous-unités
B et y. (4) La sous-unité a active un effecteur membranaire, ce qui induit une voie de
signalisation intracellulaire. (B) Régulation des RCPG. (1) Lors d’une stimulation
prolongée ou répétée du récepteur par son ligand, le domaine intracellulaire du
récepteur peut étre phosphorylé par une GRK. (2) La phosphorylation permet le
recrutement des B-arrestines qui, en se fixant au récepteur, désensibilisent ce dernier
en induisant son découplage de la protéine G trimérique. (3) Dans certains cas, le
récepteur peut ensuite étre internalisé. Le pH acide des endosomes dissocie le
récepteur et son ligand. (4) Le récepteur est ensuite recyclé a la membrane, (5) ou
dégradé par le protéasome. GDP : guanosine diphosphate ; GTP : guanosine
triphosphate ; GRK : G-protein coupled receptor kinase.
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Récepteur Ligand Expression Fonction(s) Références
CCL3, CCL5,
CCL7, CCL13, S . L D
CCR1 CcL14, coLis, Thl Migration vers les voies respiratoires lors de I'asthme Schaller et al, 2008
CCL23
CCR2 CCL2 Treg Migration vers les tumeurs Loyher et al, 2016
T CD4+ de la peau Migration vers la peau Agace, 2006
Th2 Migration vers les voies respiratoires lors de I'asthme Syrbe & Hamann, 1999
R4 L17 L22 a .
¢ Gtz @ Th17 Migration vers les tissus enflammés Acosta-Rodriguez et al, 2007
Treg Lee et al, 2005
CCL3, CCL4, . . . .
! T CD8+ naifs Favorise la rencontre avec les DC dans les ganglions Castellino et al, 2006
CCL5, CCL8, . . . .
CCR5 Thl Migration vers les tissus enflammés Syrbe & Hamann, 1999
CeLLL, celid, Certains Tre, Yurchenko et al, 2006
ccLi6 8 '
CCR6 CCL20 Th17 Migration vers les tissus enflammés Hirota et al, 2007
T naifs Migration vers les ganglions a I’lhoméostasie von Andrian & Mempel, 2003
CCR7 CCL19, CCL21 Tem Migration vers les ganglions a ’homéostasie Scimone et al, 2004
Certains Treg Lim et al, 2004
Th2 Migration vers la peau Syrbe & Hamann, 1999
CCR8 CcCL1 Treg Migration vers les sites d’inflammation allergique Lee et al, 2007
Ty de la peau Ebert et al, 2006
CCR9 CCL25 T CD4+ et CD8+ des intestins Migration vers la lamina propria et les GALT Agace, 2006
CCR10 CCL27 T CD4+ et CD8+ de la peau Migration vers la peau Agace, 2006
CXCR1 CCL6, CCL8 LTc Migration vers les tissus enflammés Hess et al, 2004
Thl Migration vers les tissus enflammés Syrbe & Hamann, 1999
LTc Migration vers les ganglions et tissus enflammés Guarda et al, 2007
CXCR3 CCL9-CCL11 Th17 Migration vers les tissus enflammés Acosta-Rodriguez et al, 2007
NKT Migration vers les tissus enflammés Thomas et al, 2003
Certains Treg Muller et al, 2007
CXCR4 CcCL12 Tem Migration vers les ganglions a I’lhoméostasie Scimone et al, 2004
CXCRS ccLi3 Tfh Migration vers la limite les centres germinatifs K{ng et al, 2008
Certains Treg Lim et al, 2004
CXCR6 CXCL16 NKT Migration vers les tissus Germanov et al, 2008

Table 2 : Récepteurs a chimiokines pour lesquels a été identifiée une fonction dans la

migration des lymphocytes T.
(Adapté de Bromley et al., 2008; Griffith et al., 2014)

Les récepteurs aux chimiokines interviennent dans la migration cellulaire,
I'inflammation, la prolifération, I'angiogenése ou encore I'hématopoiese. Nombre
d’entre eux ont été identifiés comme étant impliqués dans la migration des
lymphocytes T (Table 2), en particulier CCR7 ou CXCR4 (Masopust and Schenkel, 2013).
CCR7 est un RCPG exprimé par les lymphocytes T naifs, Tcy et Treg (Forster et al.,
2008; Sallusto et al., 1999). Il est essentiel au passage des lymphocytes T du sang vers
les ganglions lymphatiques. CCL19 et CCL21, les ligands de CCR7, sont des chimiokines
dites
homéostatiques, c’est-a-dire qu’elles sont exprimées constitutivement, en opposition

prédominantes dans l'immunité adaptative. Ce sont des chimiokines
avec les chimiokines induites lors d’une inflammation (Zlotnik and Yoshie, 2012). Elles
sont produites majoritairement par les cellules stromales des organes lymphoides, et
également, pour CCL21, par les cellules endothéliales des tissus (Comerford et al.,
2013). CCL19 et CCL21 interagissent avec CCR7 avec plus ou moins la méme affinité
(Yoshida et al., 1998). Elles induisent des voies de signalisation similaires mais pas

totalement redondantes (Hauser and Legler, 2016; Sanchez-Sanchez et al., 2006). Par
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exemple, CCL19 recrute plus fortement les B-arrestines, provoquant plus facilement
I'internalisation de CCR7. En activant les protéines de la famille G, et Gi3/13, CCL19 et
CCL21 peuvent stimuler la prolifération via les mitogen-activated protein kinases
(MAPK), la survie par la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT, ou encore la
migration grace a Racl et/ou la voie RHO/Rho-associated protein kinase (ROCK)
(Figure 12). Grace a cette signalisation, CCR7 est fortement impliqué dans la migration
des lymphocytes T. En particulier, il controle leur entrée dans les ganglions (Forster et
al., 1999; Gunn et al., 1999) ainsi que leur rétention (Pham et al., 2008). Ccl19 et Ccl21
régulent la vitesse de migration des lymphocytes T dans la zone T (Asperti-Boursin et
al., 2007; Okada and Cyster, 2007; Worbs et al., 2007).

CCL19 CCL21
MAL ccry
Uy

O

1T\

! ,
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- a

Prolifération  Survie Migration

Figure 12 : Voies de signalisation activées par la fixation de CCL19 et CCL21 sur leur
récepteur CCR7.

En se fixant sur leur récepteur CCR7, CCL19 et CCL21 peuvent activer les protéines Gj/o
ou Gjy/13, induisant ainsi différentes voies de signalisation. MAPK : mitogen-activated
protein kinases ; PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase ; ROCK : Rho-associated protein
kinase

2.2 Le Sphingosine-1-Phosphate (S1P)

Le S1P est un lysophospholipide produit lors du métabolisme des sphingolipides
(Figure 13). Il est synthétisé dans le cytoplasme des cellules et peut étre sécrété dans
le milieu extracellulaire, ol il joue un rble de signalisation dans divers processus
cellulaires, tels que I'angiogeneése, la survie et la prolifération cellulaires, I'adhérence,
ou encore la migration. Il est également impligué dans certaines conditions
physiopathologiques, comme l'inflammation, le cancer, ou les maladies autoimmunes,
cardiovasculaires et dégénératives. Le S1P est donc une molécule clé dans le systeme
immunitaire. En particulier, il joue un role crucial dans la circulation des lymphocytes T

39



dans I'organisme, car il est essentiel a leur sortie des OLS. La modification des niveaux
de S1P dans les différents organes impacte considérablement le nombre de
lymphocytes T dans le sang. De ce fait, il est important de comprendre quel est ce
lipide et comment il interagit avec ses récepteurs.

NH,*

HO O
Y o \ (CH3)1,CH3
P
0Z N
OH OH
Figure 13 : Molécule de S1P
Le sphingosine-1-phosphate (S1P) est un phosphosphingolipide. C’'est une molécule de

sphingosine a laquelle est attaché un groupement phosphate en position 1.
(O’Sullivan and Dev, 2013)

2.2.1 Synthese intracellulaire du S1P

Le S1P est produit par tous les types cellulaires au cours du métabolisme des
sphingolipides. Sa synthese est un processus complexe qui prend place dans différents
compartiments et qui nécessite 'activité de nombreuses enzymes. Le métabolisme des
sphingolipides débute avec une synthese de novo de céramide et prend fin avec la
dégradation définitive du S1P.

Le S1P a pour précurseur la sphingosine. Cette derniére est synthétisée a partir de
la dégradation de la céramide par les céramidases, qui sont des enzymes ubiquitaires.
La céramide est produite de novo par la serine palmytoil transferase, ou par hydrolyse
de la sphingomyéline par la sphingomyelinase (Kitatani et al., 2008). Cinq céramidases
ont été identifiées, en fonction de leur localisation cellulaire et du pH optimal a leur
activité (Ferlinz et al., 2001; Mao et al., 2001; Tani et al., 2003; Xu et al., 2006). Ainsi, la
céramide peut étre hydrolysée en sphingosine dans les lysosomes, I'appareil de Golgi,
le réticulum endoplasmique (RE), ou encore a la membrane plasmique, en fonction de
la céramidase impliquée (Figure 14).
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Figure 14 : Synthése intracellulaire du S1P.

La synthése intracellulaire du S1P prend place dans différents compartiments
cellulaires et implique de nombreux acteurs protéiques. La céramide est générée de
novo dans le réticulum endoplasmique (RE) et l'appareil de Golgi, ou lors du
catabolisme des sphingolipides et des sphingomyélines a la membrane plasmique et
dans les lysosomes. La synthése de la céramide est suivie de sa dégradation en
sphingosine par les céramidases. Ces derniéres existent en plusieurs isoformes
spécifiques de certains organites. La sphingosine est phosphorylée en S1P par les
SPHK1/2. La SPHK1 agit principalement a la membrane plasmique tandis que la SPHK2
prédomine dans le RE. Une fois synthétisé, le S1P est exporté dans le milieu
extracellulaire par des transporteurs comme le sphingolipid transporter 2 (SPNS2), il
est alors pris en charge par les HDL et I'albumine. Il peut également étre dégradé, de
facon réversible par déphosphorylation en sphingosine par la SGPP, ou de fagon
irréversible en phosphoethanolamine et en hexadecenal par la S1P-lyase. Le S1P du
milieu extracellulaire peut étre capté par les LPP de la membrane plasmique, qui le
déphosphorylent en sphingosine. Celle-ci peut ensuite étre rephosphorylée en S1P
intracellulaire par la SPHK1. Cer : ceramide ; CerS : ceramide synthase ; CoA : coenzyme
A ; Ethanolamine-P : phospoethanolamine ; GSL : glycosphingolipides ; HDL : high
density lipoprotein ; LPP : lipid phosphatase ; S1P : sphingosine-1-phosphate ; Ser :
sérine ; SGPP : S1P phosphatase ; SM : sphingomyéline ; SMase : sphingomyélinase ;
Sph : sphingosine ; SPHK : sphingosine-kinase.

(Adapté de Olivera et al., 2013)

La phosphorylation dépendante de I’ATP de la sphingosine par la sphingosine kinase
(SPHK) donne le S1P (Figure 14). Il existe deux isoformes de SPHK. La SPHK1, présente
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dans le cytoplasme et au niveau de la membrane plasmique (Delon et al., 2004; Jarman
et al., 2010), synthétiserait le S1P sécrété dans les fluides circulants. En effet, les souris
Sphkl'/' présentent une forte diminution du S1P dans le sérum (Allende et al., 2004).
On n’y observe pas de différence de S1P dans les tissus, ou la concentration est déja

faible chez les souris Sphk1**

. La SPHK2, localisée dans plusieurs compartiments
cellulaires dont le cytoplasme, le noyau et le RE (lgarashi et al., 2003; Maceyka et al.,
2005), participerait plutét au maintien des niveaux de S1P dans les tissus lymphoides.
Le S1P capté depuis le sang est déphosphorylé puis rephosphorylé par la Sphk2 afin
d’étre redistribué dans les tissus (Sensken et al., 2010). Bien que les activités des Sphk1l
et 2 semblent distinctes, elles ont un réle au moins partiellement redondant, car seul

le double knock-out (KO) est |étal (Mizugishi et al., 2005).

Le niveau de S1P intracellulaire est contr6lé a la fois par sa synthése et sa
dégradation. Il peut étre dégradé par deux voies différentes. La premiere est sa
déphosphorylation réversible en sphingosine par les S1P phosphatases (SGPP) dans le
RE (Le Stunff et al., 2002; Ogawa et al., 2003) (Figure 14). Deux SGPP ont été
identifiées : la SGPP1, ubiquitaire, et la SGPP2, exprimée dans le cceur, les reins et les
intestins (Johnson et al.,, 2003; Ogawa et al., 2003). Le S1P peut également étre
déphosphorylé a la membrane par les lipid phosphate phosphatases (LPP) 1, 2 et 3
(Long et al.,, 2008) (Figure 14). Ces phosphatases sont localisées a la membrane
plasmique avec leur site actif a I'extérieur de la cellule, prétes a agir sur les lipides qui
entrent dans la cellule ou sur ceux qui sont sécrétés. La deuxieme voie est sa
dégradation irréversible en phosphoethanolamine et en hexadecenal par la S1P-lyase
(Van Veldhoven and Mannaerts, 2000) (Figure 14). La S1P-lyase se localise dans le RE
et est presque ubiquitaire, bien qu’on ne la retrouve pas dans les plaquettes ni les
érythrocytes (lkeda et al., 2004; Ito et al., 2007; Van Veldhoven et al., 2000; Yatomi et
al., 1997a).

Le S1P synthétisé est généralement transporté a la membrane pour étre sécrété
dans le milieu extracellulaire (Figure 14). Son rbéle en tant que molécule de
signalisation extracellulaire est largement étudié. On en sait un peu moins sur son
éventuelle action intracellulaire. Pourtant, le S1P présente des caractéristiques de
second messager intracellulaire (Olivera et al., 2013; Spiegel et al., 1996). Par exemple,
la surexpression de la SPHK1, qui meéne a une augmentation de la production de S1P
intracellulaire, est associée a une inhibition de I'apoptose induite par la céramide, par
le TNFa, ou encore par la molécule FAS (Olivera et al., 1999). Ainsi, la balance entre les
niveaux de céramide, qui induit 'apoptose, et de S1P, qui stimule la survie, pourrait
influencer la viabilité cellulaire suite a différents stimuli. La microinjection de S1P dans
des fibroblastes augmente la synthése d’ADN (Van Brocklyn et al., 1998) et stimule le
relargage de calcium intracellulaire (Meyer zu Heringdorf et al., 1998), suggérant un
role du S1P intracellulaire dans la prolifération et la signalisation dépendante du
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calcium. Cependant, ces études sont a prendre avec précaution, car elles ont été
réalisées in vitro en contrélant le relargage de S1P dans le cytoplasme ; et on ne sait
pas du tout si ces événements ont lieu in vivo.

2.2.2 Sécrétion du S1P dans le milieu extracellulaire

Le role du S1P en tant que molécule de signalisation extracellulaire est mieux
documenté. Apres sa synthese, le S1P peut étre sécrété dans le milieu environnant. On
le retrouve a des concentrations variables dans les tissus, dans le sang et dans la
lymphe. Puisque le S1P est une molécule lipophile, il ne peut pas circuler librement
dans le sang et la lymphe et a besoin d’un transporteur pour étre solubilisé. Deux tiers
du S1P du plasma sont portés par les lipoprotéines de haute densité (HDL), fixés a
I'apolipoprotéine M, et le reste est transporté par I'albumine et d’autres lipoprotéines
(Christoffersen et al.,, 2011; Murata et al., 2000). Le transporteur dans les tissus
interstitiels n’a pas encore été identifié. La prise en charge du S1P par les HDL ou
I'albumine ne semble pas affecter son interaction avec ses ligands : la méme quantité
de S1P, seul ou dans le plasma, stimule de la méme facon le relargage du calcium
médié par S1PR1 (Bode et al., 2010).

Une expérience intéressante a révélé que le S1P du plasma et de la lymphe avait
une origine différente (Pappu et al., 2007). Le double-KO Sphkl'/' Spth'/' est létal au
stade embryonnaire, mais il est possible d’utiliser un KO inductible afin d’induire la
double-déficience chez la souris adulte. Des souris Sphk-KO générées de cette maniére
(ne produisant donc pas de S1P) ont été irradiées afin de reconstituer leur moelle
osseuse avec des cellules hématopoiétiques Sphk1™”* Sphk2**. Ce transfert adoptif
génere la restauration des niveaux de S1P dans le sang, mais pas dans la lymphe,
suggérant que, a l'inverse de la lymphe, le S1P du sang est sécrété par des cellules
hématopoiétiques. Dans I'expérience inverse, ol des souris Sphk1** Sphk2** irradiées
ont regu des cellules de moelle osseuse Sphk-KO, la lymphe conserve une
concentration en S1P similaire a celle des souris contréles, tandis que le S1P du sang
diminue de 10% sans disparaitre totalement. Ceci suggére que le plasma a également
une source non-hématopoiétique de S1P. Les niveaux de S1P dans la lymphe et le sang
sont donc maintenus par des sources différentes, principalement hématopoiétique
mais aussi non-hématopoiétique pour le sang, et non-hématopoiétique, résistante aux
radiations, pour la lymphe.

a) Origine du S1P dans le sang

Dans le plasma, le S1IP a une demi-vie inférieure a 15 min, ce qui suggére un
renouvellement rapide avec une source de sécrétion efficace (Venkataraman et al.,
2008).
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Figure 15 : Principales sources de S1P dans le sang.

Le S1P dans le sang est pris en charge par des transporteurs, les high density
lipoproteins (HDL) ou I'albumine. (1) Les érythrocytes constituent la principale source
de sphingosine-1-phosphate (S1P) du sang. lls sont capables de générer de la
sphingosine (Sph) ou de [limporter depuis le milieu extracellulaire, de la
phosphophoryler en S1P puis de la relarguer dans leur environnement. lls peuvent
aussi importer et stocker le S1P du plasma. Les érythrocytes ne possedent pas les
enzymes de dégradation du S1P. (2) Les cellules endothéliales sont la deuxieme source
la plus importante de S1P. Elles peuvent importer le S1P du sang, le déphosphoryler en
Sph par les lipide-phosphate phosphatases (LPP), puis le rephosphoryler en S1P grace a
la sphingosine-kinase 2 (SPHK2). Les cellules endothéliales peuvent également générer
de la Sph a partir de céramide (Cer), puis la phosphoryler en S1P grace a la SPHK1. Le
S1P ainsi généré est soit dégradé en éthanolamine-P et hexadecenal par la S1P-lyase,
soit exporté dans le sang. (3) Les plaquettes non-activées constituent un stock
important de S1P, mais ne participent pas a la maintenance des niveaux de S1P
extracellulaire. En revanche, une fois activées, elles sécrétent du S1P dans le plasma
selon un mécanisme encore peu compris. Le relargage du S1P pourrait étre réalisé par
I’exocytose de granules, ou par un transporteur protéique a la membrane des
plaquettes.

(Adapté de Olivera et al., 2013)

e Les érythrocytes

Au cours de leur étude, R. Pappu et ses collegues ont identifié les érythrocytes
comme une source importante de production de S1P (Pappu et al., 2007). Les globules
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rouges présentent une forte activité SPHK (Yang et al., 1999) mais pas d’activité de
dégradation du S1P (Ito et al., 2007), ce qui en fait un gros réservoir de S1P
intracellulaire. En fait, au moins 50% du S1P du sang est stocké dans les érythrocytes
(Ito et al., 2007). Uinjection de globules rouges Sphk1** Sphk2** dans des souris Sphk-
KO, de fagon a représenter 20% des érythrocytes circulants, induit une augmentation
du S1P dans le sang, mais pas dans la lymphe (Pappu et al., 2007). De plus, les patients
anémiques présentent une diminution de la concentration en S1P plasmatique (Bode
et al., 2010). Les érythrocytes représentent donc a la fois un réservoir majeur et une
source de sécrétion de S1P dans le sang.

Les érythrocytes humains peuvent capter la sphingosine extracellulaire et la
phosphoryler pour en faire du S1P (Ito et al., 2007; Yang et al., 1999) (Figure 15 — (1)).
Cela a été montré in vitro en incubant des érythrocytes avec de la sphingosine. Dans
les cing premieres minutes, celle-ci disparait du milieu extracellulaire alors que sa
concentration augmente dans le cytosol. En méme temps, le S1P intracellulaire
augmente, atteint un pic de concentration, puis diminue tandis que le S1P
extracellulaire augmente. Les érythrocytes importent donc la sphingosine exogene, la
convertissent en S1P puis la relarguent dans le milieu extracellulaire, en 30 a 90 min,
sans stimulus extérieur. Les érythrocytes sont également capables d’absorber le S1P
du milieu (Hanel et al., 2007) (Figure 15 — (1)). La balance absorption/relargage de S1P
est régulée in vivo.

Par quel mécanisme les érythrocytes relarguent-ils le S1P dans leur
environnement ? Une premiere étude a souligné I'absence de relargage de S1P dans
un milieu sans plasma ou sans sérum (Hanel et al., 2007), et plus précisément sans
albumine ou HDL (Bode et al., 2010). Le 1,4-dithioerythritol (DTE), un inhibiteur de la
scramblase, diminue le relargage dans le milieu extérieur. A I'inverse, son enhancer N-
ethylmaleimide (NEM) augmente le relargage. La scramblase est une protéine
membranaire capable de transloquer les phospholipides entre les deux feuillets de la
bicouche lipidique de la membrane cellulaire. Ainsi, la translocation du S1P par la
scramblase sur la couche externe de la membrane plasmique est essentielle au
relargage du S1P par les érythrocytes. D’ailleurs, une analyse par microscopie
confocale révele que le S1P des globules rouges est principalement localisé a la
membrane plasmique. On obtient ainsi un modeéle dans lequel le S1P, transloqué a la
membrane des érythrocytes, se fixe aux transporteurs du plasma qui le solubilisent
dans le sang (Bode et al., 2010) (Figure 16A). Une étude suggére que le transporteur
ATP-binding cassette Al (Abcal) pourrait également participer au relargage du S1P
dans le sang chez le rat (Kobayashi et al., 2009), bien que d’apres un autre article
I'inhibition des transporteurs ABC par la vanadate, un analogue du phosphate, n’aurait
pas d’effet sur le relargage chez la souris (Bode et al., 2010). Les globules rouges
semblent aussi capables d’échanger du S1P de cellule a cellule in vitro. En I'absence
d’albumine et de HDL, le S1P-FITC passe rapidement des érythrocytes marqués aux
érythrocytes non-marqués ou aux cellules HUVEC, une lignée de cellules endothéliales.
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Les érythrocytes pourraient étre capables de fournir du S1P aux cellules endothéliales
avec lesquelles ils entrent en contact.

Scramblase

Erythrocyte Cellule endothéliale |

Figure 16 : Mécanismes d’export du S1P

Les mécanismes de sécrétion du S1P dans le milieu extracellulaire different en fonction
des types cellulaires. Deux d’entre eux ont été identifiés. (A) Dans les érythrocytes, le
S1P est transloqué par la scramblase de la face interne a la face externe de la
membrane plasmique, ou il est pris en charge par les HDL pour étre transporté dans le
plasma. (B) Dans les cellules endothéliales, le S1P est libéré dans le sang par SPNS2, un
transporteur membranaire. HDL : high density lipoprotein ; S1P : sphingosine-1-
phosphate ; SPNS2 : sphingolipid transporter 2.

(Adapté de Thuy et al., 2014)

o Les cellules endothéliales

Les expérimentations sur souris Sphk-KO mettent en évidence I'existence d’une
source de S1P non-hématopoiétique pour le plasma, identifiée comme étant
I’endothélium vasculaire (Fukuhara et al., 2012; Pappu et al., 2007; Venkataraman et
al., 2008). Les cellules endothéliales présentent un fort métabolisme des
sphingolipides avec une activité élevée des SPHK1/2 et de la S1P-lyase (Venkataraman
et al., 2008). In vitro, les cellules hépatiques primaires sécrétent peu de S1P, alors que
les lignées endothéliales en sécrétent beaucoup. Or, dans des souris Sphk-KO,
I'induction adénovirale de la Sphkl par les cellules du foie (hépatiques et
endothéliales) est suffisante pour restaurer en partie le S1P du sang. Ceci suggere que
les cellules endothéliales hépatiques sont impliquées dans le maintien des niveaux de
S1P plasmatique. In vitro, les forces de cisaillement auxquelles sont soumises les
cellules endothéliales stimulent leur synthese et leur sécrétion de S1P, qui sont
accompagnées d’une diminution de I’ARNm des enzymes de dégradation. Ainsi, on a
une augmentation du S1P intracellulaire suivi de son relargage dans le milieu
extracellulaire (Venkataraman et al., 2008).
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La sécrétion du S1P par les cellules endothéliales met en jeu un mécanisme
différent des érythrocytes. Le sphingolipid transporter 2 (SPNS2) transporte le S1P hors
des cellules (Hisano et al., 2011). Les souris Spns2-KO n’ont qu’une diminution partielle
des niveaux de S1P plasmatique (de 54% a aucune diminution observée en fonction
des études) (Fukuhara et al.,, 2012; Mendoza et al., 2012). Les érythrocytes SpnsZ'/'
relarguent normalement leur S1P dans le milieu, et le niveau de S1P du plasma n’est
pas restauré par une greffe de moelle osseuse SpnsZJ'/+ (Fukuhara et al., 2012). Les
cellules hématopoiétiques qui contribuent aux niveaux de S1P du sang n’utilisent donc
pas Spns2. En revanche, les cellules endothéliales vasculaires sécrétent le S1P in vitro
de facon dépendante de Spns2. De ce fait, les cellules endothéliales participent
probablement au maintien du niveau de S1P du plasma, en sécrétant ce dernier par le
transporteur Spns2 (Figure 16B).

Les cellules endothéliales, comme d’autres types cellulaires, sont capables de
capter le S1P de I'environnement. Celui-ci est immédiatement déphosphorylé par les
LPP, puis phosphorylé par la SPHK2, et enfin dégradé par la S1P-lyase (Sensken et al.,
2010) (Figure 15 — (2)). On aurait ainsi un role distinct des SPHK1 et SPHK2 dans les
cellules endothéliales, avec la SPHK1 responsable de la synthese du S1P destiné a étre
libéré dans le milieu extracellulaire, et la SPHK2 participant a la dégradation du S1P
exogene (Figure 15 —(2)).

e Les plaquettes

Comme les érythrocytes, les plaquettes, méme non-activées, ont une forte activité
SPHK mais pas de dégradation du S1P par la S1P-lyase, ce qui en fait un stock
conséquent de S1P intracellulaire (Ito et al., 2007; Yatomi et al., 1997a). Elles peuvent
importer la sphingosine du milieu et la phosphoryler rapidement en S1P (Tani et al.,
2005; Yatomi et al., 1997a, 1997b) (Figure 15 — (3)). Cependant, a 'homéostasie, les
plaguettes ne semblent pas participer a la mise en place du niveau de S1P
plasmatique. En effet, dans les souris Nf—e2'/', déficientes en plaquettes, et dans les
souris dont les plaquettes ont été éliminées avec un anticorps dirigé contre une
glycoprotéine des plaquettes, la glycoprotéine Ib (Gpib), la concentration en S1P du
plasma reste normale (Pappu et al., 2007; Venkataraman et al., 2008). De fait,
contrairement aux érythrocytes qui libérent du S1P en continu, les plaquettes ont
besoin d’étre activées pour sécréter du S1P. Leur stimulation par la thrombine d’une
facon dépendante de la protéine-kinase C (Pkc) induit le relargage de S1P dans le
milieu extracellulaire (Kobayashi et al., 2006; Yatomi et al., 1995). Le mécanisme mis
en jeu n'est pas clairement défini. Une possibilité serait lintervention d’un
transporteur ABC, suivie de la prise en charge par I'albumine ou les HDL (Kobayashi et
al., 2006) (Figure 15 — (3)). Une autre serait I'exocytose de granules contenant du S1P
lors de l'activation des plaquettes (Jonnalagadda et al., 2014) (Figure 15 — (3)).
Finalement, les plaguettes ne constituent pas une source importante de S1P dans le
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sang a I’"homéostasie. Cependant, 'ensemble de ces données suggére qu’en condition
inflammatoire, les plaquettes pourraient augmenter la concentration de S1P dans le
sang suite a certains stimuli. L'impact exact de cette fonction sur le systeme
immunitaire n’est pas encore clair.

e Autres sources

D’autres cellules hématopoiétiques ont été identifiées comme sources potentielles
de S1P extracellulaire. Par exemple, comme les érythrocytes, les neutrophiles et les
lymphocytes peuvent internaliser la sphingosine du milieu, la phosphoryler, et libérer
le S1P ainsi produit dans le milieu extracellulaire, sans stimulus extérieur (Yang et al.,
1999). L'activation des mastocytes par stimulation du récepteur aux IgE (FceRl) active
la SPHK et méne par conséquent a la synthese et la sécrétion de S1P (Jolly et al., 2004).
Cependant, il n’a pas été démontré que ces cellules participaient a 'homéostasie des
niveaux de S1P du sang.

\ —

) e (1
LPPs SPHK2

\ S1P-lyase
SPHKI/ Ethanolamine-P
— Sph + hexadecenal

er -
Ceramidase

B ®

Cellules endothéliales

Figure 17 : Origine du S1P dans la lymphe.

Le sphingosine-1-phosphate (S1P) de la Ilymphe est généré par les cellules
endothéliales. Ces derniéres sont capables de capter le S1P de la lymphe, le
déphosphoryler en sphingosine (Sph) avec les lipide-phosphate phosphatases (LPP),
puis le rephosphoryler en S1P grace a la sphingosine-kinase 2 (SPHK2). Les cellules
endothéliales peuvent également générer de la sphingosine (Sph) a partir de céramide
(Cer), puis la phosphoryler en S1P grace a la SPHK1. Le S1P ainsi généré est soit
dégradé en éthanolamine-P et hexadecenal par la S1P-lyase, soit exporté dans la
lymphe, ou il est pris en charge par un transporteur comme les high density
lipoproteins (HDL) ou I'albumine.

(Adapté de Olivera et al., 2013)
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b) Origine du S1P dans la lymphe

L'expérience de Pappu et al a montré 'origine non-hématopoiétique du S1P de la
lymphe (Pappu et al., 2007). Les cellules endothéliales lymphatiques constituent cette
source (Figure 17). Dans des souris Sphk2, I’expression de la Sphk1 a été supprimée des
cellules endothéliales lymphatiques par un systeme Cre-Lox. En conséquence, le S1P
disparait de la lymphe (Pham et al., 2010). On peut également observer une forte
diminution du S1P de la lymphe dans les souris Spns2-KO (Mendoza et al., 2012),
indiquant que les cellules endothéliales lymphatiques sécrétent le S1P dans la lymphe
via le transporteur Spns2 (Figure 16B).

c) Origine du S1P dans les tissus

o Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales constituent une barriere physique entre des
compartiments avec différentes concentrations de S1P. Elles sont de ce fait placées
idéalement pour controler les échanges de S1P entre les fluides et les tissus, et réguler
le faible niveau de S1P tissulaire. Effectivement, le S1P dans les tissus est apporté en
majorité par les cellules endothéliales. Celles-ci, comme nous I'avons vu
précédemment, incorporent le S1P de I’environnement. Ce dernier est déphosphorylé
par les LPP, puis re-phosphorylé par la SPHK2. Il est ensuite dégradé par la S1P-lyase
pour diminuer la quantité de S1P. Le S1P restant est sécrété dans les tissus et les
fluides (Sensken et al., 2010) (Figure 18 — (1)). Le relargage de S1P se ferait de facon
dépendante de Spns2, comme pour le S1P du sang (Fukuhara et al., 2012). Une
hypothése suggere que I'export du S1P vers la face abluminale des vaisseaux sanguins
permettrait de diriger les lymphocytes T vers le sang.

e Les péricytes du thymus

Les péricytes sont des cellules enroulées autour de I’'endothélium des capillaires.
Zachariah et Cyster ont montré qu’une délétion en Sphk dans les péricytes du thymus
engendrait une diminution locale du niveau de S1P, associée a une rétention des
lymphocytes T matures dans le thymus (Zachariah and Cyster, 2010). Les péricytes
seraient responsables du maintien d’un niveau plus élevé de S1P a proximité des
vaisseaux sanguins par rapport au reste du parenchyme thymique (Figure 18 — (2)), ce
qui guiderait les lymphocytes T matures vers la circulation. Cette étude n’a été réalisée
gue dans le thymus et on ne sait pas si c’est le cas dans les autres organes lymphoides.
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Figure 18 : Principales sources de S1P dans les tissus.

(1) Les cellules endothéliales sont capables de capter le S1P du milieu extracellulaire
(sang, lymphe, tissu), le déphosphoryler en sphingosine (Sph) avec les lipide-phosphate
phosphatases (LPP), puis le rephosphoryler en S1P grace a la sphingosine-kinase 2
(SPHK2). Les cellules endothéliales peuvent également générer de la sphingosine (Sph)
a partir de céramide (Cer), puis la phosphoryler en S1P grace a la SPHK1. Le S1P ainsi
généré est alors dégradé en éthanolamine-P et hexadecenal par la S1P-lyase. Une
faible quantité du S1P restant est sécrétée dans les tissus. (2) Dans le thymus, les
péricytes participeraient au maintien d’un niveau plus élevé de S1P a proximité des
vaisseaux sanguins par rapport au reste du parenchyme. lls synthétisent du S1P au
niveau intracellulaire et le sécretent dans le tissu.

(Adapté de Olivera et al., 2013)

2.2.3 Création et maintien du gradient de concentration

La quantification du S1P dans les différents compartiments de I'organisme
présente un défi de taille. Contrairement aux protéines, il n’est pas envisageable
d’utiliser un reporter fluorescent exprimé en méme temps que le lipide, puisque ce
dernier n’est pas synthétisé a partir d’'une séquence codante d’ADN. De plus, le S1P est
présent a la fois au niveau intra et extracellulaire, ce qui nécessite de différencier les
deux origines possibles du S1P lors de la mesure. Au cours de ces derniéres années,
différents outils de mesure directe et indirecte ont été développés pour tenter de
palier a ce probleme. Certaines équipes ont d’abord décidé de mesurer la quantité de
S1P extrait des tissus en le déphosphorylant puis rephosphorylant in vitro, afin
d’incorporer un phosphate radioactif (Edsall and Spiegel, 1999). Cette technique pose
un probleme car elle ne mesure pas le S1P endogéne. Des protocoles de
chromatographie en phase liquide avec spectrométrie de masse en tandem (LC-
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MS/MS) ont également été développés (Lee et al., 2007; Wang et al., 2019).
Récemment, le couplage avec une micro-dissection laser a méme permis de préciser la
distribution spatiale du S1P dans des sections de rate et de cerveau (Wang et al.,
2019). Cette méthode reste difficilement accessible du fait du codt, de I'expertise et du
matériel requis. D’autres équipes ont préféré se tourner vers des méthodes indirectes
basées sur une propriété de S1PR1, qui est internalisé quand il entre en contact avec
son ligand (Liu et al., 1999). Ainsi, des cellules ayant une forte expression de S1PR1 a
leur surface refletent un environnement pauvre en S1P, et inversement. Un autre
probleme se pose a ce niveau : celui de la mesure de S1IPR1. Comme nous le verrons
par la suite, SIPR1 est un récepteur de surface a sept domaines transmembranaires
(Hanson et al., 2012). L’épitope extracellulaire étant peu accessible, il est difficile de
générer des anticorps ciblant ce récepteur et la plupart de ceux présents dans le
commerce ne sont pas fonctionnels. Des méthodes de détection alternatives existent.
Ramos-Perez et al. utilisent des cellules exprimant a la fois la molécule reporter S1prl-
GFP et un autre Slprl mutant non internalisable, couplé a la RFP pour pouvoir
rationaliser les mesures de GFP (Ramos-Perez et al., 2015).

Le S1P est faiblement exprimé dans les tissus parenchymateux (de I'ordre du
nanomolaire chez la souris) (Schwab et al., 2005) (Table 3). A I'inverse, il est présent a
forte concentration dans la lymphe (environ 100 nM chez la souris) et dans le plasma
du sang (200-400 nM chez I'homme et jusqu’a 1 uM chez la souris) (Murata et al.,
2000; Pappu et al., 2007; Schwab et al., 2005; Yatomi et al., 1997a). Il existe donc un
gradient de concentration de S1P entre les tissus et les fluides de I'organisme, qui
comme nous le verrons dans la partie 3 est essentiel a la migration des lymphocytes T.

La distribution du S1P semble aussi finement régulée au sein des tissus. Par
exemple, dans les ganglions, la concentration en S1P serait plus forte dans la médulla
que dans la zone T (Fang et al., 2017), et faible dans les follicules B (Green et al., 2011).
Ce gradient de concentration est contrélé par Spns2 (Fang et al., 2017). Dans le
cerveau, les niveaux de S1P varient entre les différentes sections de tissu (Wang et al.,
2019). Dans la rate, deux études donnent des résultats opposés. L'une propose par LC-
MS/MS que la concentration en S1P serait élevée dans la pulpe rouge et faible dans la
pulpe blanche (Wang et al., 2019), alors que l'autre, utilisant un géne rapporteur
S1prl-GFP, suggére l'inverse (Ramos-Perez et al., 2015). Ce dernier résultat serait
surprenant, étant donné que la pulpe rouge est tres vascularisée, et souleve la
question de la validité des différentes technologies mises au point pour quantifier la
distribution du S1P dans I'organisme. Dans le premier cas, il n’est pas certain que le
S1P mesuré soit uniguement extracellulaire. Dans le deuxieme cas, la méthode de
mesure est indirecte et peut facilement donner lieu a des biais. Dans tous les cas, une
variation locale de la concentration en S1P permettrait de contréler le positionnement
des cellules dans les tissus.
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Les niveaux élevés de S1P dans le sang et la lymphe sont régulés par I'activité de la
Sphk1, qui génére du S1P prét a étre externalisé (Allende et al., 2004; Pham et al.,
2010) (Table 3). Dans les tissus, la concentration faible de S1P est maintenue par
I’élimination de celui-ci du milieu extracellulaire. Plusieurs enzymes de dégradation du
S1P entrent en jeu, au niveau intracellulaire avec les Sgpp et la S1P-lyase, et au niveau
extracellulaire avec les Lpp (Table 3). Comme nous l'avons vu en 3.1.1, le S1P
intracellulaire peut étre déphosphorylé ou dégradé par les SGPP et la S1P-lyase
respectivement (Le Stunff et al., 2002; Ogawa et al., 2003). L'inhibition de la S1P-lyase
par le 4-deoxypyridoxine (DOP) méene a une augmentation de la concentration de S1P
dans les tissus (Schwab et al., 2005; Sensken et al., 2010), ce qui montre que son
activité est essentielle au maintien des faibles niveaux de S1P dans les parenchymes.
Les concentrations en S1P du thymus et de la rate sont augmentées dans les souris
déficientes en Lpp3 (Bréart et al., 2011; Ramos-Perez et al., 2015). L'expression de
I'enzyme par les cellules endothéliales et épithéliales du thymus est nécessaire pour
maintenir des niveaux faibles de S1P. In vitro, plusieurs types cellulaires (cellules
hépatiques de rat, reins embryonnaires humains, lymphomes B, lymphomes T) sont
capables de capter le S1P du milieu, le déphosphoryler a la membrane, puis
I'internaliser. Si on inhibe les protéines phosphatases avec du sodium orthovanadate,
le S1P n’est plus extrait du milieu (Peest et al., 2008). L’élimination du S1P des tissus
pourrait donc potentiellement étre réalisée par différentes cellules présentes dans
I’environnement.

Enzymes impliquées dans le maintien de la

COMPARTIMENT Niveaux de S1P .
concentration
Sang Trés élevés (200-1000 nM) SphK = synthése du S1P
Lymphe Elevés (100 nM) SphK = synthése du S1P
Tissus Faibles (quelques nM) SGPP, LPP, S1P-lyase > dégradation du S1P

Table 3 : Enzymes impliquées dans le maintien des gradients de concentration de
S1P.

2.3 Les récepteurs au S1P, acteurs de la migration lymphocytaire

Le S1P peut se lier de fagon autocrine et paracrine a cinq récepteurs membranaires
(S1PR1-5). Les génes codant pour les S1PR appartiennent a la famille des endothelial
differentiation genes (EDG), composée de huit RCPG qui fixent des phospholipides
spécifiques (Chun et al., 2002). Parmi les EDG, on distingue deux sous-groupes. Le
premier contient les S1PR : EDG1 (S1PR1), EDG5 (S1PR2), EDG3 (S1PR3), EDG6 (S1PR4)
et EDG8 (S1PR5) (Figure 19). Le deuxieme sous-groupe comprend trois récepteurs a
I'acide lysophosphatidique (LPA).
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Figure 19 : Phylogénie des S1PR.
(Sanchez and Hla, 2004)

Les S1PR sont exprimés par de nombreux types cellulaires et impliqués dans divers
processus tels que la migration, la survie, la différenciation, I'angiogenése, le
développement cardiovasculaire ou encore I'immunité. Nous nous intéresserons ici au
role de ces récepteurs dans la migration des lymphocytes T. Nous verrons que S1PR1,
S1PR3 et S1PR5 induisent la migration des lymphocytes en interagissant avec les
protéines de la famille G;, ce qui permet 'activation de RAC1 et la réorganisation du
cytosquelette d’actine. A l'inverse, S1PR2 semble plutdt inhiber la migration en
interagissant avec les protéines de la famille G;,/13 qui activent la voie de la GTP-ase
RHO. Enfin, le role de S1PR4 dans la migration est assez controversé et les données
actuelles ne permettent pas de conclure de fagon claire a ce sujet.

SEQUENCE TAILLE DE LA
RECEPTEUR CHROMOSOME CODANTE (pb) PROTEINE (aa) Ko = AFFINITE PHENOTYPE
. . . AU S1P (nM1) KO MURIN
Homme | Souris Homme Souris Homme Souris
S1PR1 1 3 1149 1149 382 382 8-20 Létal
Crises d’épilepsie entre 3
S1PR2 19 9 1162 1159 353 352 16-27 et 7 semaines dans 40%
des cas
Pas de phénotype
S1PR3 9 13 1137 1137 378 378 23-26 . .
particulier reporté
S1PR4 19 10 1155 1161 384 386 12-63 Pas de phénotype

particulier reporté
Diminution du nombre de
S1PR5 19 9 1197 1203 398 400 2-6 lymphocytes NK et de
monocytes Ly6c- circulants

Table 4 : Caractéristiques moléculaires des S1PR.

2.3.1 S1PR1 (EDG-1/CD363/D1S3362/ECGF1)

S1PR1 est le premier récepteur au S1P identifié et le mieux caractérisé a ce jour.
Son gene est localisé sur le chromosome 1 humain et le chromosome 3 murin (Table
4). 1l a une forte affinité pour le S1P, Kp = 8-20 nM (Kon et al., 1999; Lee et al., 1998;
Sato et al.,, 2000). La caractérisation de sa structure tridimensionnelle a permis de
visualiser la fixation des ligands sur le récepteur (Hanson et al., 2012) (Figure 20).
Comme tous les RCPG, S1PR1 posseéde un domaine extracellulaire constitué de trois
boucles et de la queue N-terminale. Cette derniere est repliée au sommet du
récepteur et contribue aux interactions avec le ligand. En méme temps, elle forme un
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couvercle hélicoidal qui limite I'accés a la poche de liaison. Les boucles extracellulaires,
resserrées contre I’hélice N-terminale, limitent encore plus l'accés. Le ligand doit
entrer latéralement dans la région transmembranaire du récepteur, en passant a
travers la bicouche lipidique de la membrane plasmique. S1IPR1 est exprimé dans de
nombreux tissus (Ishii et al., 2001; Liu and Hla, 1997) et participe a diverses fonctions
biologiques comme la différenciation cellulaire, la survie, I'angiogeneése, I'inflammation
ou la migration. Le KO murin pour S1prl étant létal (Liu et al., 2000), d’autres solutions
ont d( étre mises en place pour étudier le réle de S1prl in vivo: KO conditionnel,
souris hétérozygotes Slpr1+/', ou transfert adoptif de cellules Slprl'/'.

Vue du haut Vue de profil

N-terminal Helix

Figure 20 : Structure 3D de S1PR1.

S1PR1 est un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) avec sept domaines
transmembranaires. Sa queue N-terminale extracellulaire est repliée en un couvercle
hélicoidal qui limite I'acces a la poche de liaison. Cette derniere est également
masquée par les boucles extracellulaires assez resserrées. Le ligand doit entrer
latéralement dans la région transmembranaire du récepteur, en passant a travers la
bicouche lipidique de la membrane plasmique.

(Hanson et al., 2012)

Le role de S1PR1 dans la migration des cellules immunitaires a été beaucoup étudié.
On sait ainsi qu’il induit par exemple la migration des macrophages (Weichand et al.,
2013), des DC (Rathinasamy et al., 2010), des neutrophiles (Finley et al., 2013) ou
encore des éosinophiles (Sugita et al., 2010). De plus, S1IPR1 est essentiel a la
circulation des lymphocytes T dans |'organisme. Il joue un role critique dans leur sortie
du thymus et des OLS (Matloubian et al., 2004). La diminution de son expression est
nécessaire pour permettre leur entrée dans les OLS (Arnon et al., 2011), leur rétention
dans les ganglions aprés activation (Matloubian et al., 2004) et le positionnement des
Tfth au niveau des follicules B (Weber et al.,, 2015). Il semble également que la
régulation négative de Slprl par Cd69 dans les lymphocytes Trym permette leur
résidence dans les tissus (Mackay et al., 2015). Pour réaliser son activité, S1IPR1
interagit uniquement avec les protéines G possédant une sous-unité Ga; (Windh et al.,
1999) (Figure 21). Il peut ainsi stimuler les MAPK qui ménent a 'activation de RAC1 et
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a la migration. Il peut aussi activer la phospholipase C (PLC) pour la mobilisation du
calcium, diminuer l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire, et
stimuler la voie PI3K/AKT (Lee et al., 1996; Morales-Ruiz et al., 2001; Okamoto et al.,
1998).

2.3.2 S1PR2 (EDG-5/CTD-2369P2.2/GPCR13/DFNB68/H218/LPB2)

S1PR2 est localisé sur le chromosome 19 chez ’'homme et 9 chez la souris (Table 4).
Il fixe le S1P avec une affinité Kp = 16-27 nM (van Brocklyn et al., 1999; Kon et al.,
1999; Sato et al.,, 2000). De par son expression ubiquitaire (Ishii et al., 2001;
MaclLennan et al., 1994), il est impliqué dans de nombreux processus comme la
perméabilité des endothéliums, le métabolisme, ou encore les fonctions musculaires
(Adada et al., 2013). Les souris déficientes pour Slpr2 présentent un phénotype
d’apparence normale a la naissance. Cependant, on observe jusqu’a 40% de mortalité
entre les semaines 3 et 7 due a des crises d’épilepsie (Du et al., 2010; MacLennan et
al., 2001; Moriyama et al.,, 2014). En effet, S1pr2 joue un role essentiel dans le
développement de I'excitabilité neuronale (MacLennan et al., 2001). Une mutation
dans la séquence du géne entraine la surdité chez 'lhomme et chez la souris (Kono et
al.,, 2007; Santos-Cortez et al., 2016). SIPR2 a donc une fonction importante dans le
développement neuronal. En revanche, aucune étude parue ne s’est intéressée a la
distribution des lymphocytes dans les souris S1pr2-KO.

Pourtant, SIPR2 est un récepteur intéressant car contrairement a S1PR1, il inhibe la
migration lymphocytaire. On retrouve plusieurs exemples dans la littérature : in vivo, la
surexpression de S1pr2 bloque les lymphocytes T dans les ganglions (Laidlaw et al.,
2019). S1pr2 retient les lymphocytes Tfh et B dans les centres germinatifs des
ganglions (Green et al.,, 2011; Moriyama et al., 2014; Muppidi et al., 2014) et les
lymphocytes Tyd Ccr6+ dans le derme (Laidlaw et al., 2019). On suppose méme que le
récepteur a un réle antagoniste a S1PR1, en se couplant aux protéines de la famille
Gi2/13 qui activent la voie RHO/ROCK et inhibent la protéine RAC activée par S1PR1
(Sugimoto et al., 2003; Takashima et al., 2008) (Figure 21). La protéine RHO induit la
mise en place de fibres de stress et d’adhésions focales (Nobes and Hall, 1999; del
Pozo et al., 1999). ’activation de la sous-unité Ga;s pourrait se faire de fagon ligand-
indépendante, méme si elle est augmentée en présence de S1P (Windh et al., 1999).
Dans les lymphocytes B, la transduction de SIPR2 dans une lignée qui migre en
réponse au S1P grace a S1PR1 suffit a inhiber cette migration (Sic et al., 2014), mais
I’'antagonisme fonctionnel entre S1IPR1 et S1PR2 dans la migration des lymphocytes T
reste a démontrer. A I'inverse de la voie RHO/ROCK, S1PR2 peut aussi recruter la sous-
unité Ga; et activer RAC1 (Lepley et al., 2005; Windh et al., 1999) (Figure 21). Enfin, il
peut se coupler avec la sous-unité Gag pour stimuler la voie du relargage de calcium
intracellulaire (Kon et al., 1999) (Figure 21).
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Figure 21 : Voies de signalisation induites par les S1PR.

Le S1P posséde cinqg récepteurs. Ces derniers sont couplés a différentes protéines G et
peuvent de ce fait activer diverses voies de signalisation intracellulaires.

(Adapté de Brinkmann, 2007)

2.3.3 S1PR3 (EDG-3/LPB3)

Identifié en 1996, S1PR3 fixe le S1P avec une affinité Kp = 23-26 nM (van Brocklyn et
al., 1999; Kon et al.,, 1999). Il est localisé sur le chromosome 9 humain, et le
chromosome 13 murin (Table 4). Son expression est ubiquitaire et particulierement
élevée dans les tissus cardiaques (Ishii et al., 2001; Yamaguchi et al., 1996). S1PR3
régule de nombreuses fonctions cellulaires, comme la migration, la survie, la
prolifération ou encore |'angiogenése (An et al., 2000; Brinkmann, 2007). La souris
Slpr3'/' est viable et fertile avec un développement normal, et ne présente pas de
phénotype particulier : S1pr3 n’est pas essentiel au développement embryonnaire
(Ishii et al., 2001).

S1PR3 agit dans la migration de plusieurs types de cellules immunitaires et peut
activer la voie de signalisation RHO en se couplant avec une protéine trimérique de la
famille Gi,/13, ou la voie MAPK/ERK en recrutant la sous-unité Ga; (An et al., 2000;
Windh et al., 1999) (Figure 21). Les DC matures murines expriment des niveaux élevés
d’ARNm et migrent en réponse au S1P grace a S1pr3 (Maeda et al., 2007). S1pr3 induit
également la migration des macrophages de souris in vitro (Keul et al., 2011). In vivo,
dans un modeéle murin d’athérosclérose, S1pr3 est responsable du recrutement des
macrophages et des monocytes sur les sites de lésion. Des chimeres générées par
greffe de moelle osseuse ont montré que le récepteur agissait a la fois dans les
macrophages et les monocytes, en les faisant migrer, et au niveau des cellules non-
hématopoiétiques, pour induire le recrutement. S1pr3 est aussi impliqué dans la
mobilité des leucocytes, et en particulier des lymphocytes B. Chez la souris, les
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lymphocytes B immatures non-autoréactifs de la moelle osseuse migrent en réponse
au S1P d’une facon dépendante de S1pr3 in vitro (Donovan et al., 2010). De plus, S1pr3
est nécessaire au positionnement des lymphocytes B transitionnels dans les sinusoides
de la moelle osseuse, mais pas a leur sortie. De méme, la migration in vitro des
lymphocytes B de la rate et des ganglions dépend de S1pr3 (Girkontaite et al., 2004;
Sinha et al., 2009), mais les lymphocytes B Slpr3'/' transitent normalement dans les
ganglions, ce qui montre que ce récepteur n’est pas indispensable a leur sortie
(Nussbaum et al., 2015). Par microscopie intravitale, on peut voir que lors d’un
traumatisme musculaire, S1pr3 est essentiel au roulement des leucocytes le long de
I’endothélium musculaire (Nussbaum et al., 2015). Plus précisément, le récepteur
induit la mobilisation de la P-sélectine nécessaire au rolling, en se couplant a une
protéine G possédant une sous-unité Gag, qui active la Plcp et le relargage de calcium
intracellulaire (Ancellin and Hla, 1999) (Figure 21). S1pr3 n’est pas impliqué dans la
circulation des lymphocytes T et NK.

2.3.4 S1PR4 (EDG-6/LPC1/SLP4)

En 2000, le S1P a été identifié pour la premiére fois comme ligand du S1PR4 avec
une affinité Kp = 12-63 nM (Van Brocklyn et al., 2000; Yamazaki et al., 2000). S1PR4 est
le moins connu des S1PR. Il est localisé sur le chromosome 19 chez ’lhomme, et le 10
chez la souris (Table 4). Dans les deux espéces, I'expression de S1PR4 est restreinte aux
poumons et aux tissus lymphoides et hématopoiétiques (Graler et al., 1998). Cette
localisation a rapidement amené I'hypothése que le récepteur jouerait un roéle
important dans le systéme immunitaire.

La fonction de S1PR4 n’est pas encore bien comprise. In vitro, SIPR4 inhibe la
prolifération des lymphocytes T stimulés avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28
(Wang et al.,, 2005). Ce récepteur semble aussi impliqué dans la régulation de la
sécrétion d’IL-4 et d’'IL-10 (Wang et al., 2005). La stimulation de S1PR4 par le S1P in
vitro induit la mobilisation du calcium intracellulaire (Yamazaki et al., 2000), et stimule
la voie MAPK/ERK via le recrutement d’une protéine trimérique G associée a la sous-
unité Ga; (Long et al., 2010; Van Brocklyn et al., 2000) (Figure 21). S1pr4 est également
capable d’activer la voie Rho/Rock en aval de la sous-unité Gaj,/13 (Gréler et al., 2003;
Matsuyuki et al., 2006) (Figure 21), induisant un réarrangement du cytosquelette dans
les cellules CHO. Cette voie de signalisation suggére un réle dans la mobilité cellulaire.
Pourtant, le role potentiel de S1IPR4 dans la migration des cellules immunitaires reste
controversé. Dans une premiere étude, deux lignées T murines transduites pour
exprimer S1prd ne migrent pas en réponse au S1P (Wang et al., 2005). Cependant, les
lignées utilisées ici n’expriment aucun des Slpr a |’état basal, et on ne peut donc pas
étre slr que ces cellules possédent la machinerie cellulaire fonctionnelle pour induire
une réponse migratoire au S1P. Dans une autre étude, les auteurs détectent dans ces
mémes lignées I'expression forte et constitutive de S1pr4, et une expression plus faible
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de Slprl (Matsuyuki et al., 2006). Cette fois-ci, les cellules migrent en réponse au S1P,
de facon dépendante de Slprd. De méme, la transfection de la lignée CHO avec S1pr4
induit leur migration en réponse au S1P (Kohno et al., 2003). Néanmoins, ce sont des
cellules ovariennes de hamster qui ne sont donc pas forcément représentatives du
comportement d’une cellule lymphoide. Enfin, la surexpression de S1PR4 dans des
Jurkat augmente leur migration spontanée, mais celle-ci n’est pas augmentée en
présence de S1P (Graler et al., 2003). In vivo, une équipe suggére que |'expression de
Slprd par les lymphocytes T est essentielle a leur passage vers la lymphe afférente
(Xiong et al., 2019). Pourtant, les souris Slpr4'/' n’ont aucun défaut de distribution
lymphocytaire (Schulze et al., 2011). Par contre, les lymphocytes T Slpr4'/' Cd4+ et

Cd8+ migrent plus en réponse au S1P que les lymphocytes Slpr4+/+

, indiquant plutot
un role inhibiteur du récepteur. S1prd semble d’ailleurs impliqué dans la rétention des
neutrophiles (Allende et al., 2011). En conclusion, les données disponibles a ce jour ne
sont pas suffisamment claires pour déterminer le réle de S1PR4 dans la migration des
cellules immunitaires, en particulier des lymphocytes T. Une étude propose que Slprd
formerait des hétérodimeres avec Slprl, mais cela n’a pas été vérifié in vivo
(Matsuyuki et al., 2006). De plus, in vitro, SIPR4 seul n’induit pas la migration des
lymphocytes B au S1P mais diminue leur migration médiée par S1PR1 (Sic et al., 2014).
Ceci pourrait expliquer que I'on ne parvienne pas a identifier I'impact de S1PR4 dans la

migration lorsqu’il est exprimé individuellement par les cellules.
2.3.5 S1PR5 (EDG-8/LPB4/SPPR-1/SPPR-2/NRG-1)

S1PR5 est le récepteur au S1P le plus récemment caractérisé. Localisé sur le
chromosome 19 humain et 9 murin, il a une tres forte affinité pourle SIP: Kp =2 -6
nM (Im et al., 2000a; Malek et al., 2001) (Table 4). Il est fortement exprimé dans le
cerveau (Glickman et al.,, 1999; Im et al., 2000a), plus précisément dans les
oligodendrocytes et les cellules endothéliales, ou il participe a la formation et la
quiescence de la barriere hémato-encéphalique (van Doorn et al., 2012; Jaillard et al.,
2005). Son ARNm est également retrouvé dans la rate et dans les cellules immunitaires
circulantes (Im et al.,, 2001), en particulier les lymphocytes NK. S1IPR5 est impliqué
dans la répression de la prolifération (Malek et al., 2001) et le controle de la mitose
(Andrieu et al., 2017), mais aussi dans la migration cellulaire.

S1PR5 est essentiel a la migration des lymphocytes NK. Dans les souris déficientes
pour S1pr5, on observe une altération de la distribution des lymphocytes NK, c’est-a-
dire une diminution de leur pourcentage dans le sang, la rate et les poumons, et une
augmentation dans la moelle osseuse et les ganglions, par rapport aux souris Slpr5+/+
(Walzer et al., 2007). La migration des lymphocytes NK Slpr5'/' murins en réponse au
S1P est altérée ex vivo et in vivo. De plus, les lymphocytes NK humains traités avec
I’'antagoniste de S1PR5 BI0O-027223 ne migrent plus ex vivo (Drouillard et al., 2018a).

+/+

Dans les souris S1pr5”77, les lymphocytes NK Slpr5'/' injectés sont bloqués dans les
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ganglions et la moelle osseuse (Jenne et al., 2009a; Walzer et al., 2007). S1pr5 est donc
essentiel a la sortie des lymphocytes NK des OLS. De plus, dans les souris Sphk-KO
(déficientes en S1P), les lymphocytes NK sont également bloqués dans la moelle
osseuse, et leur nombre est diminué dans la lymphe et la rate (Jenne et al., 2009a). Ils
ont donc besoin de I'engagement de S1pr5 médié par le S1P pour sortir. S1pr5 est
aussi requis pour le recrutement des lymphocytes NK sur les sites d’inflammation
(Walzer et al., 2007) et pour leur positionnement dans les ganglions (Fang et al., 2017).
Contrairement a la sortie des lymphocytes T des OLS médiée par Slprl, la sortie des
lymphocytes NK des OLS et OLP est résistante au FTY720, un agoniste a effet inhibiteur
de quatre des cing S1PR (Graler and Goetzl, 2004), ce qui signifie que S1pr5 n’est pas
impacté de la méme facon par I'agoniste et agit par des mécanismes différents de
Slprl (Mayol et al., 2011). Il est possible que cette différence soit a l'origine de
I'utilisation préférentielle de Slprl par les lymphocytes T et de Slpr5 par les
lymphocytes NK. S1lpr5 est également impliqué dans la migration des monocytes
circulants Ly6c-, qui expriment des niveaux élevés de S1pr5 (Debien et al., 2013). Les
souris S1pr5-KO présentent un nombre normal de monocytes Ly6c- dans la moelle
osseuse mais une diminution de leur nombre en périphérie (sang et OLS). En
particulier, les monocytes Ly6c- sont absents des sinusoides de la MO. S1pr5 n’est pas
responsable de leur viabilité in vitro, et leur migration ne dépend pas du gradient de
S1P. S1pr5 est donc responsable de la migration des monocytes Ly6c- du parenchyme
aux sinusoides de la MO mais d’une fagon non impactée par les gradients de S1P : soit
d’une fagon S1P-indépendante, avec un ligand non-identifié, soit par une activation
constitutive. Il a en effet été montré que S1PR5 pouvait induire des voies de
signalisation en I'absence de stimuli extérieur (Niedernberg et al., 2003). Comme
S1PR4, S1PR5 peut se coupler a une protéine G associée a une sous-unité Ga; et activer
par exemple la voie de la PI3K (Jaillard et al., 2005; Malek et al., 2001) (Figure 21). Il
peut aussi recruter les sous-unités Gay,/13 pour induire la voie RHO/ROCK (Figure 21).
De facon intéressante, par cette voie, S1pr5 peut exercer une action inhibitrice de la
migration, comme c’est le cas avec les progéniteurs des oligodendrocytes (Jaillard et
al., 2005; Novgorodov et al., 2007).

2.4 Régulation des S1PR

Dans les lymphocytes T, les S1PR sont régulés a différents niveaux: au niveau
transcriptionnel, pour controler leur expression aux stades de maturation adéquats ;
au niveau post-traductionnel, pour réguler leur réponse au ligand ; et tout au long de
leur circulation dans l'organisme, pour assurer leur transit dans les différents
compartiments.
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2.4.1 Différentes combinatoires en fonction des types cellulaires

Il existe cing S1PR et ceux-ci ne sont pas exprimés de la méme fagon par tous les
types de lymphocytes. Du fait de I'absence d’anticorps fonctionnel en cytométrie en
flux disponible dans le commerce, la mesure de I'expression des récepteurs a été faite
au niveau de I’ARNm. Ainsi, chez la souris, les lymphocytes NK les expriment tous sauf
S1pr3, avec une tres forte prédominance de S1pr5 (Walzer et al., 2007) (Figure 22).
Dans les lymphocytes B, on détecte un fort niveau d’ARNm de Slprl, et un niveau plus
faible de S1pr3 et Slprd. Enfin, les lymphocytes T expriment Slprl, Slprd, et S1pr2 a
faible niveau. Ces différences sont cohérentes avec les comportements migratoires
spécifiques de chaque sous-type de lymphocytes observés en réponse au S1P: les
lymphocytes NK sortent des organes lymphoides grace a S1pr5 (Walzer et al., 2007), le
positionnement des lymphocytes B dans les sinusoides de la moelle osseuse dépend
de S1pr3 et leur sortie de S1prl (Allende et al., 2010), et les lymphocytes T sortent des
ganglions avec Slprl (Lo et al., 2005; Matloubian et al., 2004). Il convient cependant
de garder a l'esprit que les mesures réalisées ici sont faites sur I’ARNm et peuvent
différer de I'expression membranaire des récepteurs. Malheureusement, il n’est pas
possible a ce jour de détecter les S1PR au niveau protéique.

[] Beells [] Tcells | NKcells

Relative expression
N
1

0 : [ ] : :
S1PR1 S1PR2 S1PR3 S1PR4 S1PR5

Figure 22 : Expression ARNm des S1pr par les lymphocytes T, B et NK murins.
(Walzer et al., 2007)

2.4.2 Régulation transcriptionnelle

Slprl est régulé positivement par le Kruppel-like factor 2 (KIf2), qui se fixe sur une
région proximale du promoteur de SIprl et active la transcription (Bai et al., 2007;
Carlson et al., 2006). Sur le promoteur de S1prl, on retrouve d’ailleurs un motif de
liaison consensus de la famille des KLF (CACCC). Les lymphocytes T K/f2'/' n’expriment
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pas Slprl et sont incapables de rejoindre la circulation sanguine. L’expression
transcriptionnelle de S1prl est également influencée par I’'horloge circadienne (Druzd
et al., 2017).

La transcription de S1pr5 est promue par T-bet (Jenne et al., 2009a). Ce facteur de
transcription est requis pour la maturation des lymphocytes NK et NKT (Townsend et
al., 2004). Dans les souris Duane, qui ont une mutation sur le géne codant pour T-bet,
I'expression en ARNm S1pr5 des lymphocytes NK diminue de 30 fois par rapport aux
controles (Jenne et al.,, 2009a). Les lymphocytes T CD8+ Tgy T-bet-KO perdent
I’expression de S1pr5. De plus, une surexpression de T-bet dans la lignée WEHI-231 et
dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+ primaires suffit a induire I'expression de S1pr5.
Par immunoprécipitation de chromatine (ChIP), on peut voir que T-bet interagit
physiguement avec un site en 3’ du géne codant pour S1pr5 (Jenne et al., 2009b), mais
nos propres résultats suggerent que c’est plutét la région 5’ qui serait régulée par T-
bet (Zhang et al., en cours de publication).

2.4.3 Régulation post-traductionnelle : internalisation des S1PR

Ligand
(S1P ou FTY720)

| Milieu extracellulaire

Membrane
plasmique

|6 /
Récepteur Recyclage
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Figure 23 : Internalisation et dégradation ou recyclage de S1PR1.

(1) La fixation du ligand induit la phosphorylation du domaine C-terminal de S1PR1 par
GRK2. (2) La phosphorylation du domaine C-terminal recrute les B-arrestines qui
promeuvent l'internalisation du récepteur dans des vésicules endosomales. (3) Si
S1PR1 est faiblement ubiquitiné, il est recyclé a la membrane plasmique. S'il est
fortement ubiquitiné, il est dégradé par le protéasome.

Certains S1PR peuvent étre internalisés quand ils sont en présence de leur ligand.
C'est par exemple le cas de S1PR1 et S1PR4. Apres incubation avec une forte dose de
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S1P (1 uM), S1PR4 est internalisé et son expression en surface diminue de 35%, d’une
facon indépendante de G; (Graler et al.,, 2003). Un marquage aprés perméabilisation
des cellules révele le méme niveau total de S1PR4 avec ou sans S1P : le récepteur est
internalisé, mais pas dégradé.

S1PR1 est également internalisé lors de la fixation du S1P (Liu et al., 1999). La
fixation du S1P induit la phosphorylation de S1PR1 par la G-protein coupled receptor
kinase-2 (GRK2) (Watterson et al., 2002) (Figure 23 — (1)). La phosphorylation est
rapide (20-60 sec) et a lieu au niveau d’un domaine riche en sérines de la queue C-
terminale. Le remplacement de ces cing sérines par des alanines non phosphorylables
(SlPRlS5A/55A) n’inhibe pas la signalisation en aval du récepteur mais empéche son
internalisation (Oo et al., 2007; Thangada et al., 2010). La phosphorylation permet le
recrutement des B-arrestines, qui se fixent aux domaines phosphorylés. Ceci facilite
I’endocytose des endosomes contenant le récepteur (Oo et al., 2007) (Figure 23 — (2)).
En 15 min, S1PR1 se retrouve dans des vésicules périnucléaires, puis est recyclé a la
membrane plasmique en 30 min a 2h (Liu et al., 1999; Oo et al., 2007). Le trafic se fait
par voie endosomale. La destinée du récepteur internalisé est dictée par son degré
d’ubiquitination (Figure 23 — (3)). Ainsi, le S1P induit une mono-ubiquitination ou une
faible poly-ubiquitination, qui est suivie du recyclage de S1PR1 (Oo et al., 2007). En
comparaison, la fixation de I'agoniste FTY720 stimule une forte poly-ubiquitination qui
meéne a la dégradation de S1PR1 par le protéasome. In vivo, l'internalisation de S1prl
en présence de son ligand a une importance physiologique. Les lymphocytes T

SSA5%4 internalisent ce dernier moins vite et sont moins

possédant uniquement S1prl
désensibilisés par le S1P ou le FTY720, ce qui retarde la lymphopénie périphérique
produite par le FTY720 (Thangada et al., 2010). De méme, les lymphocytes T déficients
en Grk2 ne diminuent par I'expression de leur S1prl membranaire dans le sang, ce qui
inhibe leur migration vers les ganglions (Arnon et al., 2011).

L'internalisation de S1PR2 n’a pas été étudiée chez les mammiféres. En revanche,
chez le zebrafish, la mutation d’une arginine dans le motif DRY de la troisieme hélice
de s1lpr2 est a I'origine d’une perte de signal du récepteur (Burczyk et al., 2015). Celle-
ci est en fait causée par l'internalisation constitutive de slpr2, qui reste localisé en
permanence dans des vésicules intracytoplasmiques. L'inhibition de grk2 (homologue
de la GRK2 des mammiferes) ou de la B-arrestine 2 restaure I'expression en surface de
slpr2. Le slpr2 du zebrafish présente 62% d’homologie avec celui de I'homme
(Mendelson et al., 2013). Ceci suggere que S1PR2 pourrait étre désensibilisé et
internalisé par un processus similaire a S1IPR1, impliquant GRK2 et les B-arrestines.
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Figure 24 : Régulation de I’expression membranaire de S1PR1 par CD69.

L’exposition des lymphocytes a certains stimuli extrinseques, comme les IFN de type |,
est suivie de I'expression de CD69 a la membrane plasmique. Ce dernier s’associe a
S1PR1 et induit son internalisation et sa dégradation, bloquant ainsi le signal de
migration médié par le S1P. IFN : interferon ; S1P : sphingosine-1-phosphate, S1PR1 :
S1P receptor 1.

(Cyster and Schwab, 2012)

Le S1PR1 en surface peut aussi étre régulé par la lectine transmembranaire de type
C CD69 (Figure 24). In vitro, 'expression de Cd69 suffit pour diminuer |'expression
membranaire de Slprl (Bankovich et al.,, 2010). Les régions membranaires et
transmembranaires proximales de Cd69 interagissent avec I’hélice membranaire 4 de
Slprl. Le domaine lectine facilite cette interaction. Le complexe ainsi formé régule
négativement S1lprl par internalisation (Bankovich et al., 2010; Shiow et al., 2006).
Contrairement a linternalisation induite par le ligand, I'internalisation médiée par
Cd69 ne dépend ni du domaine C-terminal du récepteur, ni de la fixation du S1P, bien
que cette derniere soit stabilisée par Cd69. Bankovich et ses collegues suggerent que
Cd69 induirait une conformation similaire a celle obtenue lors de la liaison du ligand,
ce qui activerait l'internalisation et la dégradation de Slprl. In vivo, I'expression de
Cd69 est augmentée par certains stimuli immunitaires, comme I'lfn-a/B induit par
I’acide polyinosine polycytidylique (poly(l:C)) (Shiow et al., 2006). En cas d’infection par
le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV), qui induit une forte réponse T, ou
de stimulation avec du poly(l:C), les lymphocytes T Cd69” sont moins retenus dans les
OLS. Les lymphocytes Cd69+/+, quant a eux, diminuent leur expression de Slprl
consécutivement a la stimulation et y restent plus longtemps. A 'homéostasie, les
lymphocytes Try perdent I'expression de KIf2 et augmentent Cd69, diminuant en
conséquence |'expression de Slprl (Mackay et al., 2015; Skon et al., 2013). Cela
participerait a leur rétention dans les tissus. La régulation négative du S1prl par Cd69
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est donc importante pour la recirculation des lymphocytes T, a I’'homéostasie comme
en condition inflammatoire.

Cd69 ne se lie pas avec S1pr3 (Bankovich et al., 2010), ni avec S1pr5 (Jenne et al.,
2009a). Par ailleurs, I'exposition de ce dernier au FTY720 ou au S1P ne réduit pas son
expression de surface, contrairement a Slprl. Slpr5 est donc moins sensible a
I'internalisation induite par ses agonistes.

2.4.4 Régulation cyclique au cours de la recirculation des
lymphocytes T

Le processus d’internalisation permet une régulation cyclique des niveaux de S1PR
membranaires au cours de la recirculation entre le sang et la lymphe et les OLS. Cela a
été montré chez la souris pour Slprl. Lorsqu’on injecte en intra-veineux (IV) des
lymphocytes T exprimant Slprl-flag (afin de pouvoir détecter leur expression par
FACS), I'expression de S1prl est fortement diminuée dans le sang au bout de 15 min
(Lo et al., 2005). A 45 min, le S1prl membranaire a presque totalement disparu. 32h
aprés injection, quand les lymphocytes transférés se sont répartis dans tous les
organes, on peut voir que S1prl est toujours trés faible dans le sang. A I'inverse, son
expression est forte dans les ganglions et la rate, puis il est de nouveau diminué dans
la lymphe. De plus, une fois dans les OLS, les lymphocytes T activés perdent leur
expression en Slprl, puis le ré-expriment au bout de trois jours pour sortir des OLS
(Matloubian et al., 2004). In vitro, I'incubation de lymphocytes T de ganglions dans du
plasma suffit a supprimer rapidement la présence de Slprl a la membrane plasmique
(Lo et al., 2005). Ces observations n’ont encore jamais été validées chez ’lhomme.

Ainsi, chez la souris, S1prl est internalisé dans le sang ou la concentration en S1P
est élevée (Figure 25). Une fois dans les OLS, les lymphocytes T ré-acquierent
I’expression du récepteur. S’ils sont activés, |'expression de S1prl est diminuée pour
augmenter leur temps de transit afin de proliférer et se différencier. La ré-
externalisation de S1prl est suivie de leur sortie dans la lymphe, ou la forte présence
de S1P internalise a nouveau le récepteur. Ces variations contrélent la recirculation
des lymphocytes T et leur temps de transit dans les différents compartiments. Ce
modele n’a cependant pas été testé de fagon approfondie, en particulier chez
I’'homme. Par ailleurs, il ne prend pas en compte les autres récepteurs comme Slpr2,
S1lprd qui sont pourtant exprimés a par les lymphocytes T (Jin et al., 2003; Walzer et
al.,, 2007), et dont on ne connait pas le comportement au cours de la circulation
lymphocytaire.
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Figure 25: Régulation cyclique de I'expression membranaire de Slprl par les
lymphocytes T murins.

Les lymphocytes T naifs activés dans le ganglion réduisent rapidement leur expression
membranaire de Slprl. Cette diminution pourrait favoriser leur rétention durant un
temps suffisant pour permettre leur expansion clonale et leur différenciation en
lymphocytes T effecteurs. Au bout de trois jours, les lymphocytes T effecteurs ré-
acquierent I'expression de Slprl, qui est essentiel a leur sortie. Une fois dans la
lymphe puis dans le sang, la forte concentration en S1P du milieu induit
I'internalisation de S1prl. L'expression de S1prl a la surface des lymphocytes est donc
régulée de fagon cyclique au cours de leur circulation entre les fluides et les tissus.

Le S1P et ses récepteurs, en particulier S1IPR1, sont donc fortement impliqués dans
la circulation des lymphocytes T dans l'organisme. Leur rble n’est pas encore
totalement bien compris, mais de nombreux arguments plaident pour le caractere
essentiel de S1PR1 dans la sortie des OLS.
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Ill - Circulation des lymphocytes T dans I’organisme

La migration des lymphocytes T entre les différents compartiments de I'organisme
est controlée a toutes les étapes par plusieurs acteurs moléculaires présentés
précédemment. Nous allons décrire plus précisément a quels niveaux interviennent les
S1PR dans ce processus.

3.1 Distribution des lymphocytes T dans I’organisme

Les lymphocytes T constituent une population hétérogéne avec des roéles
spécifiques. Pour réaliser leur fonction immunitaire de facon efficace, chaque sous-
population de lymphocyte T doit se trouver au bon endroit, au bon moment. De ce fait,
on observe une diversité dans la localisation des différents types de lymphocytes T
dans I'organisme, ces derniers se répartissant entre les tissus lymphoides, le sang et les
organes non-lymphoides, en particulier les muqueuses comme le tube digestif ou les
poumons. Cette distribution est maintenue par un trafic constant des lymphocytes T
d’un compartiment a un autre.

3.1.1 Chez ’'homme

Chez I'homme, environ 80% des lymphocytes T sont localisés dans les tissus
lymphoides (Ganusov and De Boer, 2007). On en retrouve également une grande
partie dans les muqueuses. Seuls 2-3% des lymphocytes T sont présents dans le sang
circulant. De facon générale, on observe plus de lymphocytes T CD4+ que de
lymphocytes T CD8+ dans le corps humain, sauf dans les intestins ou ils sont présents
en proportions équivalentes. De méme, la comparaison des organes de plusieurs
individus a montré que les lymphocytes T mémoires étaient prédominants chez
I'adulte par rapport aux lymphocytes T naifs, et que leur fréquence s’accentuait avec
I’age (Sathaliyawala et al.,, 2013; Saule et al., 2006). Les sous-populations de
lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont réparties de fagon distincte dans I'organisme (Table
5). Ainsi, pour les CD4+, les lymphocytes T naifs, Tcy et Tegw sont présents en
proportions équivalentes dans le sang et les ganglions. Dans la rate et les poumons, on
trouve principalement des lymphocytes Tgv et quelques lymphocytes Tem. Les
lymphocytes Tegm sont également prédominants dans les intestins, et on retrouve un
pourcentage important de lymphocytes Tcy dans le colon. Concernant les lymphocytes
T CD8+, on retrouve trés peu de lymphocytes Ty CD8+, méme dans les ganglions. Les
lymphocytes T CD8+ semblent donc persister dans |'organisme sous forme de
lymphocytes T naifs, Tem et T effecteurs (Terr). Contrairement aux lymphocytes T CD4+,
les lymphocytes T CD8+ naifs sont largement majoritaires dans le sang et les ganglions
par rapport aux populations mémoires. Les lymphocytes T mémoires sont surtout
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localisés dans les muqueuses et les lymphocytes T effecteurs quasiment uniquement
dans la circulation sanguine.

COMPARTIMENT CD4+ CD8+
Sang T naifs / Tem / Tem T naifs / Teft (Tem)
Ganglions T naifs / Tem / Tem T naifs (Tewm)
Rate Tem / Tem Tem
Poumons Tem / Tem Tem
Intestins Tem (Tem) Tem
Colon Tem / Tem Tem

Table 5 : Distribution des sous-populations de lymphocytes T chez ’lhomme.
(D’apres Sathaliyawala et al., 2013)

Tem T naifs / Tem Tam

non—Iy?fhones

Lymphe Lymphe

Figure 26 : Recirculation des lymphocytes T naifs et mémaoires.

(Sang) Sang

( Sang)

Tissus
non-lymphoides

Tissus
non-lymphoides

A 4

Le schéma de circulation des lymphocytes T varie en fonction des sous-populations.
Ainsi, les lymphocytes T naifs et Tcyw recirculent principalement entre les OLS et les
fluides (sang et lymphe), tandis que les lymphocytes Tgy transitent également par les
tissus non-lymphoides. Les lymphocytes Trm quant a eux résident exclusivement dans
les tissus non-lymphoides et ne recirculent pas dans le sang. Tcw : lymphocyte T
mémoire central ; Tgy : lymphocyte T effecteur mémoire ; Try : lymphocyte T résident
mémoire.

(Adapté de Rosato et al., 2017)

3.1.2 Chez la souris

Chez la souris, les profils de distribution des lymphocytes T semblent similaires a
I'homme, méme s’il est plus difficile de trouver des études rapportant les fréquences
précises des sous-populations dans les différents organes. Plusieurs sous-populations
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mémoires procurant une protection contre différents pathogenes ont été identifiées
dans les muqueuses (Gebhardt et al., 2009; Hogan et al., 2001; Teijaro et al., 2011) et
dans les tissus lymphoides (Bingaman et al., 2005), tandis que les cellules naives sont
principalement détectées dans les OLS et dans le sang (Sallusto et al., 1999; Soroosh et
al., 2007).

Cette diversité de localisation nous donne un indice sur les schémas de circulation
des différentes sous-populations de lymphocytes T. En effet, a I'exception des
lymphocytes Try, les lymphocytes T ne restent pas exclusivement dans les organes
dans lesquels ils ont été identifiés dans les études citées précédemment, mais circulent
en permanence entre les différents compartiments (Figure 26). Les lymphocytes T
naifs et Tcw migrent exclusivement entre le sang et les OLS, tandis que les lymphocytes
Tem passent dans le sang, transitent par les organes non-lymphoides, puis rejoignent
les OLS par la lymphe (Mackay et al., 1990; Rosato et al., 2017; Sallusto et al., 1999).

3.2 Sortie du thymus

Le thymus est connecté a la circulation sanguine par des artéres et des veines qui
arrivent et repartent principalement au niveau de la jonction cortico-médullaire. Il
possede également des vaisseaux lymphatiques efférents. Différentes études
suggerent qu’une fois matures, les lymphocytes T sont capables de quitter le thymus a
la fois par le sang et par la lymphe, sans qu’on n’ait pu a ce jour préciser si la migration
se faisait préférentiellement par I'une des deux voies (Weinreich and Hogquist, 2008).

Au début des années 2000, on en savait encore trés peu sur la maniére dont les
thymocytes quittent le thymus pour rejoindre les OLS. En essayant de comprendre ce
processus, Yagi et ses collegues ont remarqué que le traitement de souris avec du
FTY720, un immunosuppresseur synthétisé a partir d’'une molécule fongique, diminuait
drastiquement le nombre de cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC). En
particulier, les souris traitées présentent une réduction de 98% du nombre de
lymphocytes T circulants comparé a celui observé dans les souris controles (Yagi et al.,
2000). Cette diminution s’accompagne d’une augmentation du pourcentage de
lymphocytes T SP matures dans le thymus, en particulier au niveau de la région
médullaire. Les cellules accumulées dans cette région présentent certaines
caractéristiques phénotypiques spécifiques des lymphocytes T naifs circulants. En
effet, le FTY720 induit 'augmentation de I'expression de Cd62l par les lymphocytes T
SP matures. Cette molécule est essentielle a I'entrée des lymphocytes T dans les
ganglions lymphatiques et est exprimée par les lymphocytes T naifs circulants. On
observe d’autre part la perte de I'expression de certaines molécules comme Cd69,
Cd44, Cd24, protéines exprimées par les thymocytes immatures mais perdues par les
matures préts a quitter le thymus. En présence de FTY720, on assiste donc a
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I'accumulation dans le thymus de lymphocytes T potentiellement capables de circuler,
mais bloqués avant leur sortie au niveau de la médulla.

Thymocyte DP 4&

l

Cortex

Slprl
Thymocyte
Cd4+ SP Thymus
l Médulla
Lym phocyte T
mature Cde2[nen Jonction cortico-

Cde9'ov
médullaire

Péricyte

Cellule endothéliale

Vaisseau sanguin

Figure 27 : Sortie des lymphocytes T matures du thymus chez la souris.

Au cours de leur maturation dans le thymus, les lymphocytes T acquierent
progressivement |'expression nucléaire du facteur de transcription Klf2, et en
conséquence I'expression membranaire de S1prl et Cd62l. A I'inverse, I'expression de
Cd69 est diminuée dans les lymphocytes T matures. L’acquisition de Slprl permet
aux lymphocytes T matures de répondre au signal de migration induit par le S1P du
sang, et ainsi de sortir du thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire. DP :
stade double-positif ; KIf2 : Kruppel-like factor 2 ; S1P : sphingosine-1-phosphate ;
Slprl : S1P receptor 1 ; SP : stade simple-positif.

(Adapté de Kumar and Saba, 2015)

Ces constatations permettent d’orienter la suite des expérimentations pour mieux
comprendre les mécanismes de sortie du thymus. En effet, le FTY720 se trouve étre un
agoniste a effet inhibiteur de tous les S1PR sauf S1PR2 (Graler and Goetzl, 2004). En
2004, les équipes de J. Cyster et R. L. Proia ont montré que la sortie des lymphocytes T
du thymus dépendait en fait du récepteur S1prl. Des expériences de transfert adoptif
ainsi que des KO conditionnels sur des souris ont permis de montrer de facon évidente
que c’est bien I'expression intrinseque de S1prl par les lymphocytes T qui permet leur
sortie du thymus (Allende et al.,, 2004; Matloubian et al., 2004). Les souris dont les
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lymphocytes T sont déficients pour SIprl ne présentent quasiment pas de
lymphocytes T en périphérie, en particulier dans le sang et la lymphe, mais aussi dans
la rate et les ganglions lymphatiques, par rapport a des souris contrdles. Cette
lymphopénie périphérique s’accompagne d’une accumulation de lymphocytes T
matures dans le thymus, avec un nombre normal de lymphocytes T immatures.

On peut se demander si I'expression de S1PR1 par les thymocytes est spécifique des
thymocytes matures, ou si S1IPR1 est présent chez tous les thymocytes mais avec une
action inhibée dans les plus immatures. La mesure de ’ARNm montre que I'expression
de S1prl augmente au cours du développement des lymphocytes T murins, devenant
tres forte juste avant leur sortie du thymus (Figure 27). En effet, on observe un niveau
d’ARNm 50 fois plus élevé au stade DP qu’au stade SP, et 30 fois plus élevé entre le
stade immature et mature des CD4+ SP (Matloubian et al.,, 2004). D’ailleurs,
I'expression prématurée de Slprl par des thymocytes immatures induit leur sortie
précoce du thymus (Zachariah and Cyster, 2010). Les thymocytes expriment aussi
S1lpr2 et Slprd mais leur expression n’est pas modifiée en fonction du stade de
maturation. Le récepteur S1prl étant activé par son ligand S1P, on peut supposer que
seuls les lymphocytes T matures du thymus, qui expriment S1prl, réagissent au signal
chimioattractif induit par le S1P de la lymphe et du sang. In vitro, les thymocytes
matures murins et humains montrent une réponse migratoire au S1P plus forte que les
thymocytes immatures (Allende et al., 2004; Matloubian et al., 2004; Resop et al.,
2016). Cette migration se fait uniguement en présence d’un gradient de S1P. In vivo,
on retrouve ce gradient naturel de S1P, avec une forte concentration de S1P dans le
plasma du sang et faible concentration dans le thymus, ou il est dégradé par la Lpp3
(Bréart et al., 2011). C’'est ce gradient qui permet d’attirer les lymphocytes T matures
hors du thymus.

L'expression de S1PR1 par les thymocytes est régulée de fagcon positive et négative.
KLF2 est un facteur de transcription qui induit la transcription de SIPR1 et CD62L (Bai
et al., 2007). Comme S1prl, I'expression de KIf2 apparait au cours du développement
des thymocytes, induisant ainsi l'acquisition par les thymocytes matures des
récepteurs nécessaires a leur sortie du thymus (Carlson et al., 2006; Kuo et al., 1997)
(Figure 27). En opposition a KIf2 et S1prl, Cd69 est exprimé de fagon transitoire au
cours de la maturation, et son expression disparait dans les thymocytes les plus
matures (Xing et al., 2016). Dans des souris exprimant Cd69 de fagon constitutive, les
lymphocytes T matures s’accumulent dans la médulla, sans sortir du thymus (Feng et
al.,, 2002). Toutes ces données suggeérent que Cd69 est un régulateur négatif de la
migration médiée par Slprl des thymocytes hors du thymus, empéchant les
thymocytes non matures de quitter cet organe avant la fin de leur développement.

Des études in vitro suggerent également I'implication du CXC-motif chemokine
recepteur (CXCR) 4 dans la sortie des lymphocytes T du thymus (Poznansky et al.,
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2002; Vianello et al., 2005). CXCR4 est le récepteur du CXCL12, une protéine chimio-
attractive a faible concentration (< 100 nM) et chimio-répulsive a forte concentration
(> 100 nM) pour les thymocytes murins in vitro. Le CXCL12 est fortement produit par
les cellules stromales du thymus. Ex vivo, seuls les thymocytes SP matures répondent a
ce signal répulsif, la migration étant inhibée quand on bloque CXCR4 avec un anticorps
neutralisant. CXCR4 contribuerait donc au passage des thymocytes matures dans le
sang.

Chez la souris, le signal Ccl19/Ccr7 est essentiel a la sortie des thymocytes matures
du thymus néo-natal (Ueno et al.,, 2002). En revanche, cette chimiokine semble
dispensable chez I'adulte, et permettrait surtout la migration des thymocytes
conventionnels et Foxp3+ (qui donneront des lymphocytes Treg) du cortex vers la
médulla (Cowan et al., 2016; Ueno et al., 2004).

¢ Cas de la sortie des lymphocytes T de la moelle osseuse

Si on en sait peu sur les signaux permettant la sortie des CLP de la moelle osseuse
(cf 1.3.1), certaines équipes se sont intéressées au passage des lymphocytes T dans cet
organe lors de leur circulation dans I'organisme. La moelle osseuse est un organe
lymphoide primaire (OLP), c’est-a-dire un organe oU sont produits et ol se
développent les lymphocytes, au méme titre que le thymus. De ce fait, on peut se
demander si les mémes mécanismes y contrélent la sortie des lymphocytes T. Dans la
moelle osseuse, en plus des CSH et des progéniteurs des différentes lignées
immunitaires, on retrouve des cellules immunitaires matures, notamment des
lymphocytes Tem (Mazo et al., 2005). Différentes études ont montré que le systeme
S1P/S1PR était impliqué dans la sortie de la moelle osseuse de certaines cellules
immunitaires : les lymphocytes B (Allende et al., 2010; Pereira et al., 2010), les
lymphocytes NK (Mayol et al., 2011; Walzer et al., 2007), ou encore les éosinophiles
(Sugita et al., 2010). Il en va de méme pour les lymphocytes T. En effet, |'utilisation
d’un agoniste spécifique de Slprl, pour bloquer le signal S1P/S1prl chez la souris,
induit I'accumulation de lymphocytes T matures dans la moelle osseuse (Maeda et al.,
2010). Comme dans le thymus, la sortie des lymphocytes T est dépendante d’un
gradient de concentration de S1P.

3.3 Entrée dans les OLS

L'entrée dans les OLS peut se faire par deux voies. La voie classique est la voie
sanguine (Figure 28 — (1)). Les ganglions lymphatiques sont en effet infiltrés par des
capillaires spécialisés avec un endothélium particulier, les HEV (high endothelium
venules). L'entrée dans les OLS peut également s’opérer par les canaux lymphatiques
afférents (Figure 28 — (2)). Les lymphocytes T naifs entrent dans les ganglions
lymphatiques via les HEV (Masopust and Schenkel, 2013). Cette migration dépend de
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CD62L et CCR7. La présence de lymphocytes T dans les OLS semble donc nécessiter
I’expression de CCR7 et de CD62L a leur surface. De ce fait, les lymphocytes T naifs et
Tem résident principalement dans les OLS, tandis que les lymphocytes Teym qui
n’expriment pas CCR7 circulent en périphérie (Sallusto et al., 2004)s. Pourtant, chez
I’'homme, on retrouve des lymphocytes Tgy dans les ganglions (Sathaliyawala et al.,
2013). Cela suggere qu’ils sont capables d’entrer dans les OLS via une autre voie
comme la lymphe afférente, ou qu’ils se sont différenciés in situ.

Vaisseau
lymphatique
afférent e
\ \ \ Sinus squs—
— }/ capsulaire
Follicule B

o M.igration. _
Voie de migration

7 alternative

_» Flux

macrophages
médullaires

Vaisseau
lymphatique
efférent

Figure 28 : Voies d’entrée et de sortie des ganglions lymphatiques.

(1) Les lymphocytes T peuvent entrer dans les ganglions via les HEV ou (2) les vaisseaux
lymphatiques afférents. lls sont localisés dans la zone T du ganglion. (3) Les
lymphocytes T migrent de fagon aléatoire jusqu’a entrer en contact avec un sinus
lymphatique cortical. (4) Les lymphocytes T traversent I'endothélium du sinus d’une
facon dépendante de S1PR1. (5) Les lymphocytes T sont portés par le flux lymphatique
jusqu’au sinus médullaire puis au vaisseau lymphatique efférent. HEV: high
endothelium venule ; SIPR1 : S1P receptor 1.

(Adapté de Cyster and Schwab, 2012)
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3.3.1 Définition des OLS

Les organes lymphoides sont des tissus spécialisés dans I'immunité composés en
grande majorité de lymphocytes mais aussi d’autres cellules immunitaires et de
différents types de cellules stromales. On distingue deux catégories d’organes
lymphoides, les OLP et les OLS (Figure 29). Les lymphocytes sont produits a partir de
cellules progénitrices dans les OLP, la moelle osseuse et le thymus. lls s’y développent
et y subissent un processus de sélection (pour les lymphocytes T et B) qui leur permet
d’arriver a maturité. Les lymphocytes T et B sont ensuite activés dans les OLS, ou ils
proliferent et se différencient en lymphocytes effecteurs. Les OLS sont nombreux dans
I'organisme. Certains sont des organes avec une structure bien définie, comme la rate
et les ganglions. D’autres sont des tissus lymphoides associés a des muqueuses
(MALT), parmi lesquels on retrouve les plaques de Peyer dans les tissus lymphoides
associés au tube digestif (GALT), et les tissus lymphoides associés aux bronches (BALT).

Végétations adénoides

Amygdales

Tissus lymphoides
associés aux bronches

Ganglions axillaires

Intestin Rate

Ganglions inguinaux
Plaques de Peyer

Appendice

Moelle osseuse

Figure 29 : Tissus et organes lymphatiques centraux et périphériques.

Le systeme lymphatique est constitué de capillaires débutant en cul-de-sac dans les
tissus et se rejoignant pour former des vaisseaux lymphatiques plus larges. Ces
derniers permettent un flux unidirectionnel de lymphe vers les organes lymphoides.
On distingue les organes lymphoides primaires (OLP), la moelle osseuse et le thymus,
et les organes lymphoides secondaires (OLS). Ces derniers peuvent étre des organes
avec une structure bien définie, comme les ganglions et la rate, ou étre disséminés de
fagon plus diffuse dans les tissus, comme les plaques de Peyer dans les intestins ou les
tissus lymphoides associés aux bronches (BALT).

(Grossman, 2013)
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3.3.2 Structure d’un OLS : exemple des ganglions

Les ganglions sont des glandes de petite taille, allant de quelques millimeétres a 1-2
cm chez 'homme, localisées tout au long du systéeme lymphatique. Il en existe des
centaines chez I’homme, souvent regroupés dans certaines régions. lls peuvent former
des chaines de ganglions reliés les uns aux autres par des vaisseaux lymphatiques.

Vaisseau Paracortex
lymphatique (Lymphocytes T, DC)
afférent
o \'V\/ Follicule B
capsulaire
Cortex
(Lymphocytes B, FDC)
Capsule CCL19 o Centre germinatif
CCL21
HEV
/K// Cordon médullaire
/ Artere
Vaisseau
lymphatique Veine
efférent

Figure 30 : Structure du ganglion lymphatique.

Le ganglion lymphatique est un organe immunitaire structuré en plusieurs régions
distinctes. Il est délimité par une capsule sous laquelle se trouve un sinus lymphatique.
Celui-ci est alimenté par les vaisseaux lymphatiques afférents, qui drainent la lymphe
depuis les tissus non-lymphatiques ou d’autres ganglions. Le ganglion est constitué de
plusieurs lobes comprenant de I'extérieur vers l'intérieur, le cortex, le paracortex et la
médulla. Chaque région regroupe des cellules immunitaires définies, afin de faciliter la
rencontre des lymphocytes avec I'antigéne, leur activation et leur prolifération. Dans le
cortex, les lymphocytes B et les FDC constituent des follicules, qui deviennent des
centres germinatifs lors de la prolifération des lymphocytes B activés. Les lymphocytes
T sont dans le paracortex, ou ils scannent les antigenes présentés par les DC. Enfin, la
médulla regroupe les plasmocytes et les macrophages, et est infiltrée par des sinus
lymphatiques au niveau du cordon médullaire. Du cordon médullaire partent les
vaisseaux lymphatiques efférents, dans lesquels les lymphocytes passent pour sortir du
ganglion. Les ganglions sont vascularisés par des capillaires avec un endothélium
particulier, les HEV, par lesquels entrent les lymphocytes T naifs. DC : cellules
dendritiques ; FDC : cellules dendritiques folliculaires ; HEV : high endothelial venule.
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Le ganglion est englobé d’une capsule fibreuse avec, juste en dessous, le sinus
lymphatique sous-capsulaire (Drayton et al., 2006) (Figure 30). C’'est a ce niveau que
débouchent les canaux lymphatiques afférents, qui amenent les éléments portés par la
lymphe depuis les tissus non-lymphoides. Le tissu est organisé de facon a faciliter la
rencontre des lymphocytes avec les antigénes, puis a favoriser leur prolifération et
différenciation en lymphocytes effecteurs. Il est constitué de plusieurs lobes
comprenant, de I'extérieur vers l'intérieur, le cortex, le paracortex et la médulla. Dans
le cortex, on retrouve des petits follicules composés de lymphocytes B et de cellules
dendritiques folliculaires. Lorsque les lymphocytes B sont activés, ils proliférent,
menant a 'apparition de follicules secondaires plus gros, appelés centres germinatifs.
Le paracortex correspond a la zone T, ou se regroupent les lymphocytes T et les
cellules dendritiques. La médulla est une zone regroupant les lymphocytes NK, les
plasmocytes et les macrophages. Elle est constituée de tissus lymphatiques appelés
cordons médullaires, infiltrés par des sinus lymphatiques. C’est a ce niveau que partent
les vaisseaux lymphatiques efférents, qui sont la voie de sortie des lymphocytes. Les
ganglions sont vascularisés par des capillaires avec un endothélium particulier, les HEV,
par lesquels entrent les lymphocytes T naifs.

3.3.3 Extravasation et entrée par les HEV

Les lymphocytes T du sang entrent dans les ganglions par les HEV. Ce processus est
similaire a I'entrée des pro-thymocytes dans le thymus (décrite en 1.3.1) et se
décompose en quatre étapes tres bien documentées dans la littérature : le rolling le
long de I'’endothélium des HEV (Figure 31 — (1)), I'activation des intégrines (Figure 31 —
(2)), I'adhésion forte a I'endothélium (Figure 31 — (3)), et enfin la migration
transendothéliale (Figure 31 — (4)). Nous prendrons ici I'exemple de I'entrée dans les
ganglions lymphatiques pour décrire ces étapes.

Cependant, avant de pouvoir entrer dans les OLS, les lymphocytes T doivent
s’affranchir d’un signal de rétention : le S1P. En effet, nous avons vu précédemment
que le S1P était présent a forte concentration dans le sang, et a faible concentration
dans le thymus, et que ce gradient permettait la sortie des lymphocytes T naifs du
thymus. Il en va de méme dans les ganglions, ol les niveaux de S1P tissulaire sont
faibles. Dans ce cas, comment expliquer le mouvement des lymphocytes T contre le
gradient de S1P ? Dans un premier temps, il convient de noter que chez la souris,
Slprl n’est pas nécessaire a I'entrée dans les ganglions (Matloubian et al., 2004). En
revanche, sa phosphorylation par Grk2, suivie de son internalisation, est nécessaire a
la sortie des lymphocytes T du sang (Arnon et al., 2011). En effet, trois a quatre fois
moins de lymphocytes T Grk2”" réalisent les étapes d’extravasasion dans les HEV par

+/+

rapport aux lymphocytes Grk2™". De plus, dans le sang, riche en S1P, les lymphocytes T
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Grk2” présentent un niveau élevé de Slprl a leur surface, alors que I'expression de
S1prl est quasiment nulle dans les lymphocytes T Grk2**. En revanche, la différence
entre Grk2”" et Grk2”* est faible dans les ganglions, ou la concentration en S1P est
faible. S1prl est phosphorylé par Grk2 dans les milieux riches en S1P, ce qui induit son
internalisation et permet aux lymphocytes T de migrer contre le gradient de S1P, c’est-
a-dire du sang vers les OLS.

alp2

Lymphocyte T
CCR7
CD62L
-_— ICAM-1 &
| Lumiére du HEV |
PNAd
CCL19/21
= @ @ @ e e e o o
| Ganglion lymphatique | Cellule endothéliale

Figure 31 : Migration transendothéliale a travers les HEV.

(1) Rolling : Linteraction entre le CD62L des lymphocytes T et le PNAd des cellules
endothéliales ralentit leur mouvement dans le sang. Les cellules roulent le long de
I’endothélium. (2) Activation : La stimulation de CCR7 par fixation de ses ligands les
chimiokines CCL19 et CCL21 induit I'activation de l'intégrine alLB2 des lymphocytes T.
(3) Adhésion forte : L'intégrine alLB2 activée se fixe a ICAM-1. Ceci induit une adhésion
forte des lymphocytes T a I'endothélium vasculaire, qui stoppe totalement leur
déplacement. (4) Diapédese : Les lymphocytes T traversent I'endothélium par
diapédese, de facon intracellulaire ou paracellulaire, et pénétrent ainsi dans le
ganglion. CCL19/21 : C-C motif chemokine ligand 19 ou 21 ; CCR7 : C-C motif
chemokine receptor 7 ; CD62L : cluster de différenciation 62 ligand ; ICAM-1 :
intercellular adhesion molecule 1 ; PNAd : peripheral node addressing.

(Adapté de Kindt, 2007)

a) Capture et rolling des lymphocytes T le long des HEV

Dans le sang, les lymphocytes T sont soumis a un flux permanent qui leur permet
de se déplacer rapidement d’un organe a |'autre. Cependant, pour pénétrer dans les
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ganglions, ils ont besoin d’un signal physique pour ralentir leur mouvement et adhérer
a la membrane des endothéliums. Des études ont montré que dans les souris
déficientes en L-sélectine (Cd62l), les lymphocytes T, incapables de ralentir au niveau
des HEV, n’entrent pas dans les ganglions (Arbonés et al., 1994). En fait, lors du
passage des lymphocytes T dans les HEV, les molécules de CD62L a leur surface sont
capables de se fixer a leurs ligands, les peripheral node addressing (PNAd), exprimés
par les cellules endothéliales. Cette adhésion de faible intensité permet un
ralentissement du flux migratoire des lymphocytes T, qui roulent le long de
I’endothélium : c’est I’étape de rolling (Butcher and Picker, 1996) (Figure 31 — (1)). La
fixation de CD62L avec son ligand est transitoire, car CD62L est rapidement tronqué a
la membrane de la cellule par protéolyse. Ce mécanisme permet de libérer les cellules
dans la circulation si elles ne possedent pas les récepteurs nécessaires a la suite du
processus, comme les neutrophiles par exemple.

L'expression de CD62L n’est pas obligatoire pour entrer dans tous les OLS. Par
exemple, lors de I'entrée dans les plagues de Peyer de la muqueuse intestinale,
I'adhésion faible pour le rolling est principalement contrélée par I'intégrine asf7, qui
interagit avec la mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1 (MAdCAM-1) de
la muqueuse (Bargatze et al., 1995).

b) Activation des intégrines par les chimiokines

L'étape de rolling favorise l'interaction des récepteurs de chimiokines avec leurs
ligands. En particulier, il a été montré qu’une déficience en Ccl19, Ccl21 ou Ccr7
induisait un défaut de résidence des lymphocytes T dans les OLS (Forster et al., 1999;
Gunn et al., 1999). Les chimiokines CCL19 et CCL21 sont présentées a la membrane des
cellules endothéliales des HEV, liées a des protéoglycanes et glycosaminoglycanes
(Miyasaka and Tanaka, 2004). Leur récepteur CCR7 est exprimé par les lymphocytes T
naifs et Tcpm. Lors du ralentissement des lymphocytes T le long des HEV, CCR7 se lie a
CCL19 et CCL21. La stimulation du récepteur induit un signal qui déclenche I'activation
de l'intégrine lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1 = alLP2) (Figure 31 —
(2)). On parle de signalisation « inside-out ». LFA-1 change alors de conformation
(Shamri et al., 2005). Il semble que le flux sanguin puisse également étre impliqué dans
ce changement conformationnel. L’activation des intégrines est un processus rapide,
de I'ordre de quelques secondes (Bargatze and Butcher, 1993; Shamri et al., 2005).

En outre, I’équipe de J. Cyster a montré que Cxcl12 pouvait également avoir une
implication dans I'entrée des lymphocytes T murins dans les OLS, bien que son role
exact ne soit pas bien compris (Okada et al., 2002). Cxcl12 est présent a la surface des
HEV. Or, chez les souris déficientes en Ccr7, une déficience en Cxcr4 accentue le défaut
de résidence observé. Cependant, chez les souris contréles, la suppression de Cxcr4
n’induit aucun probleme d’entrée dans les OLS. Ces résultats suggérent un rdéle non
essentiel de Cxcl12 dans I'entrée des lymphocytes T dans les OLS chez la souris.
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c) Adhésion forte aux cellules endothéliale via LFA-1/ICAM-1

L'activation de Lfa-1 permet sa fixation a la molécule d’adhésion Icam-1 a la
surface de I'endothélium. Cette adhésion forte stoppe de facon brutale le mouvement
des lymphocytes T dans le flux sanguin (Shamri et al., 2005). La molécule lcam-1 (et
dans une moindre mesure Icam-2) est essentielle a I'adhésion des lymphocytes T a
I’endothélium (Boscacci et al., 2010). ICAM-1 induit ce qu’on appelle une signalisation
«outside-in» : en se liant directement a lintégrine LFA-1, elle renforce sa
conformation active (Figure 31 — (3)). Plusieurs protéines intracellulaires ont été
identifiées comme étant impliquées dans la signalisation induite par ICAM-1, comme
les tyrosines-kinases LCK et ZAP-70 qui interagissent avec LFA-1 pour augmenter son
affinité aux molécules d’adhésion (Evans et al., 2011). L’activation de ces voies de
signalisation renforce I'adhésion des lymphocytes T aux cellules endothéliales.

d) Extravasation des lymphocytes T a travers I’endothélium des
HEV

Une fois immobilisés et fermement attachés aux molécules d’adhésion des cellules
endothéliales, les lymphocytes T traversent I'endothélium des HEV pour entrer dans la
zone T du ganglion : c’est la migration transendothéliale ou diapédese (Figure 31 — (4)).
Celle-ci peut se faire de deux facons : la migration trans-cellulaire, dans laquelle les
lymphocytes T passent directement a travers une cellule endothéliale, ou la migration
para-cellulaire, dans laquelle les lymphocytes T traversent au niveau de la jonction
entre les cellules endothéliales (Vestweber, 2007). A ce jour, il est difficile de
déterminer laquelle de ces deux voies est utilisée préférentiellement, du fait de la
lourdeur des procédures expérimentales et de la difficulté pour faire la distinction
entre les deux mécanismes in vivo.

Plusieurs protéines sont impliquées dans la migration transendothéliale des
leucocytes, notamment des molécules d’adhésion comme la platelet endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM-1) ou des molécules de jonctions comme les junctional
adhesion molecule (JAM)-A, JAM-B, JAM-C, et I’endothelial selective adhesion
molecule (ESAM) (Vestweber, 2007). A I'inverse, la vascular endothelial (VE)-cadherin
participe au maintien de la barriere endothéliale et limite la transmigration des
leucocytes en s’associant avec le VE-receptor protein tyrosine phosphatase (VE-PTP).
L'adhésion des lymphocytes T a I'endothélium active VCAM-1, qui via une signalisation
intracellulaire dissocie rapidement le complexe VE-cadherin/VE-PTP. Ceci permet
I'ouverture des jonctions endothéliales et facilite la migration transendothéliale des
lymphocytes T (Vockel and Vestweber, 2013).
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Figure 32 : Les HEV retiennent les lymphocytes dans des poches formées par les
cellules endothéliales.

(A) Microscopie électronique a transmission sur des cellules endothéliales de HEV
réalisée a partir d’'une coupe de ganglion murin. L'image a été pseudocolorée pour
délimiter les lymphocytes (L) et les cellules endothéliales (E.C). (B) Représentation
schématique d’une poche de rétention. Les cellules endothéliales expriment ICAM-1 sur
leur face luminale et latérale. La membrane des cellules endothéliales entourant les
lymphocytes est ICAM-1 (ou PNAd)", ce qui signifie que les cellules ne sont pas
retenues entre deux cellules endothéliales mais dans une poche formée par une seule
cellule. P : parenchyme.

(Mionnet et al., 2011)

La migration transendothéliale des lymphocytes T vers les ganglions ne se fait pas
en flux permanent. En effet, afin de maintenir stable le nombre de cellules dans les
ganglions, les lymphocytes T sont retenus dans des poches formées sous les HEV, grace
a un changement conformationnel des cellules endothéliales (Figure 32). Les
expérimentations ont montré que les lymphocytes y attendent quelques minutes que
la place se libére pour entrer a leur tour dans le tissu (Mionnet et al., 2011). Aprés
avoir traversé I'endothélium, les lymphocytes T passent la membrane basale et sont
guidés par les cellules réticulaires fibroblastiques (FRC) jusqu’au paracortex
ganglionnaire, ou ils rencontreront les CPA (Bajénoff et al., 2006).

3.3.4 Entrée par la lymphe afférente

Les lymphocytes T présents dans les tissus accedent aux ganglions par les vaisseaux
lymphatiques afférents. Ce sont principalement des lymphocytes T CD4+ mémoires
(Mackay et al., 1990; Sallusto et al.,, 1999), gu’une équipe a renommés les T
recirculants mémoires (Trem) car leur phénotype ne correspond pas a aux populations
mémoires connues : Ccr7™* Cd62I™ Cd69- Cd103+/- E-selectin ligands+ (Bromley et
al., 2013). Le processus par lequel les lymphocytes T pénetrent dans les ganglions par
la lymphe afférente est a ce jour moins bien compris que I'entrée par les HEV. |l est en
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particulier compliqué a étudier chez la souris, car les canaux lymphatiques sont trés
fins et difficiles a canuler.

a) Intravasation des lymphocytes T des tissus non-lymphoides dans
la lymphe afférente

Si I'on a d’abord pensé que l'intravasation des lymphocytes T des tissus était un
processus passif, ce dernier est en fait fortement dépendant de CCR7, dont le ligand
CCL21 est exprimé constitutivement par les cellules endothéliales lymphatiques
(Bromley et al., 2005; Debes et al., 2005). Les lymphocytes T Ccr7- s’accumulent dans
la peau et les poumons, tandis que seuls les Ccr7+ peuvent en sortir. En revanche,
Cd62l ne semble pas impliqué (Ledgerwood et al., 2008). Plusieurs molécules
d’adhésions sont également impliquées dans la migration transendothéliale (Schineis
et al., 2019). On peut citer le CD44, qui agit en se liant au macrophage mannose
receptor (MN) exprimé par les cellules endothéliales lymphatiques. Les souris MN”"
présentent un défaut de migration des lymphocytes des tissus aux ganglions par la
lymphe afférente (Salmi et al., 2013).

Qu’en est-il du réle du S1P dans le passage des lymphocytes T des tissus non-
lymphoides a la lymphe afférente ? Une étude récente a démontré I'implication de
Slprl et S1pr2 exprimés par les lymphocytes Tyd Ccr6+ dans leur sortie des tissus
(Laidlaw et al., 2019). Les lymphocytes Tyd Ccr6+ sont une population de lymphocytes
T non conventionnels résidant dans le derme, importants pour le recrutement de
neutrophiles suite a une infection de la peau. Il semble que S1pr2 inhibe leur sortie du
derme. La sortie des lymphocytes Tyd de la peau ne dépend pas de Ccr7,
contrairement aux lymphocytes T conventionnels (Vrieling et al., 2012). En revanche,
elle semble requérir I'expression de S1prl, car |'utilisation de I'antagoniste fonctionnel
de Slprl AUY954 (Pan et al.,, 2006) induit une augmentation du nombre de
lymphocytes Tyd retenus dans la peau. Cd69 contribue a la rétention en régulant
négativement S1prl.

Bien que, comme expliqué précédemment, le passage des lymphocytes T
conventionnels dans la lymphe afférente dépende de Ccr7, on pourrait se demander si,
a I'image des lymphocytes Tyb Ccr6+, le S1P jouerait aussi un role dans cette migration
transendothéliale. Ce point n’est pas encore bien compris et les réponses divergent
selon les études. Par exemple, dans I'article traitant sur les lymphocytes Tyb Ccr6+, les
lymphocytes Taf Cd69'/', dans lesquels S1prl n’est donc pas diminué, ne migrent pas

** (Laidlaw et al.,

plus de la peau au ganglion drainant que les lymphocytes TaB Cd69
2019). Une autre équipe indique que les lymphocytes T déficients pour Sipri
passeraient librement dans la lymphe afférente, tandis que leur stimulation par le S1P
activerait un signal de rétention (Ledgerwood et al., 2008). A l'inverse, une étude de

2019, supervisée par le méme chercheur que la précédente, suggere plutét qu’une
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déficience en Siprl inhiberait la migration des lymphoctes T vers les ganglions
drainants, et donc que Slprl induirait la migration transendothéliale (Xiong et al.,
2019). La divergence entre ces résultats souléve la question de la pertinence des
protocoles expérimentaux utilisés in vivo, qui ne refletent pas toujours des conditions
homéostatiques. Par exemple, ces articles utilisent des injections sous-cutanées qui
sont probablement trés destructrices des structures lymphatiques assurant la
migration.

Outre lI'implication de S1prl, il a aussi été suggéré que I'expression de S1pr4 par les
lymphocytes T était essentielle a leur passage vers la lymphe afférente (Xiong et al.,
2019). Ces résultats sont surprenants car pour le moment, le réle de Slprd dans la
migration cellulaire reste assez controversé (Kohno et al., 2003; Wang et al., 2005).
Enfin, S1pr2 pourrait favoriser I'intravasation des lymphocytes T. En effet, exprimé par
les cellules endothéliales lymphatiques, il diminuerait la perméabilité de I'endothélium
en ciblant les molécules d’adhésions controlées par la voie Erk (Xiong et al., 2019).
Dans tous les cas, I'implication du S1P dans la migration transendothéliale pourrait
permettre aux lymphocytes Tgy n’exprimant pas Ccr7 a leur surface de gagner la
lymphe afférente pour rejoindre les ganglions drainants. Néanmoins, cet aspect du
processus d’intravasation reste a étudier de facon plus précise.

b) Entrée dans les ganglions par la lymphe afférente

Une fois dans la lymphe, les lymphocytes T rampent le long des capillaires
lymphatiques pour rejoindre le vaisseau lymphatique principal. L3, ils se laissent porter
de fagcon passive par le flux plus rapide (Teijeira et al., 2017). L'entrée dans les
ganglions lymphatiques a été étudiée par imagerie bi-photonique en temps réel, en
injectant directement des lymphocytes T dans les canaux lymphatiques afférents. Les
vaisseaux lymphatiques afférents débouchent au niveau du sinus sous-capsulaire
(Figure 28 — (2)), a partir duquel les lymphocytes T CD4+ naifs rampent jusqu’au sinus
médullaire. C'est a ce niveau qu’a lieu leur migration a travers |'endothélium
lymphatique, de facon indépendante de Ccr7 (Braun et al., 2011) mais dépendante de
la plasmalemma vesicle—associated protein (PLVAP) (Rantakari et al., 2015). Cette
derniere est une glycoprotéine transmembranaire de type 2 qui forme des structures
en diaphragme (disque circulaire composé de fibres radiales) permettant de réguler la
perméabilité des cavéoles, des pores et des canaux transmembranaires. Dans les
souris Plvap'/', 2,9 fois plus de lymphocytes T traversent les membranes des sinus
lymphatiques pour pénétrer dans les ganglions. Ceci suggére que Plvap contrdle la
migration transendothéliale des lymphocytes T de la lymphe afférente, en régulant la
perméabilité de I'endothélium. Les autres molécules impliquées dans I'entrée des
lymphocytes T dans les ganglions par la lymphe afférente n’ont pas encore été
identifiées. Une fois dans le parenchyme, les lymphocytes T rejoignent la zone T
paracorticale. Leur mouvement est aléatoire et médié par Ccr7 (Braun et al., 2011).
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Comme aprés l'entrée par les HEV, ils sont probablement guidés par les cellules
stromales.

Direction du mouvement ’

Cytosquelette d’actine

Adhésion focale

@ Extension

Uropode

Lamellipode

@ Adhésion

Nouvelle adhésion

Mouvement du
corps cellulaire

Figure 33 : Migration amiboide des lymphocytes T.

Les lymphocytes T se déplacent dans les tissus selon un mouvement amiboide. La
progression se fait en quatre étapes. (1) Le signal chimiotactique ou chimiokinésique
recu par la cellule induit sa polarisation. A I’avant, RAC1 stimule la polymérisation de
I'actine, ce qui meéne a la formation de protrusions appelées front de migration ou
lamellipode. A l'arriére, coté uropode, la voie RHO/ROCK favorise I'interaction des
molécules d’adhésion avec la matrice extracellulaire. (2) Au niveau du front de
migration, de nouvelles adhésions se forment avec la matrice extracellulaire. (3) La
dépolymérisation du cytosquelette d’actine au niveau de l'uropode permet la
contraction du corps de la cellule et son mouvement vers I'avant. (4) S’en suit la
suppression des interactions entre les molécules d’adhésion et la matrice
extracellulaire. La cellule se déplace en avant.

(Adapté de MBInfo)
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3.4 Controle de la mobilité et de la localisation des lymphocytes T au
sein des ganglions

Une fois dans les ganglions, les lymphocytes T scannent les CPA présentes dans le
but d’identifier I'antigéne dont ils sont spécifiques. Pour cela, ils ont besoin de signaux
leur permettant de se placer au bon endroit. L’activation des lymphocytes T lors d’une
réponse immunitaire nécessite donc une localisation précise au sein des OLS ainsi
qu’un controle de leur migration a l'intérieur de I'organe. Les acteurs moléculaires
impliqués dans la migration et le positionnement des lymphocytes T dans les ganglions
ne sont a ce jour que partiellement connus.

3.4.1 Capacité migratoire des lymphocytes T dans les tissus

Les lymphocytes T sont des cellules extrémement mobiles. Leur vélocité moyenne
dans les ganglions lymphatiques est de 10 um/min et peut atteindre plus de 25
um/min (Friedl et al., 1998; Miller et al., 2002; Pittet and Mempel, 2008), ce qui leur
permet de se déplacer rapidement dans leur environnement. Les lymphocytes T
utilisent le mode amiboide pour se déplacer dans les tissus. Ce mécanisme de
migration nécessite une réorganisation du cytosquelette aboutissant a un changement
morphologique, avec un allongement du lymphocyte T jusqu’a 10-15 um, et a la
redistribution des récepteurs de surface. Généralement, celle-ci est induite par des
ligands de différents récepteurs couplés a des protéines G trimériques, principalement
des récepteurs a chimiokines, qui activent des voies de signalisation controlées par des
GTPases. La polymérisation et dépolymérisation de I'actine activée par les GTPases
aboutit a la mise en place de réseaux de fibres d’actine dans le cytoplasme,
permettant la formation de protrusions au niveau de la membrane. On constate alors
une polarisation de la cellule avec le front de migration (ou lamellipode), riche en
actine, et I'uropode, riche en molécules d’adhésion. Le lamellipode est formé grace a
I'activation de la protéine RAC1 (Nobes and Hall, 1999; del Pozo et al., 1999). I
présente des oscillations dynamiques de la membrane, a l'origine de nouveaux
contacts avec le collagéne de la matrice extracellulaire (Friedl et al., 1998). Au niveau
de I'uropode, formé via I'activation de la voie ROCK/RHO (Nobes and Hall, 1999; del
Pozo et al., 1999), les molécules d’adhésions stabilisent I’orientation de la cellule grace
a la fixation a la matrice extracellulaire. RHO contréle également la contraction
cellulaire (Sanz-Moreno et al., 2008). Plusieurs études ont montré |'existence d’'un
antagonisme entre RHO et RAC1 (Nimnual et al.,, 2003; Sanz-Moreno et al., 2008;
Wildenberg et al., 2006). Le modele de la migration amiboide détermine quatre étapes
interdépendantes (Figure 33) : I'extension du lamellipode grace a la polymérisation de
I'actine, la mise en place d’adhésions avec le substrat au niveau de ce front de
migration, la contraction du corps de la cellule, et le détachement des adhésions au
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niveau de l'uropode accompagné de la dépolymérisation du cytosquelette
(Lauffenburger and Horwitz, 1996).

3.4.2 Une migration aléatoire pour scanner I’environnement

L’étude in vivo de la migration des lymphocytes T dans les ganglions a été facilitée
par le développement des techniques de microscopie bi-photonique. Il est désormais
possible d’observer le comportement des cellules directement dans les organes d’une
souris anesthésiée. Au début des années 2000, une équipe de recherche s’est
intéressée a la mobilité des lymphocytes T dans les ganglions d’une souris BALB/c
(Miller et al., 2002, 2003). Une fois localisés dans les espaces interfolliculaires du
cortex, les lymphocytes T se déplacent selon un mouvement « stop-and-go ». lls
avancent par saccades, alternant des moments de forte mobilité pouvant atteindre 25
um/min, et des phases presque stationnaires. Ces changements de vélocité ont lieu
toutes les deux minutes en moyenne. Au cours de la phase de forte mobilité, les
lymphocytes T semblent suivre une trajectoire linéaire. En revanche, si on s’intéresse a
leur itinéraire global, on constate qu’ils effectuent un mouvement totalement
aléatoire, sur un plan tridimensionnel, avec une vitesse moyenne de 10 pm/min. Ce
mouvement aléatoire semble en fait fortement influencé par la présence des FRC. La
zone T est constituée d’un réseau tres dense de FRC, qui la délimitent et empéchent
les lymphocytes T de pénétrer dans les follicules B. Les lymphocytes T se déplacent le
long de ce réseau, en suivant les angles formés par les fibres (Bajénoff et al., 2006). La
migration aléatoire des lymphocytes T leur permet sans doute de scanner I’'ensemble
de leur environnement, afin de favoriser leur rencontre avec I'antigéne. En
conséquence, aprés activation, la mobilité des lymphocytes T ayant proliféré diminue
(Miller et al., 2002, 2003).

3.4.3 Controle de la mobilité basale par les chimiokines

La mise en évidence d’un schéma de migration aléatoire remet en question
I’hypothese d’un gradient de chimiokines guidant les lymphocytes T dans les ganglions
par chimiotaxie. En revanche, certaines chimiokines sont capables d’induire la mobilité
des lymphocytes T sans gradient de concentration, on parle alors de chimiokinésie.
Dans la zone T des ganglions, de nombreuses chimiokines sont produites, en particulier
CCL19, CCL21 et CXCL12. Ces dernieres représentent de bonnes candidates a une
potentielle induction de la migration par chimiokinésie.

Plusieurs équipes ont montré que la mobilité des lymphocytes T dans les ganglions
était dépendante de la protéine trimérique G;. Celle-ci peut étre inhibée par la toxine
pertussique (PTX), qui empéche le couplage de G; avec les RCPG. In vivo, un traitement
avec la PTX diminue trés fortement la mobilité des lymphocytes T dans les ganglions
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(Asperti-Boursin et al., 2007; Okada and Cyster, 2007), indiquant que la mobilité basale
des lymphocytes T n’est pas intrinseque mais dépend de facteurs environnementaux
capables d’activer un ou plusieurs RCPG a leur surface. Plus précisément, le caractére
essentiel de Ccr7 et de ses ligands Ccl19 et Ccl21 a pu étre mis en évidence par le biais
d’expérimentations in vivo par imagerie bi-photonique. Dans des souris portant la
mutation paucity of lymph node T cells (plt/plt), qui sont déficientes en Ccl19 et Ccl21,
la mobilité des lymphocytes T dans le ganglion est diminuée par rapport aux non
mutées. A l'inverse, la présence de Ccl19 exogéne est suffisante a elle seule pour
induire la localisation et la forte vélocité des lymphocytes T (Asperti-Boursin et al.,
2007; Okada and Cyster, 2007; Worbs et al., 2007). De méme, les lymphocytes T Ccr7-
KO se déplacent beaucoup moins que les lymphocytes T non mutés. In vitro, la
mobilité des lymphocytes T est induite par CCL21 immobilisée dans une matrice de
collagene et de fibronectine. Soluble, CCL21 n’a aucun effet (Woolf et al., 2007). On
parle alors de haptokinésie, en opposition a la chimiokinésie lors de laquelle les
chimiokines sont solubles dans le milieu extracellulaire. Dans les ganglions, CCL21 est
exprimée a la membrane des FRC, liée a des protéoglycanes, ce qui permet sans doute
son action sur les lymphocytes T. Il est a noter que l'effet observé dans les
expérimentations citées concerne la vélocité des cellules, mais pas la direction du
mouvement. De plus, des tests de chimiotaxie in vitro montrent que Ccl21 n’a pas
besoin d’étre présent en gradient pour induire la migration des lymphocytes T (Okada
and Cyster, 2007), ce qui souligne le caractére chimiokinétique (voire méme
haptokinétique) du signal induit par Ccr7 et ses ligands.

Nous avons vu que dans les HEV, la stimulation de Ccr7 par ses ligands active les
intégrines et aboutit a une adhésion forte avec la membrane de I'endothélium. Or, la
rapidité de mouvement des lymphocytes T dans le ganglion implique des adhésions
faibles et transitoires a la matrice extracellulaire. Dans les tissus, en |'absence des
forces de cisaillement que I'on retrouve dans la circulation sanguine, Ccl21 induit la
polarisation des intégrines Lfa-1 et Vla-4 a la membrane des lymphocytes T, mais sans
générer d’adhésion a la matrice (Woolf et al.,, 2007). L'absence d’adhésion forte
pourrait permettre la forte vélocité des lymphocytes T.

Finalement, la signalisation médiée par CCR7, exprimé par les lymphocytes T, et
CCL19/CCL21, présents dans I’environnement, constitue un facteur majeur dans la
migration basale des lymphocytes T dans les ganglions. Cependant, le défaut de
migration induit par une déficience de ces chimiokines ou de leur récepteur n’est
responsable que d’environ 40% de la mobilité médiée par la sous-unité Ga; (Asperti-
Boursin et al., 2007; Okada and Cyster, 2007). Il reste donc un autre RCPG a identifier,
également impliqué dans ce processus. CXCR4 n’est pas ce récepteur. En effet,
I’'antagonisme de CXCR4 n’a aucun effet sur la mobilité (Asperti-Boursin et al., 2007;
Okada and Cyster, 2007).
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3.4.4 Controle de la localisation par le S1P

Les chimiokines ne sont pas les seules molécules impliquées dans la mobilité et la
localisation des lymphocytes T dans les ganglions. Plusieurs études ont mis en
évidence le role du S1P dans le positionnement de différents types lymphocytaires. La
premiere concerne le maintien des lymphocytes Tfh et B dans les centres germinatifs
des ganglions. Aprés activation, I'expression de Cxcr5 augmente et celle de Ccr7
diminue dans les lymphocytes Tfh, ce qui les oriente vers les follicules B ou ils peuvent
activer les lymphocytes B et maintenir leur prolifération dans les centres germinatifs
nouvellement formés (Hardtke et al., 2005; Haynes et al., 2007). Cependant, les
cellules déficientes en Cxcr5 peuvent encore rejoindre les follicules B, suggérant qu’un
autre facteur est impliqué dans ce repositionnement (Haynes et al., 2007). Une double
déficience en Cxcr5 et S1pr2 inhibe plus fortement la localisation des lymphocytes Tfh
au niveau des centres germinatifs. Ces deux récepteurs agissent en coopération dans
la relocalisation des lymphocytes Tfh (Moriyama et al., 2014). Pour comprendre le réle
de Slpr2 dans ce processus, I'équipe de T. Okada a utilisé un modele de souris
S1pr2"e"*, Ces derniéres possédent un allele dans lequel une large portion de la
région codante de S1pr2 a été remplacée par la séquence de la protéine fluorescente
Venus. Ce modeéle permet de visualiser I'expression membranaire de S1pr2. Celui-ci est
plus fortement exprimé par les lymphocytes Tfh présents dans les centres germinatifs
que par les autres lymphocytes T auxiliaires, tandis que les CD4+ naifs ne |'expriment
pas. L'étude montre que S1pr2 retient les lymphocytes Tfh dans les centres germinatifs
(Moriyama et al., 2014) (Figure 34). Autre détail intéressant, I’expression de KIf2, et en
conséquence de Slprl, est réduite dans les lymphocytes Tfh lors de leur
différenciation. Une surexpression de KIf2 dans les lymphocytes Tfh apres la formation
des centres germinatifs (grace a un systéme inductible par tamoxifene) induit le retour
des lymphocytes Tfh dans la zone T (Weber et al.,, 2015). La diminution de Slprl
pourrait donc favoriser la localisation dans la zone B. Les lymphocytes Tfh
présenteraient donc une diminution de I'expression du Slprl membranaire pour
permettre a S1pr2 de réaliser son action inhibitrice de migration.

En plus des lymphocytes Tfh, Slpr2 retient également les lymphocytes B a
I'intérieur des centres germinatifs en signalant via la sous-unité Gaj,/13 et la protéine
Rho (Green et al., 2011; Muppidi et al., 2014). Les lymphocytes B surexprimant S1pr2
se positionnent automatiquement dans les centres germinatifs (Figure 34). Ce signal
vient probablement contrebalancer les autres signaux chimiotactiques du cortex
ganglionnaires. En effet, S1pr2 inhibe la réponse des lymphocytes B des centres
germinatifs aux chimiokines Cxcl12 et Cxcl13 in vitro (Green et al., 2011).
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Figure 34 : Le S1P régule le positionnement des lymphocytes Tfh et B dans les
follicules B et les centres germinatifs des ganglions.

Les lymphocytes T naifs et certains lymphocytes T activés (plusieurs jours aprés
stimulation antigénique) expriment Slprl, qui leur permet de sortir par les sinus
lymphatiques efférents ou la concentration en S1P est forte. Certains lymphocytes T
CD4+ activés se différencient en lymphocytes Tfh. lls diminuent leur expression de
S1prl et augmentent celle de S1pr2, ce qui leur permet de se positionner au niveau des
follicules B. S1pr2 retient les lymphocytes Tfh et B dans les centres germinatifs en
induisant leur retour vers le centre germinatif s’ils en sortent. Le contréle de la
migration et du positionnement des lymphocytes par S1lprl et S1pr2 est permis par les
gradients de S1P, d’'une part entre le ganglion et les sinus lymphatiques, d’autre part
entre les différentes zones tissulaires (schématisé ici par un gradient de couleur dans le
centre germinatif). S1P : sphingosine-1-phosphate ; S1pr : récepteur au sphingosine-1-
phosphate ; Tfh : lymphocyte T follicular helper.

(Baeyens et al., 2015)

Un autre exemple concerne l'implication de S1PR5 dans le positionnement des
lymphocytes NK. Dans les ganglions, quelques cellules immunitaires innées sont
présentes pour aider a bloquer la propagation des infections. Parmi elles, les
lymphocytes NK produisent de I'IFNy, qui empéche la sortie des pathogénes par la
lymphe afférente, protégeant ainsi I'organisme d’une infection systémique. Les
lymphocytes NK sont localisés dans la médulla, dans les zones interfolliculaires proches
du sinus sous-capsulaire, et a la frontiére entre la zone T et les follicules B. Les souris
déficientes pour Spns2, qui n"ont donc pas de S1P dans le parenchyme du ganglion,
présentent un défaut de localisation des lymphocytes NK (Fang et al.,, 2017). Notre
équipe en collaboration avec celle de K. Balabanian a aussi montré que la localisation
était dépendante des récepteurs S1pr5 et Cxcrd, connus pour étre impliqués dans la
sortie des lymphocytes NK des organes lymphoides (Jenne et al., 2009a; Mayol et al.,
2011; Walzer et al., 2007). Enfin, le S1P participe également au positionnement des
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lymphocytes dans d’autres organes lymphoides secondaires. Ainsi, la localisation des
lymphocytes B dans la zone marginale de la rate est médiée par S1prl (Cinamon et al.,
2004).

Il est évident que le réle du S1P et de ses différents récepteurs dans la localisation
des lymphocytes T dans les OLS commence tout juste a étre exploré. Il est en outre
intéressant de constater que le S1P peut a la fois promouvoir la sortie des lymphocytes
T des OLS, et controler leur position au sein méme de ces organes. De nombreuses
études in vitro et in vivo seront nécessaires pour mieux comprendre leur implication
dans la migration intra-tissulaire, ainsi que le caractére essentiel — ou non — de cette
implication dans le déroulement de la réponse immunitaire.

3.5 Impact de I'activation des lymphocytes T sur leur rétention dans les
ganglions

A ’homéostasie, les lymphocytes T murins résident dans les ganglions entre 12h et
24h (Mandl et al., 2012). En situation d’infection, les lymphocytes T qui reconnaissent
un antigéne doivent rester plus longtemps dans les OLS, afin de proliférer et de se
différencier en lymphocytes T effecteurs. Apres stimulation antigénique, les
lymphocytes T qui se déplacaient de facon rapide et aléatoire dans le ganglion se
regroupent en clusters quasiment immobiles. Les cellules qui ont proliféré apres
activation perdent leur mobilité au sein du ganglion (Miller et al., 2002). De plus, la
stimulation antigénique des lymphocytes T dans les ganglions est suivie par une
diminution transitoire de leur nombre dans les vaisseaux lymphatiques efférents
(Cahill et al., 1976; Hall and Morris, 1965). Trois jours aprés stimulation par I'antigéne,
les lymphocytes T retrouvent leur mobilité basale d’avant stimulation, avec une vitesse
moyenne de 12 um/min (Bréart and Bousso, 2016) ; et on commence a trouver des
lymphocytes T activés et ayant proliféré dans la lymphe des ganglions drainants
(Matloubian et al., 2004). Il existe donc un mécanisme permettant la rétention
transitoire des lymphocytes T dans les ganglions apres leur activation, probablement
pour optimiser la différentiation et I'expansion clonale avant de les laisser gagner le
site de l'infection.

Certains récepteurs chimiotactiques entrent en jeu dans ce processus. Dans les
lymphocytes T primaires humains et murins, juste aprés activation, I'expression ARNm
et protéique de KLF2 est augmentée, puis supprimée apres quelques heures, in vitro et
ex vivo (Kuo et al., 1997; Schober et al., 1999; Wu and Lingrel, 2005). CD69 quant a lui
est rapidement surexprimé par les lymphocytes T arrivant dans les ganglions
enflammés (Grigorova et al.,, 2010). En cohérence avec cette observation, la
stimulation TCR in vitro des lymphocytes T Cd4+ murins avec des anticorps anti-Cd3 et
anti-Cd28 induit la diminution en ARNm et en protéine de Slprl et Slpr4, ainsi que la
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suppression de la capacité a migrer vers le S1P (Graeler and Goetzl, 2002). Les analyses
in vivo chez la souris confirment ces résultats. A J+1 aprés stimulation antigénique,
I'expression en ARNm de Slprl des lymphocytes T spécifiques de I'antigene diminue
d’un facteur 100, et ces derniers perdent leur capacité a migrer en réponse au S1P
(Matloubian et al., 2004). Plus précisément, I'expression de S1lprl diminue d’autant
plus fortement que I'affinité du TCR pour I'antigéne est forte (Bréart and Bousso,
2016).

A Rétention des

lymphocytes favorisée :

e Faible expression de

S1PR1 car lymphocyte T

arrivé récemment depuis le

sang

e Lymphocyte T récemment

activé

e Lymphocyte T exposé au

FTY720

lymphatique o
L]
S1P .

S1PR1
o Ve %

Cellule
stromale

Sortie des lymphocytes
favorisée :
e Forte expression de S1PR1
car lymphocyte T
resensibilisé au S1P dans le
ganglion
e Lymphocyte T effecteur
e Faible expression de CCR7
car lymphocyte T effecteur

Figure 35 : Controle de la rétention et de la sortie des ganglions par CCR7 et S1PR1.
S1PR1 et CCR7 jouent des réles opposés dans la sortie des lymphocytes T des ganglions
lymphatiques. (A) Les lymphocytes T qui arrivent du sang y ont vu leur S1PR1
membranaire internalisé par la forte concentration en S1P. Une fois dans le
parenchyme, il leur faut un certain temps pour ré-acquérir I’expression de S1PR1 en
surface. Aprés stimulation antigénique, I'expression de S1PR1 est diminuée. Enfin, le
FTY720 induit I'internalisation et la dégradation du récepteur. Dans ces trois situations,
la faible expression membranaire de S1PR1 couplée a I'expression de CCR7 retient les
lymphocytes T dans le ganglion. (B) A Iinverse, aprés un certain temps passé dans le
ganglion, ou quelques jours aprés activation, les lymphocytes T ré-acquierent
I’expression de S1PR1 a leur surface, tout en diminuant CCR7. S1PR1 permet de
contrebalancer les signaux de rétention et favorise le passage des lymphocytes T vers les
sinus lymphatiques. S1PR1 : récepteur au sphingosine-1-phosphate 1 ; CCR7 : C-C motif
chemokine receptor 7.

(Cyster and Schwab, 2012)
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Plusieurs études ont montré que I'expression de S1PR1 était essentielle a la sortie
des lymphocytes T des OLS, comme nous le verrons plus en détail dans le chapitre
suivant. Sachant cela, les observations précédentes suggerent que la diminution de
I’expression de S1PR1 empécherait la sortie des ganglions des lymphocytes T de forte
affinité afin d’optimiser leur expansion et leur différenciation (Figure 35A). A 'inverse
de S1PR1, CCR7 induit la rétention des lymphocytes T dans les OLS : quand on bloque
I’entrée dans les ganglions avec des anticorps bloquants ciblant les intégrines al et a4,
les lymphocytes Cer7” sortent plus vite des ganglions que les lymphocytes Cer7”*
(Pham et al., 2008). Au contraire, les lymphocytes T surexprimant Ccr7 s’accumulent
dans la zone T du ganglion. L’équipe de J. Cyster a montré dans cette étude que Slprl
permettait de contrebalancer la rétention médiée par Ccr7. Ainsi, a J+3 aprés
stimulation, les lymphocytes T ayant réalisé au moins quatre divisions ré-acquierent
I'expression de S1prl a leur surface tout en diminuant celle de Ccr7 (Figure 35B). Les
lymphocytes T activés qu’on trouve alors dans la lymphe des ganglions drainants ré-
expriment Slprl a leur surface et peuvent de nouveau migrer en réponse au S1P
(Matloubian et al., 2004). De ce fait, la ré-acquisition de S1prl par les lymphocytes T
nouvellement activés est associée a leur sortie des ganglions.

D’autres molécules pourraient étre également impliquées dans la rétention des
lymphocytes T apres stimulation. Par exemple, durant la phase précoce d’activation,
les lymphocytes T CD8+ semblent retenus dans les ganglions grace a la class I-
restricted T cell-associated molecule (CRTAM) (Takeuchi et al., 2009). Ce récepteur de
surface est exprimé principalement par les lymphocytes T CD8+, et est induit de facon
transitoire juste apres la stimulation antigénique. Son ligand, la nectin-like molecule-2
(NECL2), est exprimé par les cellules dendritiques présentes dans la zone T.
L'interaction Crtam/Necl2 est essentielle a la rétention des lymphocytes T CD8+ activés
dans les ganglions. En effet, une déficience en Crtam est responsable d’'un défaut
d’accumulation de ces lymphocytes dans les ganglions drainants.

La rétention des lymphocytes T succédant a la stimulation du TCR par un antigene
pourrait étre un moyen de les maintenir dans un environnement favorable a leur
différentiation et leur expansion clonale. De plus, certains lymphocytes T doivent
exercer leur activité immunitaire directement dans les OLS. Par exemple, apres
activation, les lymphocytes Tfh augmentent leur expression de Cxcr5 tout en réduisant
celle de Ccr7. De cette fagon, ils peuvent rejoindre les follicules B, attirés par la
chimiokine Cxcl13 produite par les FDC (Ansel et al., 1999; Hardtke et al., 2005; Haynes
et al., 2007). La diminution d’expression de S1prl pourrait les empécher de rejoindre
la circulation sanguine avant d’avoir participé a la maturation des centres germinatifs.
Au bout de quelques jours, les lymphocytes T effecteurs ayant terminé leur
différenciation ré-expriment Slprl et sortent des ganglions par la lymphe afférente
grace au S1P.
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3.6 Sortie des OLS

La sortie des lymphocytes T des ganglions se fait par le canal lymphatique efférent
et, comme pour le thymus, est dépendante du S1P. En effet, de facon similaire aux
études faites sur le thymus, il a été montré qu’un traitement au FTY720 (agoniste de
quatre des cing Slpr), induit une lymphopénie périphérique en séquestrant les
lymphocytes T matures dans les OLS (Brinkmann et al., 2002; Chiba et al., 1998). De
plus, le récepteur impliqué déclenche une voie de signalisation recrutant une protéine
trimérique G avec une sous-unité a;. Si on injecte des lymphocytes T pré-traités a la
PTX dans des souris, puis qu’on bloque I'entrée des ganglions trois heures plus tard a
I'aide d’un anticorps anti-a4, on observe une diminution de la sortie des lymphocytes T
(Lo et al., 2005). Deux hypothéses pourraient expliquer comment le FTY720 induirait
une lymphopénie. La premiere serait qu’il agirait en antagoniste fonctionnel sur le
S1lprl exprimé par les lymphocytes T. Ainsi, les lymphocytes T pré-traités au FTY720
migrent moins bien ex vivo (Matloubian et al., 2004), et les lymphocytes Slprl'/' ne
sortent plus des OLS et du thymus (Allende et al., 2004; Matloubian et al., 2004). Une
autre hypothese serait que le FTY720 agirait directement sur la perméabilité des
cellules endothéliales du sinus lymphatique (Wei et al., 2005).

3.6.1 La sortie des ganglions est dépendante de S1PR1 et du gradient
de S1P

La nécessité pour les lymphocytes T d’exprimer S1PR1 a leur surface a été
démontrée dans plusieurs études utilisant des transferts adoptifs de lymphocytes T
déficients pour S1prl ou le surexprimant. Ainsi, une surexpression de Slprl par les
lymphocytes T induit une augmentation de leur sortie des ganglions, alors que la sortie
des lymphocytes T Slpr1+/' est diminuée par rapport aux lymphocytes T Slpr1+/+ (Lo et
al., 2005). Les lymphocytes T Slprl'/' sont capables d’entrer dans les ganglions, la rate
et les plaques de Peyer, et de se placer correctement dans la zone T, mais sont
incapables d’en sortir: apres une injection en IV, on assiste a une absence de
lymphocytes T Slprl'/' dans la lymphe accompagnée d’une diminution de leur nombre
dans le sang (Matloubian et al., 2004). Ces expériences montrent que SIprl est
essentiel au passage des lymphocytes T du parenchyme au sinus lymphatique efférent
(Figure 36A).

Toujours comme pour le thymus, la sortie médiée par le S1P est dépendante d’un
gradient de concentration entre le parenchyme ganglionnaire et la lymphe. Dans les
souris Sphk-KO, le S1P disparait du plasma et de la lymphe alors que dans les souris
contrbles sa concentration y est d’environ 100 nM (Pappu et al., 2007). En méme
temps, on assiste a une diminution du nombre de lymphocytes T circulants. Le niveau
élevé de S1P dans la lymphe et le sang est donc essentiel a la recirculation des
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lymphocytes T (Figure 36B). A I'inverse, la S1P-lyase est une enzyme qui dégrade le S1P
et peut étre inhibée par le 2-acetyl-4-tetrahydroxybutylimidazole (THI), un colorant
alimentaire. Si on traite une souris avec du THI, la concentration en S1P dans les
organes lymphoides, initialement de 20, 40, et 150 ng/g de tissu dans le thymus, les
ganglions et la rate respectivement (dans cette étude), augmente d’un facteur 100,
avec pour conséquence une lymphopénie (Schwab et al., 2005). Pour comparaison,
dans cette étude, la concentration en S1P dans le sang des souris contréles est estimée
a 330 ng/g. Ainsi, le maintien d’une concentration faible de S1P interstitiel dans les OLS
par la S1P-lyase est également nécessaire a la sortie des lymphocytes T (Figure 36B).
De ce fait, il semble établi que les lymphocytes T sortent des OLS grace au Slprl
exprimé a leur surface, d’'une facon dépendante du gradient de S1P entre le tissu
lymphoide et la lymphe et le sang.
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Figure 36 : La sortie des lymphocytes T des ganglions dépend de S1prl et du gradient
de S1P.

(A) LU'expression de S1prl est essentielle au passage des lymphocytes T des ganglions
vers la lymphe efférente. (B) Cette migration dépend d’un gradient de concentration de
S1P, qui est fortement présent dans la lymphe et faiblement dans les tissus. La
disruption de ce gradient altére la sortie des lymphocytes T. S1P : sphingosine-1-
phosphate ; Sphk-KO : sphingosine-kinase knock-out ; THI : 2-acetyl-4-
tetrahydroxybutylimidazole.

3.6.2 Dynamique de migration a travers les sinusoides

Les équipes qui se sont intéressées a I'hypothése selon laquelle le FTY720 agirait
plutdt sur les cellules endothéliales pour bloquer la sortie des lymphocytes T ont
apporté des éléments permettant de commencer a comprendre la dynamique de
migration vers les sinusoides. Pour sortir des ganglions, les lymphocytes T doivent
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rejoindre puis traverser la barriere endothéliale des sinus lymphatiques, en passant de
la face abluminale a la lumiére du sinus. Dans les souris traitées avec du FTY720, les
lymphocytes T ne passent plus dans les sinus lymphatiques car ils sont séquestrés du
coté abluminal de I'endothélium du sinus (Mandala et al., 2002). Le systéeme S1P/S1PR
semble donc crucial pour la migration transendothéliale. L’utilisation du SEW2871, un
agoniste sélectif de S1IPR1, montre que le récepteur impacté par le FTY720 est S1PR1.
En présence de SEW2871 dans des ganglions explantés, les lymphocytes T de la zone
médullaire se pressent de facon répétée contre les parois du sinus sans réussir a
passer (Wei et al., 2005). La mobilité des lymphocytes T situés dans une région plus
éloignée des sinus n’est pas impactée. Aprés lavage pour éliminer I'agoniste, les
lymphocytes T peuvent traverser la barriére. lls traversent en flux régulier, a une
vitesse de 3,9 um/min. L’étude suggére que le SEW2871 inhiberait la sortie des
ganglions en agissant sur le S1prl des cellules endothéliales.

L'équipe de J. Cyster et ses collaborateurs ont pu analyser de fagon précise par
imagerie bi-photonique le parcours des lymphocytes T du cortex jusqu’au vaisseau
lymphatique efférent. Les sinus corticaux prennent naissance dans le cortex, a
I'intérieur du ganglion, et rejoignent les sinus médullaires en périphérie (Grigorova et
al., 2010). Les lymphocytes T du parenchyme, migrant de facon aléatoire, entrent en
contact avec un sinus cortical (Figure 28 — (3)). lls le sondent et y adhérent d’une fagon
indépendante de S1prl (Benechet et al., 2016; Grigorova et al., 2009; Zhi et al., 2011).
Une fois a ce niveau, ils migrent le long de la surface du sinus, y restant attachés
parfois jusqu’a 10 min. Les lymphocytes T Slprl'/' ne dépassent pas cette étape,
incapables de franchir I’'endothélium. En revanche, un tiers des lymphocytes T Slpr1+/+
allongent des protrusions a travers le sinus au niveau de leur front de migration, puis
le traversent pour entrer dans la lumiere du sinus (Grigorova et al., 2009; Zhi et al.,
2011) (Figure 28 — (4)). Il arrive que plusieurs lymphocytes passent par le méme point,
suggérant la présence de « hot spots » oU la migration est facilitée. La migration
transendothéliale vers le sinus lymphatique est donc dépendante de Slprl. En
regardant la forme des cellules, Grigorova et ses collégues ont déterminé que les sinus
corticaux présentant des lymphocytes T avec une forme arrondie étaient ceux ou le
flux lymphatique était le plus important, et ou les lymphocytes n’étaient donc plus
adhérents (Grigorova et al., 2009, 2010). Dans les régions ou le flux est faible, la
migration a travers I'endothélium du sinus est bidirectionnelle : 50% des lymphocytes
T retournent dans le parenchyme apres étre entrés dans le sinus, suggérant |'existence
d’une balance entre les signaux de rétention et d’attraction vers les sinus (Grigorova et
al., 2009; Zhi et al., 2011). Dans les sinus corticaux ou le flux est plus fort, les
lymphocytes T retrouvent une forme ronde et se déplacent de facon unidirectionnelle
et a vitesse constante. lls atteignent ainsi le sinus médullaire qui rejoint le vaisseau
lymphatique efférent (Figure 28 — (5)). Ce dernier menera les lymphocytes T jusqu’au
canal thoracique, qui fait le lien entre les réseaux lymphatiques et sanguins.
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3.6.3 Signaux de rétention empéchant la sortie des ganglions

Une étude récente a montré que les lymphocytes T murins surexprimant S1lpr2
restent bloqués dans les ganglions (Laidlaw et al., 2019), suggérant que S1pr2 pourrait
induire un signal de rétention dans les OLS. D’autres signaux bloquant la migration ont,
eux, été identifiés de facon formelle chez la souris. Comme nous I'avons vu au chapitre
3.5, la signalisation de Ccl19 et Ccl21 par Ccr7 retient les lymphocytes T dans les
ganglions (Pham et al., 2008). Ainsi, Slprl jouerait deux réles majeurs dans ce
contexte : contre-balancer le signal de rétention de Ccr7, et permettre directement la
sortie des lymphocytes T par les sinus lymphatiques. Cxcr4 semble aussi impliqué dans
la rétention des lymphocytes T, en coopération avec Ccr7 : si on inhibe Cxcrd et qu’on
bloque I'entrée dans les ganglions, les lymphocytes T en sortent plus facilement (Nakai
et al.,, 2014). Il a également été montré que Lfa-1 contribuait a la rétention des
lymphocytes T dans les ganglions (Reichardt et al., 2013). Par microscopie bi-

¥+ aprés avoir sondé

photonique, on peut voir que les lymphocytes T Lfa-1
I'endothélium lymphatique et étre entrés en contact avec la molécule lcam-1,
retournent fréquemment dans le parenchyme, alors que les lymphocytes T Lfa—l'/'
passent directement dans les sinus, avec une vitesse de migration plus élevée que les
lymphocytes T Lfa—1+/+. Ceci suggeére que lintégrine Lfa-1 retarde la sortie des
lymphocytes T en les incitant a retourner dans le parenchyme. Enfin, comme pour le
passage dans la lymphe afférente, des molécules d’adhésion pourraient étre

impliquées dans la migration vers la lymphe efférente.

3.6.4 Sortie des autres OLS

Les études sur la sortie des lymphocytes T des OLS se focalisent principalement sur
les ganglions, probablement car ils sont plus faciles a manipuler que les MALT ou les
GALT, dont la structure est moins définie. On trouve quelques rares données
concernant les plaques de Peyer dans la littérature. Le traitement au FTY720 révele
une augmentation du nombre de lymphocytes T dans les plaques de Peyer (Chiba et
al., 1998). Leur sortie a lieu par des vaisseaux lymphatiques (Azzali, 2003). La
recirculation des lymphocytes T des plaques de Peyer pourrait donc dépendre des
mémes mécanismes que dans les ganglions, médiée par S1PR1 et les gradients de S1P.
A I'inverse des ganglions et des plaques de Peyer, le traitement au FTY720 réduit le
nombre de lymphocytes T dans la rate (Honig et al., 2003). La rate est un organe
fortement irrigué ou, bien que plus faible que dans le sang, la concentration en S1P est
plus élevée que dans le thymus ou les ganglions (Schwab et al., 2005). Les lymphocytes
T sortent de la rate directement par le sang en passant par la pulpe rouge, mais leur
voie de sortie n’a pas encore été clairement définie.
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3.7 Le systéeme S1P/S1PR dans la migration des lymphocytes T en
condition pathologique

Ainsi que nous avons pu le voir, le S1P et ses récepteurs, en particulier SIPR1, sont
largement impliqués dans la circulation des lymphocytes T dans |'organisme a
I’'homéostasie. Qu’en est-il en cas d’inflammation ? Bien que la concentration en S1P
dans les tissus non-lymphoides soit faible par rapport au sang, il arrive dans certaines
conditions pathophysiologiques que celle-ci soit augmentée localement. En
conséquence, I'altération des gradients de S1P pourrait étre a I'origine de la rétention
des cellules immunitaires dans les tissus enflammés, mais aussi du recrutement des
cellules circulantes. Le systeme S1P/S1PR pourrait jouer un rdle important dans la
mobilisation des lymphocytes T en condition inflammatoire ou tumorale.

3.7.1 La migration S1P des lymphocytes T en contexte infectieux

L'inflammation est une réaction immunitaire en réponse a un dommage tissulaire
ou une infection causée par un agent externe (microorganisme pathogene, allergene)
ou interne (cellule immunitaire autoréactive, cellule cancéreuse). Les facteurs générés
lors de [linflammation induisent de nombreuses modifications vasculaires et
histologiques, et permettent I'activation et le recrutement de cellules immunitaires.
Plusieurs exemples ont révélé que l'induction de l'inflammation pouvait stimuler
I’augmentation locale de la concentration en S1P. L'injection de splénocytes BALB/c ou
de particules adénovirales dans I'oreille d’une souris C57BL/6, ou de thioglycollate en
intra-péritonéal, accroit fortement le niveau de S1P pendant un a sept jours (Keul et
al., 2011; Ledgerwood et al., 2008). L’augmentation est locale et transitoire, puisque le
S1P revient a sa concentration basale lorsque [linflammation est résolue.
L’hypercholestérolémie chez les lapins est associée a une augmentation de I'activité
des plaquettes, qui relarguent beaucoup plus de S1P qu’en condition non-
inflammatoire (Son et al., 2008). Chez I’'homme, ce constat a pu étre fait dans plusieurs
maladies autoimmunes : certains patients atteints de sclérose en plague présentent
des niveaux élevés de S1P dans le sérum ou dans le fluide cérébrospinal (Kutakowska
et al., 2010). Apres stimulation avec I'allergeéne, la concentration en S1P et le nombre
de lymphocytes, neutrophiles et éosinophiles augmente dans les voies respiratoires
des patients asthmatiqgues (Ammit et al., 2001).

Le S1P agissant dans de nombreux processus, son augmentation lors d’une
inflammation pourrait avoir de nombreuses conséquences, en particulier sur les
modifications vasculaires des tissus, mais aussi sur la migration des cellules
immunitaires. Cependant, on en sait peu sur le réle du systéme S1P/S1PR dans la
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mobilisation des lymphocytes T en condition inflammatoire. Celle-ci pourrait étre faite
de deux maniéres : d’une part en les séquestrant dans les tissus ; d’autre part en les
recrutant par chimiotaxie.

D’aprés Ledgerwood et ses collégues, I'augmentation locale de S1P retiendrait les
lymphocytes T dans les zones enflammées (Ledgerwood et al., 2008). La stimulation de
S1prl par le S1P dans ces conditions induirait I'arrét du mouvement des lymphocytes T
apres leur adhérence initiale du c6té basal de 'endothélium lymphatique. L’arrét serait
dd a 'augmentation de I'adhérence par les molécules d’adhésion Lfa-1/Icam-1 et very
late antigen-4 (VLA-4)/Vcam-1. Cependant, les auteurs ne sont pas clairs sur le
mécanisme qui serait induit par le S1P sur S1prl. On pourrait suggérer ici I'intervention
de S1pr2, comme c’est le cas pour les macrophages humains, qui sont retenus dans les
plaques d’athéroscléroses par S1PR2 (Skoura, Athanasia et al., 2011). Une autre étude
suggere également que S1PR1 retiendrait les lymphocytes T sur le site de
I'inflammation, cette fois-ci non pas en inhibant leur migration mais en la stimulant
(Jaigirdar et al., 2017). L’injection de lipopolysaccharide (LPS) dans I'oreille d’une souris
crée une réaction inflammatoire. Les lymphocytes T Cd4+ activés sont plus nombreux
sur le site de l'inflammation que lorsque qu’on injecte du PBS a la souris. lls se
déplacent plus vite dans le tissu, avec une vélocité supérieure a 2 um/min et une
trajectoire aléatoire. Afin de vérifier si 'augmentation du nombre de lymphocytes T
présents était d a une rétention ou un recrutement, les auteurs ont pré-traité des
lymphocytes T OT-1l (spécifiques du LPS) activés avec du FTY720 ou un antagoniste de
Slprl avant de les transférer directement dans l'oreille. Le traitement diminue le
nombre de lymphocytes T dans les tissus enflammés, indiquant qu’ils y sont retenus
d’une facon dépendante de Slprl. L'activité Sphkl est accrue sur le site de
I'inflammation, ce qui laisse penser que les niveaux de S1P sont augmentés par rapport
aux tissus non stimulés. Dans I'arthrite rhumatoide chez I’'homme, les lymphocytes T
CD4+ activés s’accumulent dans le synovium enflammé, ou I'activité de la SPHK1 est
également forte. Cette étude propose donc qu’en cas d’inflammation, I'augmentation
du S1P tissulaire produit par la SPHK1 contribue a la rétention dépendante de S1PR1
des lymphocytes T CD4+ activés.

Il n'existe pour l'instant pas d’étude montrant clairement que lI'augmentation
tissulaire de S1P lors d’'une inflammation favoriserait le recrutement de lymphocytes T.
Dans les Iésions d’ischémie-reperfusion rénales, I'infiltration précoce et transitoire des
lymphocytes T CD4+ est médiée par S1PR1 (Lai et al., 2007). Cependant, aucun lien
n’est fait entre cette infiltration et une augmentation éventuelle de S1P. Par contre,
cela a été montré pour les macrophages: l'inhibition des effets du S1P sur ses
récepteurs avec du FTY720 pendant l'inflammation induit une perte de 80% des
macrophages recrutés sur le site de linflammation. Les gradients de S1P sont
essentiels pour recruter ces derniers via un mécanisme dépendant de S1PR3 (Keul et
al., 2011).
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3.7.2 La migration au S1P des lymphocytes T en contexte tumoral

Le S1P controle plusieurs processus pouvant promouvoir la formation et Ia
croissance d’une tumeur : I'inflammation, la néovascularisation, la prolifération et la
survie cellulaire. L'expression de l'un ou l'autre des récepteurs par les cellules
tumorales a été corrélée a un comportement métastatique, ou au contraire a
I'inhibition de la migration tumorale. Par exemple, des cellules de tumeur gastrique
exprimant exclusivement S1IPR3 migrent en réponse au S1P, alors que la migration de
celles qui expriment surtout S1PR2 est inhibée (Yamashita et al., 2006).

Les lymphocytes T qui envahissent les tumeurs sont appelés lymphocytes infiltrant
la tumeur (TIL). Dans le cas de certaines inflammations chroniques, et notamment des
cancers, l'activation des lymphocytes T peut avoir lieu directement dans le site
enflammé, dans des organes lymphoides dits tertiaires (OLT) (Dieu-Nosjean et al.,
2014). Ces structures sont organisées d’une fagon relativement similaire aux OLS, avec
des follicules de lymphocytes B entourés de lymphocytes T et de cellules dendritiques.
L'infiltration de I'OLT par des HEV permet 'arrivée de lymphocytes T naifs dans I'OLT.
La présence d’OLT au sein d’'une tumeur est généralement associée a un bon pronostic
(Dieu-Nosjean et al., 2014). La sortie des TIL des OLT et leur circulation hors de la
tumeur n’ont pas encore été réellement étudiées. Les OLT possedent cependant des
structures lymphatiques associées, suggérant une recirculation des lymphocytes T par
cette voie. Il serait intéressant de vérifier si cette recirculation est, comme pour les
OLS, dépendante de S1PR1.

Outre les OLT, qui ne sont pas systématiquement présents dans les tumeurs, on
connait mal le réle joué par les S1PR sur le contréle de linfiltration des TIL.
Généralement, les études mettent plutét en avant I'impact de I'expression des S1PR
par les cellules du microenvironnement tumoral sur la sécrétion de facteurs
chimioattractants, et non I'impact de leur expression par les lymphocytes T eux-
mémes. Les tumeurs mettent a profit la fonction régulatrice des lymphocytes Treg
pour supprimer I'immunité anti-tumorale (Darrasse-Jéze et al., 2009). Certaines études
ont montré que Slprl régulait négativement le développement et la circulation en
périphérie des lymphocytes Treg (Liu et al., 2009). A I'inverse, son expression par les
lymphocytes Treg conduirait a I'accumulation de ces derniers dans les tumeurs,
limitant de ce fait linfiltration par les LTc (Priceman et al., 2014). En effet,
I'augmentation de I'expression de S1PR1 par les lymphocytes T CD4+ favorise
I'activation de la voie JAK/Signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3)
et la migration des lymphocytes Treg vers la tumeur. La diminution du nombre de
lymphocytes T CD8+ ne semble par contre pas di a I'expression intrinséque de Slpril.
La régulation de la migration des TIL par le S1P reste encore largement a explorer.
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3.7.3 Utilisation du systeme S1P/S1PR dans les traitements médicaux

Du fait de son impact direct sur les cellules immunitaires, le systéme S1P/S1PR
semble une cible adéquate pour le traitement des maladies autoimmunes. Le FTY720
(Fingolimod ou Ginelya) est le premier inhibiteur des S1PR autorisé par la US Food and
Drug Administration (FDA). Il obtient en France 'autorisation de mise sur le marché
(AMM) en 2011. Le FTY720 est un agoniste de quatre des cing S1PR, S1PR1, 3,4 et 5
(Graler and Goetzl, 2004), qui peut agir comme un antagoniste fonctionnel en
induisant l'internalisation puis la dégradation de S1PR1 (Oo et al., 2007). Comme nous
I'avons vu précédemment, le FTY720 empéche la sortie des lymphocytes T des OLS
(Matloubian et al., 2004; Mehling et al., 2008). Il est actuellement recommandé dans le
traitement de la sclérose en plaques, une maladie autoimmune caractérisée par une
démyélinisation conduisant a une dégénérescence des fibres nerveuses (Brinkmann et
al., 2010; Chun et al., 2019). Le traitement au FTY720 réduit le nombre de lymphocytes
T naifs et Tcw dans le sang des patients. Or, dans la sclérose en plaques, 90% des
lymphocytes T accumulés dans le fluide cérébrospinal sont de phénotype Tewm (Kivisdakk
et al., 2004). L'intérét du traitement est donc d’empécher leur sortie des OLS, afin de
diminuer leur infiltration dans la zone cérébrospinale et limiter la dégradation de la
gaine de myéline.

Actuellement, une douzaine d’autres drogues ciblant le systéme S1P/S1PR sont en
essai clinique (Tsai and Han, 2016). On peut citer I'ozanimod, pour le traitement de la
sclérose en plaques et la rectocolite hémorragique (Cohen et al., 2016; Sandborn et al.,
2016), le ponescimod pour la sclérose en plaque et le psoriasis (Olsson et al., 2014;
Vaclavkova et al., 2014), et le siponimod pour la sclérose en plaque (Kappos et al.,
2018).

En résumé, le S1P et ses récepteurs jouent un role crucial dans la circulation des
lymphocytes T, a 'homéostasie et probablement en condition pathophysiologique. Si
on commence a connaitre assez bien la fonction de S1prl dans ces processus, il n’en
est pas de méme pour les autres récepteurs, en particulier S1pr2 et S1pr4 qui sont
aussi exprimés par les lymphocytes T murins. De plus, les études ayant été menées
principalement chez la souris, on ne sait pas vraiment si le role des S1PR est le méme
chez ’'homme. Mieux comprendre le fonctionnement de ces récepteurs ainsi que leurs
interactions dans la migration des lymphocytes T pourra, a terme, apporter de
nouvelles voies thérapeutiques pour le traitement des maladies autoimmunes et du
cancer.
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OBIJECTIFS DE TRAVAIL

Les lymphocytes T sont des acteurs importants de la réponse immunitaire
adaptative. Leur circulation continue entre les différents compartiments de
I'organisme joue un réle crucial dans I'immunosurveillance. La forte mobilité des
lymphocytes T constitue donc une caractéristique essentielle a leur fonction.

Le passage des lymphocytes T du sang aux tissus lymphoides et non-lymphoides, et
de ces tissus a la lymphe et au sang, est orchestrée par différents récepteurs et
molécules chimiotactiques. Si le processus d’extravasation commence a étre bien
décrit dans la littérature, les mécanismes de sortie des organes lymphoides restent a
ce jour moins compris. On sait que le S1P régule la sortie des lymphocytes T des OLS.
Sa forte concentration dans le sang et la lymphe permet d’attirer les lymphocytes T
hors des OLS, ou la concentration en S1P est faible. Le S1P peut se lier a cing
récepteurs membranaires (S1PR1-5) exprimés en combinatoires variables par les
différentes populations de lymphocytes. Pourtant, les études visant a décrypter le role
de ces récepteurs dans la migration des lymphocytes T se sont principalement
focalisées sur S1prl dans les lymphocytes T naifs murins.

Chez la souris, I'expression de S1prl diminue suite a I'activation des lymphocytes T
(Matloubian et al., 2004), ce qui permettrait de les retenir dans les OLS le temps de
leur différenciation en lymphocytes T effecteurs. Le groupe de Jason Cyster, un
pionnier dans ce domaine, a proposé que les lymphocytes T effecteurs tardifs et
mémoire réacquéraient ensuite I'expression de S1prl (Cyster, 2004; Matloubian et al.,
2004), ce qui leur permettrait de répondre au S1P et ainsi de sortir des OLS. Ce modele
n‘a cependant pas été testé de facon approfondie, en particulier chez 'homme, et
différents éléments dans la littérature suggerent que I'expression de Slprl serait
plutét diminuée sur les lymphocytes T mémoires (Schenkel and Masopust, 2014),
remettant ainsi en question le modele de J. Cyster. Par ailleurs, son modele ne prend
pas en compte les autres récepteurs comme Slpr2 ou Slpr4 qui sont pourtant
exprimés a haut niveau sur les lymphocytes T (Jin et al., 2003). De ce fait, on connait
actuellement mal le réle des récepteurs autres que S1PR1, ainsi que celui des
combinatoires des S1PR, dans ce contexte.

Nous souhaitons donc comprendre comment les récepteurs au S1P et leur
combinatoire régulent la migration des lymphocytes T, en particulier chez ’'homme.
Pour répondre a cette problématique, nous avons choisi d’organiser ce projet de
recherche autour de trois axes :

1 — Etude ex vivo du rdle des S1PR dans la migration des lymphocytes T primaires

humains. L'expression des S1PR par les lymphocytes primaires humains ainsi que leur
impact sur la migration de ces derniers en réponse au S1P sont a ce jour inconnus.
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2 — Etude de I’antagonisme fonctionnel entre SIPR1 et S1PR2. Les résultats du
premier axe suggerent que la balance entre I'expression de S1PR1 et S1PR2 pourrait
déterminer la réponse migratoire des lymphocytes T au S1P, avec S1PR1 qui induirait
la migration et S1IPR2 qui I'inhiberait.

3 - Etude des différences entre S1PR1 et S1PR5. Contrairement aux lymphocytes T, les
lymphocytes NK ont besoin du signal S1P pour sortir d’organes lymphoides dans
lesquels la concentration en S1P est élevée, comme la rate ou la moelle osseuse
(Drouillard et al., 2018a; Mayol et al., 2011). Nous suggérons que S1PR5 serait moins
sensible a linternalisation en présence de S1P, ce qui expliquerait son utilisation
préférentielle par les lymphocytes NK.

Afin de réaliser ces études, nous avons réalisé des tests de chimiotaxie sur des
lymphocytes T extraits d’amygdales pédiatriques humaines, en présence de S1P et de
différents inhibiteurs. Ensuite, nous avons mis en place un modele in vitro de lignées
lymphocytaires T, les Jurkat, surexprimant chacune de facon exogéne S1PR1, S1PR2 ou
S1PR5. Ce modele nous a permis d’étudier et de comparer certaines caractéristiques
de ces S1PR, comme leur sensibilité a I'internalisation médiée par le S1P, leur role dans
I'induction de la migration, ou la signalisation en aval de ces récepteurs. Des modeéles
de souris mutantes S1pr2-KO et S1pr5-FLAG nous ont également permis d’amorcer in
vivo la confirmation de nos observations in vitro.

Une meilleure compréhension des mécanismes de circulation des lymphocytes T

pourra, a terme, permettre la mise en place de nouvelles voies thérapeutiques ciblant
ces cellules immunitaires.
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RESULTATS

| — Etude ex vivo du role des S1IPR dans la migration des
lymphocytes T humains

Ce premier article, sur lequel jai eu I'occasion de travailler a mon arrivée dans

I’équipe, représente le point de départ de mon projet de thése. J'ai notamment

participé a la répétition de certaines expérimentations (figure 2) pour renforcer leur

significativité, ainsi qu’a la réalisation de la figure supplémentaire 2. Les résultats quiy

sont présentés sont importants pour comprendre au mieux les problématiques et les

objectifs de ces travaux de thése.

Etat de I’art :

Chez la souris, S1prl est essentiel a la sortie des lymphocytes T naifs des OLS.
L'expression de Slprl est régulée juste apres activation des lymphocytes T
murins.

Un traitement au FTY720, un inhibiteur non spécifique de S1PR1, induit chez les
patients une lymphopénie périphérique des lymphocytes T naifs et Tcy, mais
pas des lymphocytes Tewm.

A ce jour, les données concernant le réle des S1IPR chez ’'homme et dans les
lymphocytes T mémoires sont limitées.

Objectif :

Comprendre le role des S1PR dans la migration ex vivo des lymphocytes T
humains.

Principaux résultats :

Dans les amygdales humaines, les lymphocytes T naifs et mémoires expriment
les mémes niveaux d’ARNm pour SIPR2 et SI1PR4. En revanche, I'expression de
S1PR1 est diminuée avec la différenciation en lymphocyte T mémoire.

Chez I'homme, S1PR1 induit la migration des lymphocytes T naifs d’amygdale
ex vivo, alors que S1PR2 inhibe la migration des lymphocytes T mémoires
(Figure 37).

Le ratio entre S1PR1 et S1PR2 semble contrdler la réponse migratoire des
lymphocytes T primaires humains. Il pourrait donc exister un antagonisme
fonctionnel entre S1IPR1 et S1IPR2 dans la réponse migratoire au S1P.
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Impacts :
- Les données connues sur le role de S1prl dans la migration des lymphocytes T

naifs chez la souris pourraient étre applicables a 'homme : S1PR1 induit la
migration des lymphocytes T naifs.

- Laréponse migratoire opposée des lymphocytes T naifs et mémoires souléve la
qguestion du role du S1P dans la recirculation des lymphocytes T mémoires.

- Mise en évidence d’un antagonisme entre S1PR1 et S1PR2.

- Le mécanisme d’inhibition de la migration par S1PR2 pourrait étre utilisé a des

fins thérapeutiques.

Sphingosine-1- Lymphocyte T naif Lymphocyte T mémoire

phosphate S1PRA S1PRA

Figure 37 : Effets antagonistes de S1PR1 et S1PR2 sur la migration des lymphocytes T
humains.

Lors des tests de chimiotaxie réalisés ex vivo sur des lymphocytes extraits d’amygdales
pédiatriques humaines, S1PR1 induit la migration des lymphocytes T naifs alors que
S1PR2 inhibe la migration des lymphocytes T mémoires. On observe donc un effet
antagoniste des deux récepteurs sur la migration. S1PR : récepteur au sphingosine-1-

phosphate.

104



The Journal of Immunology

Human Naive and Memory T Cells Display Opposite
Migratory Responses to Sphingosine-1 Phosphate
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The role of sphingosine-1 phosphate (S1P) in leukocyte trafficking has been well deciphered in mice but remains largely unad-
dressed in humans. In this study, we assessed the ex vivo response to S1P of primary human T cell subsets. We found that tonsil but
not blood leukocytes were responsive to S1P gradients, suggesting that T cell responsiveness is regulated during their recirculation
in vivo. Tonsil naive T cells were readily chemoattracted by S1P in an FTY720-sensitive, SIPR1-dependent manner. Surprisingly,
S1P had the opposite effect on effector memory T cells, resident memory T cells, and recently activated T cells, inhibiting their
spontaneous or chemokine-induced migration. This inhibition was also more pronounced for CD4 T cells than for CD8 T cell
subsets, and was dependent on SIPR2, as shown using the SIPR2 antagonist JTE-013. SIPR1 was progressively downregulated
during T cell differentiation whereas SIPR2 expression remained stable. Our results suggest that the ratio between SIPR1 and
S1PR2 governs the migratory behavior of T cell subsets. They also challenge previous models of the role of S1P in lymphocyte
recirculation and suggest that S1IP promotes retention of memory T cell subsets in secondary lymphoid organs, via SIPR2. The
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emory T cell subsets have complementary functions
M and distinct tissue distributions. Central memory

T cells (TCM) defined as CCR7*CD45RA ™ in humans
have superior proliferative capacity and recirculate through sec-
ondary lymphoid organs (SLO) via blood and lymph. Effector
memory T cells (TEM), defined as CCR7 CD45RA™ CD45RO™ in
humans, have important immediate effector functions and recircu-
late through the blood and spleen (1). In humans, a high frequency
of T cells found in nonreactive lymph nodes (LNs) is of TEM
phenotype, even in infants, suggesting that TEM may recirculate via
nonlymphoid tissues to the afferent lymph, as previously proposed
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(2). The recently described resident memory T cells (TRM) do not
recirculate but are instead resident in both nonlymphoid and lym-
phoid organs (3). They are defined as CD69*CD103*~ in all spe-
cies, irrespective of the expression of other markers, even though
this definition is known to be imperfect (4). TRM localization,
at sites of pathogen entry, is thought to be essential for recall
responses.

Sphingosine-1 phosphate (S1P) binds to five different G-protein
coupled receptors (SIPR1-5). Extracellular SIP is carried in the
body by albumin and other lipoproteins. SIP concentration is
maintained at high levels in the blood and lymph and at low levels
within tissues (5). SIPR1, S1PR3, and S1PRS are coupled to Gai
and provide attractive cues to lymphocytes. A series of studies
found that SIPR1 allows the egress of T and B cells from SLO to
the blood and lymph (5). SIPR4 is believed to regulate T cell
proliferation and cytokine secretion but not cell migration (6).
S1PR2 is the only S1P receptor coupled to G12/G13 and signals
via Rho instead of Rac-like Gai-coupled receptors (7). This
property may explain how SIPR2 mediates chemorepulsion and
antagonizes S1PR1 signaling in mouse osteoclast precursors (8) or
germinal center B cells (9), a process important for their proper
localization. STPR2 is also known to be insensitive to the effect of
FTY720, a supra agonist for all other SIP receptors that induces
their internalization (10, 11).

S1P responsiveness is regulated during T cell activation, as
shown in mouse studies. Recently activated T cells (act-T cells)
upregulate CD69 expression. CD69 binds surface SIPR1 and in-
duces its internalization, trapping act-T cells in inflamed LNs (12)
or in nonlymphoid tissues such as the skin (13). Upon TCR
stimulation, SIPR1 is also downregulated transcriptionally, which
may contribute to T cell sequestration in LN. This downregulation
is, however, transient as SIPR1 levels increase during differenti-
ation into effector and memory T cells, which is believed to permit
egress from SLO by restoring responsiveness to SIP (14, 15). SIP
responsiveness is also cyclically modulated during lymphocyte
recirculation. In particular, lymphocyte SIPR1 is downregulated
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in the blood, upregulated in lymphoid organs, and downregulated
again in the lymph, in a manner dependent on local SIP con-
centrations (16) and on the GRK2 kinase (17).

Few studies have addressed the role of S1P receptors in primary
human lymphocytes. It was reported that human thymocytes
displayed a strong response to S1P in migration assays (18) and
that tonsil B cell subsets respond to S1P (19). Moreover, nu-
merous studies have documented the important lymphopenia
induced by the treatment with FTY720, a Food and Drug
Administration—approved treatment for relapsing multiple scle-
rosis (20-23). FTY720 binds with a higher affinity to SIPRI and,
although the mechanism of FTY720 action is still debated, it is
likely that much of its action comes from its ability to induce
S1PR1 internalization in lymphocytes. In treated patients,
FTY720 induces a quick decrease in peripheral naive cells and
TCM but it does not affect peripheral TEM and NK cells (20, 21,
24), which is attributed to a low S1PR1 expression on these cell
types and a lower sensitivity to FTY720-induced internalization of
S1P5 (25). Hence, most of our knowledge of the role of S1P re-
ceptors in lymphocyte trafficking results from the study of loss-of-
function mutant mouse models or the study of the impact of
FTY720 in patients, and the role and regulation of S1P receptors
in human leukocytes remains mostly unexplored. In this study, we
revisited this point and measured the response of human memory
T cell subsets to S1P, and assessed the role of the different S1P
receptors in this response.

Materials and Methods

Patients and preparation of human lymphocyte suspensions

All material was used after obtaining informed consent, and the research
was conducted in accordance with the Helsinki Declaration. Human pe-
ripheral blood was obtained from healthy donors. Cells were ficollized and
then washed several times in complete medium before resuspension in
chemotaxis medium. Pediatric tonsils were obtained from patients under-
going tonsillectomy and were cut into pieces using a scalpel and then passed
through a 70 uM cell strainer to produce a cell suspension. Cells were then
ficollized and washed before migration studies.

Chemotaxis assays

Tonsil lymphocytes or PBMC were suspended in RPMI 1640 supple-
mented with 4 mg/ml fatty acid—free bovine albumin (Sigma, St. Louis,
MO). The same medium was used to prepare S1P (Sigma) or CXCL12
(R&D Systems, Minneapolis, MN) at the indicated concentrations. Cell
migration was analyzed in Transwell chambers (Costar, Cambridge, MA)
with 5 pm pore-width polycarbonate filters. Pharmacological modulators
of SIP receptors FTY720 (Novartis, Basel, Switzerland), JTE-013
(Tocris, Bristol, U.K.), SEW2871 (Sigma), and CYMS50358 (Tocris)
were used at the indicated concentrations. PBMC or tonsil cells were
added to the top chambers of the Transwell systems in the presence or
absence of the pharmacological inhibitors and incubated at 37°C for 2 h.
The chemoattractants were then added in the lower chamber and the cells
were allowed to migrate for 2 h. Transmigrated cells were stained for
CD3 (UCHTI1), CD4 (RPA-T4), CD8 (RPA-T8), CD45RO (UCHLI),
CCR7 (G043H7), CD69 (FN50), CD103 (Ber-act8), CD38 (HIT32), and
HLA-DR (LN3) and analyzed/counted by flow cytometry (MACSQuant;
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). All Abs were purchased
from BD Biosciences (San Jose, CA), eBioscience (San Diego, CA),
Beckman-Coulter (Miami, FL), or BioLegend (San Diego, CA). The
migration index was calculated as the ratio between the number of cells
migrating in the SIP (or CXCL12) condition and the number of cells
migrating in the control (medium only) condition, as measured by flow
cytometry. The percentage of input was calculated as the ratio between
the number of cells migrating in a given condition and the number of
cells used for the chemotaxis assay.

Cell sorting and RNA preparation

Tonsil lymphocytes were stained for surface markers (similar stainings as
for chemotaxis experiments) and sorted into different subsets using a
FACSAria Cell Sorter (Becton-Dickinson, San Jose, CA). The purity of
sorted cell populations was over 98% as checked by flow cytometry. Sorted
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cells were lysed using Trizol reagent (Invitrogen) and RNA was extracted
according to the manufacturer’s instructions.

Quantitative RT-PCR

We used a high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA) to generate cDNA for RT-PCR. PCR was carried out with a SybrGreen-
based kit (FastStart Universal SYBR Green Master, Roche, Basel, Swit-
zerland) or SensiFast SYBR No-ROX kit (Bioline) on a StepOne plus
instrument (Applied Biosystems) or a LightCycler 480 system (Roche).
Primers were designed using the Roche software. The following
primers were used for quantitative PCR: S1PRI (forward) 5'-AACT-
TCGCCCTGCTTGAG-3', SIPR1 (reverse) 5'-TCCAGGCTTTTTGTGT-
AGCTT-3', SIPR2 (forward) 5'-CCACTCGGCAATGTACCTGT-3’, S1IPR2
(reverse) 5'-ACGCCTGCCAGTAGATCG-3', SIPR3 (forward) 5'-GCAGGC-
AACCTCCTCTCAT-3', SIPR3 (reverse) 5'-GAAAAAGCAGCCAAGTTC-
CA-3', SIPR4 (forward) 5-AATGGGCTTCCCATGGTC-3', SIPR4 (reverse)
5'-CAGGGTGCTCTCTGCTCCTA-3’, SIPR5 (forward) 5'-GAGTGCAATG-
GGCACAATTA-3', SIPRS5 (reverse) 5'-GGAACTCCAGGCTTGATCC-3',
KLF2 (forward) 5'-CATCTGAAGGCGCATCTG-3’, KLF2 (reverse)
5'-CGTGTGCTTTCGGTAGTGG-3', OAZI1 (forward) 5'-GGATAAACCC-
AGCGCCAC-3', OAZI (reverse) 5'-TACAGCAGTGGAGGGAGACC-3'.

Statistics

Statistical analyses were performed using parametric or nonparametric
tests (¢ test or ANOVA) run on the Prism software (GraphPad). Levels
of significance are expressed as p values (*p < 0.05, **p < 0.01,
#xkp < 0.001).

Results
Lymphocyte response to SIP is regulated during recirculation
across lymphoid organs

We measured the response of freshly isolated human lymphocyte
subsets to S1P using Transwell migration systems. We first
tested the response of PBMC obtained from healthy donors,
taking naive CD4 and CD8 T cells as the prototypic cell types
responsive to SI1P. T cell subsets were identified by flow
cytometry as shown in Fig. 1A. However, as previously dem-
onstrated in mice, human blood naive T cells did not respond to
S1P (Supplemental Fig. 1A). A prior incubation in culture
medium supplemented (or not) with serum or cytokines did not
change this response (data not shown). This unresponsiveness
was specific to SIP as blood T cells were highly responsive
to chemokines such as CXCL12 (Supplemental Fig. 1B). As-
suming that SIP receptors were desensitized in blood leuko-
cytes as a result of high SI1P concentrations in this compartment
as described in mice, we measured the response of freshly
isolated tonsil lymphocytes to S1P gradients. As shown in Fig.
1B, 1C, tonsil naive T cell chemotaxis was strongly increased
when S1P gradients were applied, and compared with the
control condition without SIP. Maximum migration was ob-
tained with 30-60 nM S1P, in the range of previously published
values for mouse T cells. Higher SIP concentrations inhibited
this migration, a response typically observed with other G
protein—coupled receptors. Both naive CD4 and CD8 T cells
migrated in response to SI1P, with naive CD8 T cells display-
ing the strongest response.

These data show that, like in the mouse (16), human lymphocyte
response to S1P fluctuates during recirculation, presumably be-
cause of receptor internalization in blood lymphocytes.

SIP inhibit spontaneous migration of memory T cells

Next, we measured the migration of memory T cell subsets in
response to SIP or CXCL12. Blood memory T cells did not re-
spond to S1P but were strongly reactive to CXCL12 (Supplemental
Fig. 1C-F). Surprisingly, when analyzing the response of tonsil
lymphocytes, SIP did not attract TCM and TEM toward the
lower chamber but rather inhibited their spontaneous migration
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(Fig. 1D-G), especially for memory CD4 T cells. TCM had an
intermediate migratory response between naive and TEM, sug-
gesting that the response to SIP was mediated by two different
receptors whose expressions were regulated in opposite ways
during T cell differentiation. When expressing the same migration
results as a percentage of input, we noticed that tonsil naive T cells
were rather stationary in the absence of chemotactic signals. Re-
ciprocally, memory T cells of both subsets were constitutively
motile, but this migration could be inhibited in a dose-dependent
manner by SI1P added in the lower chamber (Fig. 1D-G). Similar
results were obtained with LN lymphocytes (data not shown),
suggesting that our conclusions on the response of memory T cells
to S1P likely apply to those of all SLO. Finally, we also tested the
capacity of tonsil T cells to respond to a physiological source of
S1P, i.e., FCS, diluted at different concentrations. As shown in
Supplemental Fig. 2, naive and memory T cells displayed opposite
responses to FCS, naive T cells being attracted and memory T cell
migration being inhibited by S1P.

Altogether, these results show that T cell response to S1P is
highly regulated during differentiation and that naive and TEM
subsets have opposite responses to S1P. These data also suggest that
TEM are retained by S1P within SLO whereas naive T cells can exit
in response to the same signal.
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SI1PR1 and S1PR2 are respectively involved in naive and
memory T cell response to SI1P

To gain insight into the mechanism underlying the different be-
haviors of naive and memory T cell subsets in the presence of
S1P gradients, we first measured the expression of S1P receptors
by semiquantitative RT-PCR in sorted T cell subsets. As shown in
Fig. 2A and 2B, S1PR1, SIPR2, and SIPR4 were expressed at high
levels in T cells, whereas SIPR3 was barely detected and S1PRS
was only expressed at low levels in CD8 TEM. Of note, SIPR1
expression was progressively downregulated upon T cell differen-
tiation into memory cells, whereas SIPR2 and S1PR4 expression
levels remained constitutively expressed. SIPR1 downregulation
correlated with KLF2 being strongly downregulated in TEM
(Fig. 2C). KLF2 is known to induce S1PR1 expression in T cells
(26).

‘We then tested the effect of different pharmacological inhibitors
of these receptors on the capacity of T cell subsets to respond to
S1P. Tonsil naive T cell migration was strongly inhibited by SIPR1
inhibitors FTY720 and SEW2871 (Fig. 2D, 2E) but insensitive to
the S1PR4 inhibitor CYM50358. The S1PR2 inhibitor JTE-013
abrogated the inhibitory effect of SIP on TCM and TEM migra-
tion (Fig. 2F-I). This inhibitor had, however, no effect on spon-
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taneous T cell migration (data not shown). Of note, FTY720 and
SEW2871 had a negative impact on memory T cell migration in
the presence of S1P whereas JTE-013 treatment tended to increase
naive T cell migration to S1P, suggesting that SIPR1 and S1PR2
are active in all T cell subsets but that the relative level of each
receptor conditions the migratory behavior in response to SI1P.
Interestingly, when plotting the maximum migration index as a
function of SIPRI expression in the various T cell subsets, we
found a very tight linear correlation between both factors
(Supplemental Fig. 3), suggesting that SIPR1 expression is the
limiting rate factor in S1P-induced migration and that the apparent
repulsion mediated by SIPR2 only occurs when SI1PRI is
expressed at very low levels, i.e., in memory T cells, especially of
the CD4 subset.

Spontaneous migration of TRM and act-T cells is inhibited by
SIP in an SI1PR2-dependent way

As our results suggested that SIP could be an important tissue-
retention signal in humans, we next studied the S1P response of
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TRM and recently act-T cells. In mice, TRM are believed to be
retained in tissues by default of a response to SIP. Indeed, TRM
express very low levels of KLF2 and S1PR1 (27). Moreover, CD69
expression induces S1PR1 internalization, further inhibiting mi-
gration toward S1P (12). To test this point in humans, we mea-
sured the S1P response of human tonsil TRM defined as CD69
positive T cells coexpressing (or not) CD103. As shown in Fig. 3A
and 3B, SIP inhibited spontaneous migration of CD4* TRM,
irrespective of their CD103 expression. Again, the SIPR2 antag-
onist JTE-013 abrogated this inhibitory effect (Fig. 3C). For CD8"
TRM, SIP inhibited spontaneous migration of CD69"CD103" but
not CD69*CD103 "~ cells, and JTE-013 abrogated this effect.
Upon Ag-mediated activation, T cells are retained within SLOs,
presumably to sustain their activation and differentiation through
serial interactions with Ag presenting cells. Mechanistically, it
was previously reported that mouse T cells lose their reactivity
during this phase by down regulating SIPR1 expression (14). We
addressed this point in humans, exploiting the fact that tonsils
contain act-T cells in a variable proportion, classically defined as
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FIGURE 3. SIPR?2 inhibits spontaneous migration of TRM and act-T cells. Transwell assays of the migration of the indicated tonsil T cell subsets
assessing movement toward different concentrations of SI1P as indicated. Results are shown as (A) migration index; (B) percentage of input. Lines show
biological replicates (n = 6 donors). Asterisks indicate statistical significance when comparing cell migration in the control condition (medium) with the
conditions with SIP. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (ANOVA test with Dunnett posttest). (C) Prior to the addition of S1P in the lower chamber, cells
were treated for 2 h in the top chamber with the JTE-013 at the indicated concentrations (nanomolars). Results show the mean £ SD of six independent
experiments with n = 6 donors. Asterisks indicate statistical significance when comparing cell migration in the control condition (S1P only) with the
conditions with JTE-013. #*p < 0.05, **p < 0.01 (Mann—Whitney tests). (D) Quantitative real-time PCR analysis of SIPR expression in the indicated T cell
subsets sorted by flow cytometry from human tonsil lymphocyte preparations. n = 3 sorts from three different donors.

CD38"HLA-DR". As shown in Fig. 3A and 3B, the spontaneous
migration of act-CD4* and act-CD8" T cells was strongly
inhibited by S1P, an effect that could be again curbed by the
S1PR2 antagonist JTE-013 (Fig. 3C). We also measured the ex-
pression of S1P receptors in TRM CD69" and act-T cells. SIPR1
was found to be highly downregulated in act-T cells compared
with naive T cells and undetectable in TRM whereas the level of
S1PR2 was similar to that of other T cell subsets (Fig. 3D).

SIPR2 engagement inhibits chemokine-induced migration of
memory T cell subsets

Altogether, our results demonstrate the major role of SIPR2 in
human memory T cell response to SIP and suggest a functional
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antagonism between SIPR1 and SIPR2 in T cell subsets. As
lymphocytes are constantly exposed to opposing signals influenc-
ing their mobility, we also wanted to test the impact of SIP on the
capacity of naive and memory T cells to respond to chemokine
gradients. We therefore measured the migration of tonsil T cells in
response to various concentrations of CXCL12, the ligand for
CXCR4, a receptor involved in T cell homeostasis (28) and SLO
organization (29), in the presence or absence of SIP given at an
optimal concentration (37 nM). As shown in Fig. 4, the addition of
S1P in the lower chamber slightly increased the migration of naive
CD4 and CD8 T cells but decreased that of TEM and to a lesser
extent that of TCM induced by CXCLI12. The latter effect was
abrogated by JTE-013 in all conditions, demonstrating that SIPR2
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FIGURE 4. SIPR2 inhibits CXCL12-induced migration of memory T
cell subsets. (A—C) Transwell assays of the migration of the indicated tonsil
T cell subsets assessing movement toward CXCL12 (12 ng/ml) = SIP
(37 nM) as indicated. Results are shown as migration index. Prior to the
addition of SIP in the lower chamber, cells were treated (or not) for 2 h in
the top chamber with JTE-013 (1000 nM). Results show the mean = SD
of four independent experiments with n = 3 donors. Asterisks indicate
statistical significance when comparing cell migration in the control con-
dition (S1P only) with the conditions with JTE-013. *p < 0.05, **p < 0.01
(Mann—Whitney tests).

engagement can oppose chemokine-induced migration in memory
T cell subsets.

Discussion

In this study, we demonstrate that human T cell responsiveness to
S1P is regulated at multiple levels. First, as previously demon-
strated in mice (16), S1P receptors are desensitized in blood
circulating T cells. This is likely the consequence of ligand-
induced receptor internalization. All our attempts to restore
T cell sensitivity to S1P by preincubation in various conditions
failed, suggesting that the recycling of SI1P receptors on the cell
surface requires active signals, more complex than the mere
deprivation of S1P. Second, the expression of S1P receptors is
highly regulated during human T cell differentiation. S1PRI
expression is indeed high in human naive T cells, likely induced
by the transcription factor KLF2 (26) but decreases upon differ-
entiation in TCM and even more in TEM, TRM and act-T cells.
By contrast, SIPR2 expression remains stable during differenti-
ation. Hence the ratio between S1PR1 and S1PR2 progressively
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decreases during T cell differentiation into memory subtypes.
This correlated with the migratory behavior of naive versus
memory T cells in the presence of SIP; SIPR1 mediated at-
traction of naive T cells whereas S1PR2 inhibited spontaneous or
chemokine-induced memory T cell migration. The affinity of S1P
to SIPR2 appears substantially lower than its affinity to SIPR1
(Kd of 27 nM versus Kd of 8 nM for review, see Ref. 30). This
suggests that T cells are attracted toward high S1P concentrations
as long as SIPR1 expression is sufficient to overcome S1PR2
activity. Our results suggest that TEM, TRM, act-T cells, and to a
lesser extent TCM are retained within SLO through S1PR2 sig-
naling. These data challenge the classical view that SIP is a
major exit signal for T lymphocytes. S1P-mediated retention of
memory and act-T cells within SLO may favor the re-encounter
of Ag presented by dendritic cells. These data may also explain
why, as recently shown, TEM are very abundant within SLO (2).
Importantly, memory T cell subsets were found to display higher
spontaneous migration than naive T cells, possibly through con-
stitutive activation of integrins. This intrinsically high mobility
may be important for their entry into SLO and to more efficiently
scan APCs. It has been postulated that egress structures in SLO
like LN may be relatively permissive to T lymphocytes, possibly
through egress portals (15). In this context, SIPR2 may be im-
portant to override the constitutive mobility of memory T cells
and promote their retention within SLO. How memory T cell
subsets reach the blood circulation remains to be determined.
S1P-induced SIPR2 desensitization and attraction by other che-
motactic signals such as proinflammatory or homeostatic che-
mokines may allow the egress from SLO. Similar to S1PRI,
S1PR2 can be indeed internalized upon stimulation with agonists
(31). In zebrafish, the miles apart mutant, SIPR2 R150H alters
the migration of cardiac precursor cells to the midline, a phe-
nomenon due to constitutive desensitization and internalization of
S1PR2 (32). CXCL12 is highly expressed in the medullar region
of LN (29) and may also contribute to promote entry of memory
T cells into lymphatic vessels.

S1PR2 has been previously shown to contribute to accumulation
of germinal center B cells in the central region of the mouse
follicle [Wang et al. (6); Green et al. (9)]. Sic et al. (19) also
showed that human tonsil germinal center and plasma B cells
spontaneous migration was inhibited by S1P. As these cells ex-
press high levels of SIPR2, this was likely to be mediated by
S1PR2, although this point required formal testing. Likewise,
S1PR2 was shown to be critical for mouse follicular helper T cell
retention in germinal centers (33) and in the proper localization
of osteoclast precursors in the bone (8). SIPR2 also inhibits
migration in many nonhematopoietic cell types, including vas-
cular endothelial and smooth muscle cells as well as tumor cells
(7). Our findings therefore corroborate prior reports suggesting
counterbalancing roles of SIPR1 and S1PR2, and suggest that the
antagonism between SIPR1 and SIPR2 is also important to
control the distribution of naive and memory T cells in human.
Previous studies suggest that S1PR2 usually inhibits S1PR1
signaling by activating Rho and inhibiting Rac (34-36). S1PR1 is
also known to signal through Akt (36), an event that has been
coupled to S1P responsiveness and actin polymerization in hu-
man T cells (37).

The ST1PR2 receptor plays important roles in the physiology of
several tissues and organs, and thus, a therapeutic application of
S1PR2 antagonists or allosteric modulators will inevitably cause
adverse effects if given systemically. However, local targeting of
S1PR2 may alleviate symptoms induced by overt T cell reactions,
in the context of various inflammatory, allergic, or autoimmune
syndromes.
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Figure S1: Human blood T cell subsets are not responsive to

S1P

Transwell assays of the migration of blood T cell subsets
assessing movement toward different concentrations of S1P or
CXCL12 as indicated. T cell subsets were defined as shown in
figure 1. Results are presented as migration index and are the
mean+/-SD of six experiments with N=6 donors for S1P studies
and N=2 donors for CXCL12 studies.
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Figure S2: Opposite migratory responses of tonsil naive and memory T
cells to FCS

Transwell assays of the migration of blood T cell subsets assessing
movement toward different concentrations of FCS as indicated. T cell
subsets were defined as shown in figure 1. Results are presented as
migration index and are the mean+/-SD of four experiments with N=4
donors.
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Figure S3: The migration induced by S1P is highly correlated with the level of
S1PR1 mRNA expression in tonsil T cell subsets

Graph showing the migration index of T cell subsets at 37nM S1P in relation
with the S1TPR1 mRNA relative expression as measured by Q-PCR.
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Il = Etude in vitro de ’antagonisme entre S1PR1 et S1PR2 dans
la migration lymphocytaire

Dans le premier article, nous avons mis en évidence |'existence potentielle d’un
antagonisme fonctionnel entre S1PR1 et S1PR2 dans la réponse migratoire des
lymphocytes T humains des amygdales en réponse au S1P. Cependant, nos résultats
reposent sur 'utilisation d’inhibiteurs dont la spécificité peut étre remise en question,
en particulier le JTEQ13. De ce fait, nous avons voulu confirmer ces résultats avec une
approche génétique, en utilisant une lignée cellulaire humaine. Le deuxieme article
présente le modele in vitro mis en place pour étudier I'antagonisme entre S1PR1 et
S1PR2, ainsi que les expérimentations réalisées dans ce cadre.

2.1 Article 2

Etat de I'art :

- Le S1P est essentiel a la sortie des lymphocytes T des OLS.

- Dans les amygdales humaines, les lymphocytes T naifs et mémoires expriment
les mémes niveaux d’ARNm pour SIPR2 et S1PR4. En revanche, I'expression de
S1PR1 est diminuée avec la différenciation en lymphocyte T mémaoire.

- Chez 'homme, S1PR1 induit la migration des lymphocytes T naifs d’amygdale
ex vivo, alors que S1P inhibe la migration des lymphocytes T mémoires d’une
facon qui pourrait étre dépendante de S1PR2. Il semble donc exister un
antagonisme fonctionnel entre S1PR1 et S1PR2 dans la réponse migratoire au
S1P.

- La plupart des études se focalisent sur Slprl dans les lymphocytes T naifs
murins, et les connaissances relatives a I'homme, a S1PR2 et/ou aux
lymphocytes T mémoires sont a ce jour limitées.

Objectif :
- FEtudier les caractéristiques de SI1PR1 et S1PR2 humains pour mieux
comprendre leur réle individuel et combiné dans la migration des lymphocytes

T.

Principaux résultats :

- Génération d’'un modele in vitro de lignées cellulaires T surexprimant S1PR1 ou
S1PR2, tagués en N-terminal avec un peptide FLAG.

- S1PR2 est plus sensible a I'internalisation par le S1P que S1PR1. Pour les deux
récepteurs, l'internalisation est tres rapide, alors que I'externalisation est
beaucoup plus lente.

- La surexpression de S1PR1 augmente la migration médiée par le S1P des Jurkat.
La surexpression de S1PR2 augmente la migration spontanée des Jurkat,
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diminue la migration a faible dose de S1P, et 'augmente fortement a forte
dose.
- S1PR2 pourrait stimuler indirectement la migration médiée par S1PR1.

Impacts :
- La balance entre les niveaux de S1PR1 et S1PR2 contréle la migration des

lymphocytes T humains.

- La fonction inhibitrice de migration de S1PR2 pourrait finalement étre plus
nuancée que ce que les études ex vivo laissaient penser.

- Ce modeéle pourrait permettre d’étudier également le role des autres S1PR,
individuel et combiné.
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Abstract

Sphingosine-1 phosphate (S1P) is a major regulator of T cell recirculation, favoring
egress from different tissues. The response to S1P is mediated by S1P receptors (S1PR)
that are expressed in a combinatorial manner in T cells. SIPR1 is known to be the main
chemotactic S1PR in naive T cells while SIPR2 was proposed to act as an antagonist of
S1PR1, favoring tissue retention of memory or unconventional T cell subsets. To
examine this point further, we studied the impact of S1PR1 and/or S1PR2
overexpression on the migratory response of the human T cell line Jurkat. We also
used mathematical modeling to describe the migration of SIPR1 and S1PR2 expressing
cells. Our results show that SIPR1 and S1PR2 regulated the response of Jurkat T cells in
opposed ways ie S1IPR1 decreased spontaneous T cell migration but increased T cell
migration at low S1P doses, while S1IPR2 had the reciprocal effect. The effect of SIPR1
was strongly attenuated by S1PR2 overexpression, clearly showing that S1PR2 acts
antagonistically to S1IPR1. As S1PR2 is more rapidly internalized than S1PR1, it could
act as a transient antagonist, slowing down the response induced by S1PR1. This
process could prolong residency of S1IPR1 expressing naive and memory T cells within
secondary lymphoid organs during their recirculation, and favor tissue retention of

S1PR1 negative resident memory T cells.
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Introduction

Sphingosine-1 phosphate (S1P) is a lysophospholipid that binds five G protein-coupled
receptors (S1PR1-5) and mediates a wide range of effects on different cell types, both
intracellularly and extracellularly [1]. S1P is not soluble in aqueous solutions and is carried in
the body fluids by albumin and high-density lipoproteins. S1P concentration is regulated by
different enzymes and is kept at high levels in the blood and lymph and at low levels within
tissues [2]. S1P gradients are essential for lymphocyte migration, as shown by different
studies in mouse where those gradients were disrupted by deleting genes encoding for
enzymes involved in synthesis or degradation of S1P [3] or for S1P transporters [4], or by
treating mice with pharmacological inhibitors of these enzymes [5]. S1IP-mediated migration
of lymphocytes such as T cells is a complex phenomenon as all five S1P receptors (S1PR) are
expressed in a combinatorial manner in lymphocyte subsets, and the migratory response to
S1P of a given subset therefore results from the integration of signals emanating from
several receptors. How combinatorial expression of S1IPR regulates the response to S1P is
however poorly understood, even though there is ample information on the features of each
receptor.

S1PR1 mediates T cell egress from primary and secondary lymphoid organs to the blood
or to the efferent lymph, by sensing S1P gradients [2]. S1IPR1 is coupled to Gai- and its
engagement induces a series of signaling events such as Rac activation and actin
cytoskeleton rearrangement leading to T cell migration [6]. SIPR1-mediated T cell migration
is regulated at different levels. Firstly, at the transcriptional level, SIPR1 is under the control
of the KLF2 transcription factor, whose expression is down regulated in recently activated T
cells, and in memory T cell subsets such as tissue-resident memory T cells (Trm) [7]. Down
regulation of S1PR1 is thought to contribute in a major way to tissue residency [8]. Secondly,
the membrane protein CD69 can physically interact with S1PR1, leading to its functional
inhibition and internalization. CD69 is rapidly induced upon T cell activation or type | IFN
signaling thereby inducing the sequestration of T cells within lymphoid organs [9]. Thirdly,
S1PR1 expression is rapidly internalized upon ligand binding. This internalization is induced
by the GRK2 kinase that phosphorylates S/T residues in the C-terminal intra-cytoplasmic
portion of SIPR1 [10].
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S1PR2 is the only S1P receptor coupled to G12/G13 and signals via Rho [11]. S1IPR2 is
insensitive to the effect of FTY720, a supra agonist for all other S1P receptors that induces
their internalization [12],[13]. S1PR2 has been shown to mediate chemorepulsion and
antagonize S1PR1 signaling in mouse osteoclast precursors [14] or germinal center B cells
[15], a process important for their proper localization. S1IPR2 has also been shown to
regulate T cell migration indirectly by regulating lymphatic permeability [16]. Moreover, we
recently reported that S1P inhibited the spontaneous or chemokine-induced migration of
human tonsil effector memory T cells and resident memory T cells, in a manner seemingly
dependent on S1PR2. Indeed, a short treatment with the S1PR2 antagonist JTE-013 could
alleviate S1P-mediated inhibition of migration. These data led us to propose that the relative
amount of SIPR1 and S1PR2 controlled T cell migratory behavior and the impact of S1P on
tissue residency vs recirculation [17]. A recent study in mouse corroborated this model by
showing a reduced number of mouse Y3 T cells in the skin in the absence of both CD69 and
S1PR2, further suggesting that CD69 and S1PR2 cooperate to promote tissue retention of T
cell subsets [18].

However, S1IPR2 expression is not restricted to resident memory T cell subsets, but
rather broadly expressed in all T cell subsets, including naive T cells, raising questions about
the impact of S1IPR1/S1PR2 co-expression on T cell migratory behavior. In particular, it
remains unclear if SIPR1 simply acts dominantly on S1PR2, or if the co-expression of both
receptors changes the parameters of S1PR1-mediated migration. These questions are
difficult to address using human primary cells that cannot be easily manipulated. For this
reason, we set up a well-controlled in vitro system, taking advantage of Jurkat cells to study
how S1PR1 and S1PR2 changed the migratory behavior of T cells in response to S1P and the

consequences of co-expression of both receptors.
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Material and Methods

Cell lines, culture and treatments

T and B cells were cultured in RPMI 1640 GlutaMAX medium (Gibco, Carlsbad, CA)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (Dutscher, Brumath, France),
100 U/mL of penicillin/streptomycin (P/S) (Gibco, Carlsbad, CA) and 10 mM of hepes (Gibco,
Carlsbad, CA), excepted DERL-2 cells that were cultured in RPMI 1640 GlutaMAX medium
supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 100 U/mL of penicillin/streptomycin, 10 mM of
hepes and 100 ng/ul recombinant human IL-2 (Peprotech, London, UK). NK92 cells were
cultured in RPMI 1640 GlutaMAX medium supplemented with FCS, 100 U/mL of
penicillin/streptomycin, 10 mM of hepes, 1 mM of sodium-pyruvate (Gibco, Carlsbad, CA), 50
UM of 2-mercaptoethanol (Gibco, Carlsbad, CA), and 10 % murine IL-2 derived from the
supernatant of the murine T lymphoma cell line EL4. Prior to utilization, EL4 supernatant was
centrifuged and sterile filtered. All cell lines were incubated at 37°C with 5% CO; in upright
positioned flasks, excepted for HuT102 cells that were cultured in horizontal position. For
subculture, semi-adherent HuT102 cell supernatant was collected. Adherent cells were
washed with 1 mL of DPBS 1X (Gibco, Carlsbad, CA) and dissociated with 1 mL of Trypsin
(Gibco, Carlsbad, CA) during 3 min at 37 °C. Then, 1 mL of medium was added to stop the
reaction. Trypsinized cells and supernatant were centrifuged at 1500 rom for 5 min and
resuspended. For all cells, cell suspension was diluted at 1:5 (NK92 and DERL-2 cells) or 1:10

(all other cell lines) in fresh medium.

RNA extraction and Quantitative RT-PCR

Cell lines were expanded the day prior to RNA extraction to assure they were in a proliferative
phase. Cell line RNA was extracted with the Direct-Zol RNA MiniPrep kit (Zymo Research,
Irvine, CA) according to the manufacturer’s protocol. cDNA was generated with the High-
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) according to the
manufacturers’ protocol in a PCR Cycler (Eppendorf), with the following steps : 60 min at
37 °C, 5 min at 95 °C, then cooled until 4 °C. PCR was carried out with a SybrGreen-based kit

(FastStart Universal SYBR Green Master, Roche, Basel, Switzerland) on a StepOne plus
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instrument (Applied biosystems, Carlsbad, USA) with the following primers : S1PR1 (forward)
5’-AACTTCGCCCTGCTTGAG-3’, S1PR1 (reverse) 5'-TCCAGGCTTTTTGTGTAGCTT-3’, S1PR2
(forward) 5-CCACTCGGCAATGTACCTGT-3’, S1PR2 (reverse) 5-ACGCCTGCCAGTAGATCG-3’,
S1PR3 (forward) 5- GCAGGCAACCTCCTCTCAT-3’, S1PR3 (reverse) 5'-
GAAAAAGCAGCCAAGTTCCA-3’, S1PR4 (forward) 5’-AATGGGCTTCCCATGGTC-3’, S1PR4
(reverse) 5'-CAGGGTGCTCTCTGCTCCTA-3’, S1PR5 (forward) 5'-CCACGACTGTCTTCCCAAGT-3’,
S1PR5 (reverse) 5’-ATTTCCCCTGCATCTTTTCC-3’, BActin (forward) 5’"CCAACCGCGAGAAGATGA-
3’, BActin (reverse) 5'-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3'.

Chemotaxis assays

Chemotaxis assays were performed on 96 well transwell plates (Corning, Cambridge, USA)
with 8 um pore-width polycarbonate filters. Cells, inhibitors and chemoattractants were
resuspended in chemotaxis medium (culture medium without FCS (see “Cell lines” section)
supplemented with 4 mg/mL of fatty acid free BSA (Sigma, St-Louis, USA)). 2.10° cells on 75
pL of chemotaxis medium were incubated 2h at 37°C and 5% CO2 in transwell plate top
chamber, with FTY720 (Sigma, St-Louis, USA) at indicated concentrations or chemotaxis
medium. 235 plL of chemotaxis medium alone or supplemented with S1P (Tocris, Bristol, UK)
or CXCL12 (Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota) at indicated concentrations were then
added in lower chamber. Cells were allowed to migrate for 2h at 37°C. Transmigrated cells
were stained with anti-DYKDDDDK (Biolegend, San Diego, CA, clone L5) and LIVE/DEAD™
Fixable Near-IR (Invitrogen, Carlsbad, CA) and counted by flow cytometry (MACSquant,
Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Results were analyzed on FlowJo software. The
migration index was calculated as the ratio between the number of cells migrating in the S1P
(or CXCL12) condition and the number of cells migrating in the control (medium only)
condition, as measured by flow cytometry. The percentage of input was calculated as the ratio
between the number of cells migrating in a given condition and the number of cells used for

the chemotaxis assay.

For multiplexed cell chemotaxis, Jurkat WT and Jurkat transduced for S1PR-FLAG were

barcoded with anti-CD45 antibodies from Biolegend (San Diego, CA, clone 2D1) or BD
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Biosciences (San Jose, CA, clone HI30), then washed and pooled at equal ratios, and 5.10°

cells were put on the top chamber.

Internalization/externalization studies

Cells were pre-incubated overnight in culture medium without FCS (see “Cell lines” section),
alone (internalisation experiments) or supplemented with 4 mg/mL of fatty acid free BSA
and 333 nM of S1P (externalisation experiments). The day of the experiment, cells were
incubated either in medium alone (externalisation experiments) or supplemented with fatty
acid free BSA and the indicated concentration of S1P during different times. Then, cells were
stained with anti-DYKDDDDK and LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR. Datas were analyzed by flow

cytometry and with the FlowJo software.

Lentiviral transduction

Lentiviral particle production

Human S1PR-Tango plasmids were purchased from Addgene (Kroeze et al, 2015). S1PR
optimized coding sequences were amplified from the plasmids by PCR with the Phusion High
Fidelity kit (New England Biolabs, Evry, France) with the following primers : S1PR1 (forward)
5’-GCGCTTAATTAAACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGGACCAACATCAGTCCCATT-3’,
S1PR1 (reverse) 5’-GCGCACGCGTTCAGCTTGAGCTATTCACATTACCACTACTCATAATTGTTTC-
AGG-3’, S1PR2 (forward) 5’-GCGCTTAATTAAACCATGGATTACAAGGATGACGACGAT-
AAGGGCTCACTTTACAGTGAATACC-3’, S1PR2 (reverse) 5'-GCGCACGCGTTCACACGACGGTG-
TTGCCCT-3’. PCR products were purified with the Nucleospin Gel and PCR clean-up kit
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France). PCR poducts and the pRRLSIN-MND-IRES2-ZsGreen-WPRE
lentiviral plasmid (Vect’UB, TBMCore, Bordeaux) were digested overnight at 37°C with Mlul-
HF and Pacl (New England Biolabs, Evry, France), purified, and ligated 1h with T4 DNA ligase
(Promega, Madison, Wisconsin) at a ratio vector/insert 1:6. 50 pL of JM109 competent
bacteria (Promega, Madison, Wisconsin) were then added to 2 pL of ligation product, let 30
min on ice, transformed for 45 sec at 42°C and immediately put on ice for 5 min. 300 pL of
S.0.C. medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) was added before bacteria were incubated at 37°C

for 1h with shaking. Bacteria were seeded on Petri dishes with LB agar medium
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supplemented with 100 ng/mL of ampicillin (Sigma) to grow overnight. Clones were
amplified on liquid LB medium at 37°C with shaking overnight and plasmids were extracted
with NucleoBond Xtra Maxi kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Lenviral particules were

produced by AniRA Vectorologie (Lyon) from the plasmids.

Cell line transduction with lentiviral particles

Cells were transduced at MOI 1 by adding lentiviral particules and 8 ug/mL of polybrene
(Sigma, St-Louis, USA) to cell culture. After three days, cells were stained with anti-
DYKDDDDK and LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR and ZsGreen expression was assessed by flow
cytometry (MACSQuant, Miltenyi Biotec).

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using parametric or nonparametric tests (Friedman test
or ANOVA) run on Prism 7 (GraphPad) software. Data normality was tested with Shapiro-
Wilk test prior to analysis. Levels of significance are expressed as p values (*p<0.05, **p<

0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

Mathematical modeling.
The migration rate of Jurkat cells from the upper to the lower chamber is assumed to
depend in a polynomial way on the S1P concentration, [S1P]. This is the simplest and more
straightforward way of accounting for a dependency of the migration rate on the S1P
concentration while estimating a minimum number of parameter values. We consider
migration rates in the form of

D = do + d1[S1P] + d2[S1P)* + d[S1P],
where values of parameters dy, d1, d, and ds have to be estimated.
For each condition the simplest (lowest degree) polynomial function is fitted to the data, by

minimizing weighted least squares, that is

Min (Model’s output— Mean experimental value)2
Standard deviation ’
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Experimental values (Mean * SD) are given in Figure 3A for each condition, and the model’s

output is the percentage of the initial cell population that migrated to the lower chamber,

100(1 — exp(-2D)).

Table S1 shows estimated parameter values.

Table S1
Parameters of the migration rate D = do + d1[S1P] + d2[S1P]? + d5[S1P]?
do (nM.h%) d1 (h?) d> (nM1.h1) ds (nM2.h1)
Untouched 0.0068 0.0119 -0.0031 0
S1PR1 0.003 0.0328 -0.0085 0
S1PR2 0.0172 -0.0577 0.0453 -0.0081
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Results

The Jurkat cell line as a model to study S1P-mediated migration

We searched for a good cellular model to study cell migration in response to S1P and the role
of S1IPR1 and S1PR2 in this process. We reasoned that such a cell line should express both
receptors and associated signaling machinery and be able to migrate in a chemotaxis chamber
in response to S1P. We screened a variety of human lymphocytic cell lines for their SIPR
expression and for their responsiveness to S1P in vitro. The expression of SIPR was measured
at the mRNA level by RT-QPCR. The different cell lines expressed various combinations of S1P
receptors, with SIPR2 and S1PR4 being usually more expressed than the others while S1PR5
was hardly detected (Figure 1A). For the migration assay, we used a simple transwell system,
as previously published, that we adapted for cell lines that have a bigger size than primary
cells, by using filters with 8 um pores. Cell migration was evaluated by counting migrated cells
by flow cytometry. Results in Figure 1B show that several of the T cell lines we used responded
to S1P gradients by migrating to the lower chamber of the transwell system, including the
Jurkat and HuT102 T cell lines and the SU-DHL-4 B cell line. S1P-mediated migration in cell
lines correlated positively with SIPR1 expression (r=0,758, p=0,015, Spearman test) but not
with the other receptors. We excluded the HuT102 because it is transformed by HTLV-1. We
then selected the Jurkat cell line because it grew very well and its response to S1P was more
robust than that of SU-DHL-4 cells (Figure 1C). We confirmed the role of S1PR1 in S1P-

mediated Jurkat T cell migration by using the S1PR1 functional antagonist FTY720 (Figure 1D).

S1PR1 and S1PR2 are internalized by similar doses of S1P but S1PR2 is more rapidly
internalized

To study the response of S1IPR1 and S1PR2 in Jurkat T cells, we expressed N-terminal tagged
versions of each receptor in these cells by means of lentiviral transduction. Lentiviral vectors
expressed ZsGreen as reporter gene allowing the identification of transduced cells (Figure 2A).
N-terminal tagging was the only option to measure surface levels of SIPR1/2, and the Flag tag
did not influence the response to S1P (data not shown). The Flag tag was detectable on the
cell surface, at a level proportional to that of the reporter gene (Figure 2A). The expression of
ZsGreen positive Jurkat cells gradually decreased over time in culture (Figure 2B), suggesting
a negative impact of S1PR1/2 overexpression on cell viability, even though this effect was

rather slow.
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We compared S1P-mediated internalization of SIPR1 and S1PR2 in Jurkat cells. To this aim,
we first deprived transduced cells of serum overnight and then incubated them with graded
concentrations of S1P. Results in Figure 2C indicate a similar sensitivity of S1IPR1 and S1PR2 to
S1P, as comparable doses of S1P induced their internalization. We then compared the kinetics
of receptor internalization at a saturating dose of S1P. Results in Figure 2D show that S1PR2
was internalized in a faster way than S1PR1, with about 5-10 minutes being sufficient to
internalize 50% of cell surface S1IPR2 and near 30 minutes for S1IPR1. S1PR2 internalization
was also almost complete (about 85%) after 15 minutes while 2 hours were required to reach
a similar level of S1IPR1 internalization. These data suggest that both receptors signal upon
initial exposure of T cells to S1P but that S1PR1 signaling becomes rapidly predominant upon
internalization of S1PR2. We then analyzed receptor recycling following internalization.
Transduced cells were exposed to saturating doses of S1P overnight, and then cultured in the
absence of S1P for different periods, afterwards SIPR1 and S1PR2 expression were measured.
Results presented in Figure 2E show a similar kinetics of SIPR1 and S1PR2 re-expression on
the cell surface in these conditions. Of note, this process was slow, as 6 hours were required

to reach maximal levels of each receptor.

S1PR1 and S1PR2 overexpression change migratory behavior of Jurkat cells in response to
S1P

Next, we investigated the impact of SIPR1 or S1IPR2 overexpression on Jurkat cell migration
in response to graded doses of S1P. To minimize experimental variation between conditions,
we used a barcoding system based on pre-staining with different anti-CD45 antibodies,
allowing the simultaneous measurement of migration of the different modified cells by flow
cytometry (Figure S1). ZsGreen negative cells were used as controls and ZsGreen highly
positive were gated to test the impact of S1IPR overexpression. Importantly, cells were
incubated in the top chamber without S1P for 2 hours before the lower chamber was filled, to
allow optimal expression of S1PR. Results of the migration assay were expressed either as
percentage of input (Figure 3A) or as migratory index (Figure 3B), relative to the control
condition without S1P. Several changes were induced by S1PR1 or S1PR2 expression. S1PR1
expression increased the percentage of input cells that migrated, especially at low S1P doses
compared to control Jurkat. Reciprocally, SIPR1 decreased spontaneous migration ie the

migration of cells without S1P in the lower chamber (Figure 3A). Accordingly, when we
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expressed results as migratory index, SIPR1 induced a strong response at all S1P doses (Figure
3B). S1PR2 expression also changed the migratory response of Jurkat cells to S1P, ie it tended
to inhibit migration at low S1P doses and to increase it at high S1P doses, thus shifting the
dose response towards high S1P doses. Moreover, S1PR2 increased the spontaneous
migration of Jurkat cells in the absence of S1P (Figure 3A). As a result, the migratory index of

IM

S1PR2-Jurkat cells showed a “sinusoidal” mode of migration with S1P-mediated inhibition at
low doses and S1P-mediated activation of migration at high doses. This effect was specific to
S1P as S1PR1 and S1PR2 did not significantly change the migration of Jurkat cells induced by
CXCL12 (Figure 3C).

We then wanted to study the impact of S1IPR1 and S1PR2 co-expression on S1P-mediated
migration. To this aim, we transduced Jurkat cells with both S1PR1 (eCFP vector) and S1PR2
(ZsGreen vector). We then analyzed migration of double positive cells compared to single
positive or double negative cells (see Figure S2 for gating strategy of the different
populations). Single expression of SIPR1 and S1PR2 led to similar changes as observed in the
previous experiments, with shifts in the migratory profile towards low S1P doses or high S1P
doses, compared to non-transduced control cells respectively (Figure 3D-E), this phenomenon
being particularly clear when looking at the migration index (Figure 3E). Co-expression of
S1PR1 and S1PR2 endowed cells with a migratory response corresponding to the average of

S1PR1 and S1PR2 actions (Figure 3D-E). This demonstrates the antagonistic relation between

S1PR1 and S1PR2 on cell migration in response to S1P.

Mathematical modeling of migration behavior suggests a bimodal response of S1PR2
depending on S1P dose

Next, to understand better the properties of SIPR1 and S1PR2, we decided to model Jurkat
cell migration in response to S1P for the different conditions in Figure 3A-B ie untouched cells,
or overexpression of SIPR1 or S1PR2. Percentages of the initial cell population that migrated
from the upper to the lower chamber in response to various concentrations of S1P have been
mathematically computed by fitting data in Figure 3A and estimating parameter values
defining the migration rates. Untouched and S1PR1-expressing cell populations are
characterized by an optimal concentration of S1P for which migration is maximal (Figure 4A,
black and blue curves, and Table S1). For Jurkat WT cells, the maximal percentage of input is

around 3.6%, for 81 nM of S1P. For Jurkat SIPR1-FLAG cells the maximal percentage is higher,
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around 6.7%, but it is reached for a very close dose of S1P, 84 nM. S1PR2-FLAG cell populations
exhibit a more complex behavior: low concentrations of S1P inhibit the migration, therefore
the S1P dose-dependent response of S1IPR2-FLAG cells appears bimodal (Figure 4A, green
curve). Maximal migration is consequently observed for SIPR2-FLAG cells for much higher
concentrations of S1P (around 820 nM, maximal percentage equals 6.4%) and intermediary
doses of S1P (<100 nM) inhibit cell migration. The maximal percentage of input is similar to
the one of S1IPR1-FLAG cells, but it requires approximately 10 times more S1P.

Additionally, Jurkat S1IPR2-FLAG cells already exhibit a high (50% of the maximum) migration
rate in the absence of S1P (Figure 4B). Their migration rate remains below 50% of its maximum
for all doses of S1P associated to an increase of migration for Jurkat WT and S1PR1-FLAG cells
up to their maximal values (doses < 100 nM). An increase of S1IPR2-FLAG migration is only
observed for higher doses of S1P, the same doses that inhibit migration for WT and S1PR1-
FLAG cells. The S1P dose-dependent migration of SIPR1-FLAG and S1PR2-GLAD cells then
exhibits opposite characteristics, potentially underlying specific stimulatory or inhibitory roles

in T cell migrations.
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Discussion

Here, we showed that ectopic expression of SIPR1 or S1IPR2 in Jurkat T cells markedly changed
their migratory behavior in response to S1P. S1PR1 shifted the dose response towards low S1P
doses, and also inhibited their spontaneous migration. These data confirm the major function
of S1PR1 as a chemotactic receptor for S1P in T cells [2]. Moreover, they suggest that in the
absence of S1P, S1PR1 blocks random T cell motility. By contrast, SIPR2 expression in Jurkat
cells enhanced spontaneous Jurkat migration and inhibited their migration at low S1P doses
but increased their migration at high S1P doses. Mathematical modeling allowed us to
describe more precisely the migratory behavior of Jurkat cells with or without S1PR1 and
S1PR2. The migration model showed a deeper impact of SIPR2 over S1PR1, which was
expected given the fact that S1IPR1 is endogenously expressed by Jurkat cells and functional
as shown by the impact of FTY720 on their migration to S1P. The high spontaneous migration
and the inhibition of migration at low S1P doses conferred by S1PR2, as predicted by the
model, is reminiscent of the migratory phenotype of effector and resident memory T cells that
we previously described [17]. This correlation suggests an important role of SIPR2 in shaping
the migratory response of memory T cell subsets towards S1P gradients. One could
hypothesize that S1IPR2 expression favors memory T cell tissue retention by inhibiting their
response to S1P. Such a role has been proposed to contribute to skin residency of y&T cells in
mouse [18]. We propose that S1PR2 could be involved in a much broader way in tissue
residency of multiple lymphocyte subsets. Indeed, Immgen RNAseq data suggest that most
lymphocyte subsets express S1PR2, and that yoT cells do not express this receptor at higher
levels than conventional T cells, irrespective of their activation or differentiation status [19].
In fact, Immgen data suggest that among T cell subsets, SIPR2 is expressed at the highest level
by resident memory T cells and by hepatic NKT cells, in correlation with markers of tissue
residency such as Hobit [20] and CXCR6 (Figure S3). CD69 is also believed to act in a major way
to promote tissue residency of T cells by inhibiting SIPR1 expression and function [9],[21].
Interestingly, SIPR2 and CD69 have been shown to cooperate to promote tissue residency of
y&T cells in mouse [18]. However, many resident cell types such as NKT cells or developing
thymocytes do not express CD69 (Immgen data). In these cell types, SIPR2 may be even more
important to impose tissue residency. A careful study of the distribution of lymphocyte

populations in S1IPR2 deficient mice will be instrumental to address these questions.
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Of note, S1IPR2 is internalized at a more rapid rate than S1PR1. Thus, S1PR1 could theoretically
signal after S1PR2 internalization in lymphocytes. The biological relevance of this
phenomenon is unknown, but one could speculate that it could allow the migration of
recirculating lymphocytes such as naive T cells only in conditions of durable exposure to S1P
in which S1PR1 would be optimally engaged after S1IPR2 internalization. This would avoid
constant reactions to low amplitude oscillations of S1P concentrations that might occur in vivo
[22],[23]. S1PR2-mediated inhibition of S1PR1 action could be also important to help orient T
cell migration towards the highest concentration of S1P. Indeed, in the three-dimensional
cellular environment, multiple sources of S1P may be sensed simultaneously and S1PR2 may
therefore help responding to the strongest signal. For SIPR1-expressing lymphocytes, S1PR2
could also increase the time of residency within lymphoid or non-lymphoid tissues by
preventing egress as long as T cells are not in contact of very high S1P concentrations eg at
the proximity of lymphatic endothelia[4],[24]. How S1PR2 inhibits S1PR1 signaling at low S1P
doses was not addressed in our study. However, S1IPR2 is known to signal via G12/13 that
activates the small GTPase Rho while S1PR1 signaling involves Gi and Rac. Rac and Rho
GTPases antagonize each other at multiple levels [25], to control cell polarization and orient
migration, by coordinating protrusive and retractile activities. While subtle balances of Rho
and Rac activation are needed in any cell type for guided migration, it is likely that excessive
Rho activation via SIPR2 would inhibit migration.

Another interesting property conferred by S1PR2 is the high “spontaneous” migration, ie the
migration of cells in the lower chamber of the transwell system in the absence of S1P or other
chemotactic agent. This chemokine-independent motile phenotype conferred by S1PR2 could
be important to confer an exploratory behavior to resident or circulating lymphocytes that
could help them surveying tissues. In particular naive T cells are known to spend about 24
hours within secondary lymphoid organs such as lymph nodes before exiting them via the
lymphatic system [26]. During this transit, they scan antigen-presenting cells in search of their
cognate antigen, and S1PR2 may be important to promote motility and help them scanning as

many antigen-presenting cells as possible.
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One limit of our in vitro approach with the Jurkat cell line is the endogenous expression of S1P
receptors. We tried to knock out S1PR1, as it was the only S1P receptor apparently functional
in this cell line, using the Crispr/Cas9 technology. However, we failed to obtain homozygous
inactivation of S1PR1 alleles, which might be due to the known role of S1IPR1 in preserving T
cell viability via the control of mitochondrial function [24]. Other cell lines that did not express
S1PR1 were tested in our model but they did not respond to S1P even when S1PR1 was
expressed, suggesting that the mere expression of S1PR1 is not sufficient to confer
responsiveness to S1P.

In conclusion, our data established a crosstalk between S1PR1 and S1PR2 signaling in T cells
during S1P-mediated migration that could be relevant for different aspects of T cell physiology
such as recirculation vs residency and activation by antigen-presenting cells. The S1PR family
has been heavily targeted by the pharmaceutical industry [11],[27] and it can be hypothesized
that S1PR2 antagonists may interfere with T cell function by hampering their migratory
phenotype, which could be of interest for therapeutic purposes. Moreover, our study shows
that co-expression of several S1P receptors may confer unanticipated migratory phenotypes.
As S1PR are never expressed individually, more studies will be needed to understand the

complex interactions that occur between receptors during cell migration.
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Figure legends

Figure 1: The Jurkat cell line as a model of study of S1P-induced migration

(A) RT-QPCR measurement of mRNA levels for the indicated S1P receptors in the
indicated cell lines, relative to B-actin (housekeeping gene). N=1, representative of 2
experiments. (B) Percentage migration of different lymphocytic cell lines in a transwell
system. Each dot corresponds to one experiment. Here are represented the control
condition and the condition on which each cell line had the strongest (positive or
negative) response. (C) Percentage migration of Jurkat and SU-DHL4 cells at different
S1P doses. Mean + SEM of >3 experiments. (D) Percentage migration of Jurkat cells

incubated for 2h in the top chamber with the indicated inhibitor. N=1

Figure 2: Dynamics of cell surface SIPR1 and S1PR2 expression in transduced Jurkat
cells

(A) Representative flow cytometry analysis of ZsGreen and Flag expression in Jurkat
cells transduced with Flag-tagged S1PR1 or S1PR2. (B) Percentage of ZsGreen positive
over time in culture in Jurkat cells transduced with S1PR1 or S1PR2. (C) Cell surface
Flag-S1PR1 or Flag-S1PR2 expression in transduced Jurkat cells exposed to graded
doses of S1P for 4h after O/N serum deprivation, relative to levels before S1P
treatment. Pooled data from N=3 experiments. (D) Cell surface Flag-S1PR1 or Flag-
S1PR2 expression in transduced Jurkat cells exposed to saturating doses of S1P
(300nM) for the indicated times after O/N serum deprivation, relative to levels before
S1P treatment. Pooled data from N=3 experiments. (E) Re-expression of Flag-S1PR1 or
Flag-S1PR2 in transduced Jurkat cells after O/N culture in saturating doses of S1P,
followed by culture in the absence of S1P for the indicated time. Pooled data from N=3

experiments.

Figure 3: Antagonistic effects of SIPR1 and S1PR2 on spontaneous and S1P-mediated
T cell migration

(A-B) Chemotaxis assay measuring Jurkat cell migration in response to different doses
of S1P. Results in (A) show the percentage of input cells that migrated, and in (B) the

migration index relative to the condition without S1P. Mean + SEM of 6 different
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experiments. (C) Percentage of migration of the indicated cells in response to different
doses of CXCL12. Data are pooled from three different experiments. (D-E) Jurkat cells
were transduced with both S1PR1 and S1PR2. Cell migration in response to different
doses of S1P was measured. Results in (D) show the percentage of input cells that
migrated, and in (E) the migration index relative to the condition without S1P. Mean +

SEM of 3 different experiments, for the different cell lines as indicated.

Figure 4: Mathematical modeling of SIPR1 and S1PR2 overexpression impact on
Jurkat migration.

(A) Experimental (mean * SD, squares) and simulated (straight lines) percentages of
input for Jurkat WT (black), SIPR1-FLAG (blue) and S1PR2-FLAG (green). Experimental
data have been introduced in Figure 3B. Simulated percentages are obtained by fitting
data with a polynomial model of the migration rate. (B) Simulated percentage of the
maximal migration for each condition (Jurkat WT, black; S1PR1-FLAG, blue; S1PR2-
FLAG, green). The percentage is computed as the ratio of the percentage of input
(Figure 4A, straight lines) and the maximal simulated average percentage of input (WT:
3.6% for 81 nM of S1P; S1PR1-FLAG: 6.7% for 84 nM of S1P; S1IPR2-FLAG: 6.4% for 820

nM of S1P). The dash line indicates 50% of the maximal percentage of input.

Figure S1: Barcoding system allowing simultaneous measurement of migration of
different pools of Jurkat cells.

Jurkat cells were labelled with anti-CD45 coupled to different fluorochromes for
barcoding and pooled at equal ratio. Cell migration in response to different doses of
S1P was measured. Results show the percentage of input cells that migrated, or the

migration index relative to the condition without S1P.

Figure S2: Gating strategy of SIPR1/S1PR2 single or co-expressors and of control cells
when both receptors were transduced in Jurkat cells.

Jurkat cells were transduced or co-transduced with lentiviral particles expressing either
S1PR1-FLAG and eCFP, either SIPR2-FLAG and ZsGreen. The staining was realized two
days after infection. Chemotaxis studies were performed on the indicated gated

subsets.
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Figure S3: Genes showing a pattern of expression correlated to that of SIPR2 in T
cells

Genes whose expression is positively correlated with murine Slpr2 in T cells are
represented. Gene position on the graph is dependent on their correlation coefficient

(indicated in brown). Zfp683 is also known as Hobit. (Datas from ImmGen)
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Figure S2
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Figure S3
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2.2 Résultats complémentaires a I’article 2

2.2.1 Génération d’un anticorps anti-S1PR2 humain

L'une des limites dans |'étude des S1PR humains est I'absence d’anticorps
spécifiques et fonctionnels pour les détecter par cytométrie en flux. En collaboration
avec |'entreprise Biotem, nous sommes en train de générer des anticorps anti-S1PR2.
La procédure de génération a lieu au sein de I'entreprise, et nous intervenons aux
différentes étapes de criblage afin de valider et sélectionner les hybridomes positifs
(Figure 38). Pour ce faire, les sérums et surnageants de cultures sont utilisés afin de
marquer des Jurkat S1IPR2-FLAG, dans lesquelles le signal attendu doit étre plus fort
que dans les Jurkat non transduites. La Figure 39 montre un exemple des trois types de
profils de marquage que I'on a pu obtenir : I’'hybridome 6E11 n’est pas spécifique de
S1PR2, le 1C4 semble marquer S1PR2 mais avec un signal plutot faible, et le 6D10
présente un signal fort et apparemment spécifique de S1PR2. Le marquage sur les
Jurkat surexprimant S1PR2 est plus fort que celui sur les cellules non transduites, qui
elles-mémes présentent un signal non nul : en effet, ces derniéres expriment S1PR2 de
facon endogene. Nous sommes en train de générer des Jurkat SIPR2-KO afin d’avoir
un vrai controle négatif. Nous avons a ce jour sélectionné trois hybridomes produisant
soit des IgM, soit des IgG, qui sont en phase de sous-clonage.

Peptide S1PR2

Lymphocytes B

Figure 38 : Génération d’anticorps anti-S1PR2.

(1) Immunisation des souris avec un peptide simulant une partie du domaine
extracellulaire de S1PR2. (2) Récupération du sérum des souris immunisées. (3)
Criblage des sérums sur Jurkat non transduites et Jurkat S1IPR2-FLAG, par cytométrie
en flux. (4) Génération d’hybridomes a partir des lymphocytes B des sérums
sélectionnés. (5) Criblage des hybridomes. (6) Sous-clonage des hybridomes
sélectionnés. (7) Amplification des clones et production d’anticorps monoclonaux.
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Figure 39 : Exemple de marquage par les anticorps anti-S1PR2 en phase de test.

Les Jurkat S1IPR2-FLAG ont été privées de sérum pendant 4h, puis marquées avec un
anticorps anti-FLAG (controle d’expression de S1IPR2-FLAG) ou avec les surnageants de
culture d’hybridomes. La MFI (médiane) du signal obtenu a été calculée et comparée
entre les cellules ZsGreen- et ZsGreen+. n=1, représentatif de 2 expériences.

2.2.2 Conséquences in vivo de la perte de S1PR2

Etant donné que notre étude se focalise sur la migration des lymphocytes T
humains, nous nous sommes interrogés sur la pertinence d’'un modele murin pour une
étude in vivo, chose impossible a réaliser chez ’'homme. Nous avons pu obtenir des
souris S1pr2-KO, dans lesquelles I'ORF de Sipr2 a été remplacé par un gene de
résistance a la néomycine contrélé par le promoteur de la phosphoglycerate kinase
(PGK) (Ishii et al., 2002).

a) Impact de la délétion S1PR2 sur la localisation des lymphocytes dans

I'organisme

La premiere étape a consisté a phénotyper ces souris. Chez 'lhomme, on observe
une inhibition médiée par S1PR2 de la migration des lymphocytes T mémoires des
amygdales (Article 1, figures 1 et 2), supposée participer a leur rétention dans 'organe.
Si le phénomene existe également chez la souris, on s’attend a ce qu’une délétion de
S1pr2 perturbe la localisation des populations de lymphocytes T. En particulier, les
lymphocytes T mémoires devraient étre moins présents dans les OLS et augmenter en
pourcentage dans le sang. Nous avons comparé la répartition des sous-populations de
lymphocytes T dans différents organes de souris contréles et Sipr2-KO de 16
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semaines. Dans les poumons et la rate, les différences sont trés marquées : le nombre
de lymphocytes T naifs et mémoires SI1pr2-KO diminue dans les poumons, et
augmente dans la rate, par rapport aux contréles non-KO (Figure 40). Une tendance,
un peu plus légére, semble également se dessiner dans certains organes : le nombre
de lymphocytes T mémoires diminue dans les ganglions et le foie, et augmente dans le
sang des souris S1pr2-KO. Globalement, une délétion en S1pr2 pourrait donc diminuer
la rétention des lymphocytes T mémoires dans certains tissus, et augmenter leur
passage dans le sang et la rate. Nous avons également phénotypé des souris plus
jeunes (6 semaines) sans pouvoir distinguer des différences aussi marquées (données
non montrées) : le systeme immunitaire évolue avec I'dge et il est possible que les
différences ne soient pas encore visibles. Ces résultats sont a confirmer en étudiant un
plus grand nombre de souris de différents ages.
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Figure 40 : Répartition des populations de lymphocytes dans les organes de souris
S1pr2-KO.

Le nombre de lymphocytes dans différents organes (moelle osseuse, ganglions
inguinaux, foie, poumons, rate et sang) murins a été comparé entre souris BALB/c
controles et S1pr2-KO. Les résultats présentés sont pour les lymphocytes T Cd4+ ; les
différences entre souris controles et S1pr2-KO vont dans le méme sens pour les
lymphocytes T Cd8+. n=3 (souris 16 semaines). Tgm = T effecteur mémoire ; Tom = T
mémoire central.

b) Impact de la délétion S1PR2 sur la migration des lymphocytes T

Nous avons ensuite voulu voir si la délétion de S1pr2 impactait la capacité
migratoire des lymphocytes T murins ex vivo. Des lymphocytes ont été isolés a partir
de ganglions et de rates de souris controles et S1pr2-KO. Des tests de chimiotaxie ont
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été réalisés sur plague transwell en présence de différentes doses de S1P, et nous
avons comparé la réponse migratoire des lymphocytes T Cd4+ et Cd8+ entre les souris
non mutées et S1pr2-KO (Figure 41). Les lymphocytes T naifs murins contréles des
ganglions migrent en réponse au S1P de fagon dose-dépendante, avec un pic de
migration a 10 nM de S1P (Figure 41A). Les lymphocytes Tcu migrent faiblement, les
lymphocytes Tegw pas du tout, mais surtout la migration spontanée (sans S1P) des
populations mémoires Cd4+ est plus élevée que celle des cellules naives. Dans la rate,
les lymphocytes T ne migrent plus du tout, et la migration des lymphocytes T Cd4+ est
méme inhibée par de fortes doses de S1P (Figure 41B). Pour la souris S1pr2-KO, les
profils de migration sont les mémes que pour les cellules des souris controles dans les
ganglions, avec peut-étre juste une légere augmentation de la migration des
lymphocytes Tcy Cd4+ (Figure 41A). Dans la rate, la migration des lymphocytes T
S1pr2-KO est globalement plus élevée que celle des contrdles, mais avec une grande
variabilité entre les souris (Figure 41B). Une délétion en S1pr2 in vivo ne semble donc
pas impacter la migration des lymphocytes T des ganglions, mais augmenterait
légerement celle des lymphocytes T de la rate.

B S1pr2**lymphocytes T naifs
B S1pr2*/* lymphocytes Toy
B SIpr2** lymphocytes Tgy,

Cda+

B S1pr2-KO lymphocytes T naifs
BEE S1pr2-KO lymphocytes Tey,
B SI1pr2-KO lymphocytes Tgy,

Cd8+

30 30
A

Pourcentage
de I'input

30 301

Pourcentage
de I'input

Figure 41 : Migration au S1P des lymphocytes T $1pr2-KO murins.
Des tests de chimiotaxie ont été réalisés sur cellules isolées de (A) ganglions ou (B)

rates de souris S1pr2**

et S1pr2-KO et préalablement privées de sérum pendant 2h.
Les cellules ont été déposées dans la chambre supérieure et exposées pendant deux
heures a différentes concentrations de S1P. Le nombre de cellules ayant migré dans
chaque condition a été comparé au nombre total de cellules déposées dans la chambre
supérieure (pourcentage de I'input). Moyennes + SD de 4 souris. S1P = sphingosine-1-

phosphate ; TEM =T effecteur mémoire ; TCM = T mémoire central.
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lll - Comparaison des rdles de S1PR1 et S1PR5 dans la migration
lymphocytaire

Les résultats des études précédentes de I'équipe ainsi que les données publiées
dans la littérature nous ont amenés a nous intéresser en paralléle a un autre récepteur
au S1P, S1PR5. En effet, si SIPR1 est connu pour induire la sortie des lymphocytes T
naifs des OLS, les lymphocytes NK matures utilisent préférentiellement S1PR5 pour
leur migration (Drouillard et al., 2018a). En apparence, la fonction de ces deux
récepteurs semble étre la méme : en fixant le S1P, ils induisent la migration d’un type
de lymphocytes et permettent ainsi leur sortie des organes lymphoides. Pourtant, leur
utilisation spécifique par l'une ou l'autre population lymphocytaire suggere des
différences entre S1PR1 et S1PR5. En outre, I'expression de S1PR5 est acquise par les
lymphocytes Tgy CD8+ humains alors qu’elle est absente des autres lymphocytes T
(Article 1, figure 2B), ce qui pourrait signifier que S1PR5 apporte a cette sous-
population une fonction que S1PR1 ne peut leur fournir. En tenant compte de ces
informations, nous avons choisi de nous intéresser aux différences entre S1PR1 et
S1PR5, notamment en comparant certaines de leurs caractéristiques comme leur
sensibilité au S1P ou leur capacité a induire la migration lymphocytaire.

3.1 Impact de I'environnement sur la migration médiée par S1PR1 ou
S1PR5

Les lymphocytes T naifs et NK matures ne suivent pas le méme schéma de
circulation dans I'organisme. Alors que les lymphocytes T naifs se rendent d’OLS en
OLS afin de scanner les antigénes présentés par les CPA, les lymphocytes NK sont
principalement localisés au niveau de la rate et du sang, ainsi que dans certains
organes non-lymphoides (Grégoire et al., 2007). De ce fait, avant de retourner dans le
sang, les lymphocytes T et NK sont exposés a des environnements différents, ou ils
peuvent recevoir des signaux influengant leur migration. Nous nous sommes demandé
si la migration dépendante du S1P des lymphocytes T naifs et NK matures étaient
impactée par leur localisation dans I'organisme.

Des lymphocytes ont été isolés a partir d’amygdales, de rate, de moelle osseuse et
de sang humains. Des tests de chimiotaxie ont été réalisés sur plaque transwell en
présence de différentes doses de S1P, et nous avons comparé la réponse migratoire
des lymphocytes T CD4+ et CD8+ naifs et des lymphocytes NK dans les différents
organes (Figure 42A). Dans les amygdales, ol on suppose que la concentration en S1P
est assez faible, les trois populations migrent en réponse au S1P, de facon dose-
dépendante. En particulier, 'amplitude de la migration induite par le S1P est tres forte
chez les lymphocytes T CD8+. Dans la moelle osseuse et dans la rate, ou la
concentration en S1P est théoriquement un peu plus élevée car ces organes sont plus
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Figure 42 : Migration au S1P des lymphocytes T et NK humains et murins.

Des tests de chimiotaxie ont été réalisés sur cellules humaines et murines isolées de
différents organes et préalablement privées de sérum pendant 2h. Les cellules ont été
déposées dans la chambre supérieure et exposées pendant deux heures a différentes
concentrations de S1P. Le nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a été
normalisé avec le nombre de cellules ayant migré en absence de S1P (index de
migration). (A) Cellules humaines ; amygdales n=8 ; moelle osseuse n=3 ; rate n=6 ;
sang n=8 individus. (B) Cellules murines ; n=2. Moyennes + SD du nombre d’individus
indiqués. NK = lymphocytes Natural Killer ; SIP = sphingosine-1-phosphate ; T =
lymphocytes T.

vascularisés, I'amplitude de migration est diminuée. Enfin, les lymphocytes du sang ne
sont pas du tout réceptifs au signal médié par le S1IP. On constate donc que, chez
'homme, I'environnement dans lequel se trouvent les lymphocytes influence
fortement leur capacité a répondre au S1P. De facon intéressante, plus

150



I’environnement est riche en S1P, plus la migration est diminuée. Cet effet dure dans
le temps, puisque le comportement des lymphocytes est impacté méme apres les deux
heures de privation de sérum réalisés avant la migration. On peut facilement suggérer
que le S1P présent dans les organes serait responsable d’une internalisation plus ou
moins forte des S1PR, ce qui modulerait la réponse migratoire des lymphocytes. L'effet
en fonction de I'organe est le plus important chez les lymphocytes T CD8+.

Nous avons réalisé les mémes tests chez la souris, en comparant cette fois-ci
ganglions et rate (Figure 42B). On peut observer clairement une diminution de la
migration dépendante du S1P des lymphocytes T Cd4+ et Cd8+ de la rate par rapport a
ceux des ganglions. En revanche, la migration des lymphocytes NK ne semble pas
impactée par la forte concentration en S1P de la rate. Bien que I'on n’ait pas pu
reproduire cet effet chez I'homme, ceci suggéere que, au moins chez la souris, les S1pr
utilisés par les lymphocytes NK ne sont pas inactivés par une forte exposition au S1P.

3.2 Comparaison des séquences C-terminales de S1PR1 et S1PR5

Plusieurs études menées sur des cellules humaines HEK293T ont montré que
S1PR1 était internalisé en présence de S1P (Gonzalez-Cabrera et al., 2007; Liu et al.,
1999). De plus, une étude réalisée sur la lignée de lymphome B murin WEHI-231 a
montré qu’une exposition a de faibles doses de S1P était suffisante pour réduire la
quantité de S1PR1, mais pas de S1PR5, a la membrane des cellules (Jenne et al.,
2009a). Afin de voir s'il est en effet possible que S1PR1 et S1IPR5 ne soient pas
internalisés de la méme fagon par le S1P, nous nous sommes intéressés a leur
séquence protéique. Génétiquement, S1IPR5 est moins proche de S1PR1 que S1PR2 et
S1PR3 (Figure 19). De plus, I'alighement de séquences protéiques par BLAST montre
que, bien que possédant le méme ligand, S1IPR1 et S1PR5 ne partagent que 47% de

similarité.
20 40
| |
hsiPR1 NMTETNEEVEE AENENvV- - - - - SccEcPSG- ------- BsA cGEEREFENAG
hsiPR5 - - - TNEBEEFR ABEEEWccGE HsccBBPSGS QQSASAAEAS GGHEECEPERG
60
| vv 8|0 vy
hS1PR1 vEESESKSBN SSHPORBEcE NPETEMSSG- ------ - - NE NSSS 72 (C-terminal)

hs1PR5 BBGSESGSER SS- PGRBGEB TSGSTGSPGA PTAABTHMSE PAAB 90 (C-terminal)
A

Figure 43 : Comparaison des domaines intracellulaires 4 (correspondant a la queue
C-ter) de S1PR1 et S1PR5.

Pour S1PR1, on retrouve 5 sérines sur les 10 derniers acides aminés de la protéine,
contre seulement 1 sérine pour S1PR5 (fleches noires).

L'internalisation de S1PR1 est consécutive a la phosphorylation par GRK2 d’un
domaine riche en sérine de la queue C-terminale (Watterson et al., 2002). En
comparant les deux séquences C-terminales, on constate que pour S1PR1 les 10
derniers acides aminés de la protéine contiennent 5 sérines phosphorylables, contre
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seulement une sérine pour S1PR5 (Figure 43, fleches noires). Cela nous a conduit a
émettre I’hypothése que, de par sa séquence protéique, S1IPR5 serait moins facilement
internalisable que S1PR1. Cette caractéristique permettrait aux cellules qui
I'expriment, comme les lymphocytes NK, de conserver leur capacité migratoire méme
dans des environnements riches en S1P. Ainsi, les lymphocytes NK, qui doivent
fréquemment passer de la rate au sang, utiliseraient S1PR5 plutét que S1PR1.

3.3 Etude de la sensibilité de S1PR1 et S1PR5 au S1P

Afin de vérifier si effectivement S1PR5 était moins facilement internalisable que
S1PR1, nous avons mesuré I'expression membranaires de ces récepteurs dans une
lignée de lymphocytes T. Pour cela, le méme modeéle que décrit dans l'article 1 a été
utilisé : des cellules Jurkat ont été transduites avec des particules lentivirales capables
d’induire I'expression soit de S1PR1, soit de S1PR5. Etant donnée I'absence dans le
commerce d’anticorps de cytométrie en flux fonctionnels et spécifiques de ces deux
récepteurs, nous les avons tagués en N-terminal avec un polypeptide FLAG
(DYKDDDDK).

Les cellules transduites ont été incubées dans un milieu sans sérum pendant une
nuit entiere. Le SVF utilisé en culture cellulaire est composé majoritairement
d’albumine, qui est un transporteur du S1P (Christoffersen et al., 2011; Murata et al.,
2000). En privant les cellules de sérum, on supprime leur exposition au S1P
extracellulaire, ce qui devrait potentialiser I'expression membranaire des S1PR
sensibles a 'internalisation par ce dernier. Les Jurkat ont ensuite été incubées pendant
30 min ou 4h avec différentes concentrations de S1P, et la présence du peptide FLAG a
la surface des cellules a été mesurée par cytométrie en flux (Figure 40A - 30 min et 4h
poolées). On constate que I’expression membranaire de S1PR1 diminue d’une fagon
dépendante de la dose et du temps alors que celle de S1PR5 reste plutot stable. Un
temps d’incubation court (30 min) suffit a induire I'internalisation de S1IPR1, méme a
petites doses de S1P. 50% du S1PR1 membranaire est perdu avec une incubation entre
111 et 333 nM de S1P, c’est pourquoi nous avons choisi d’utiliser 333 nM pour les
expériences suivantes.

Nous avons ensuite comparé l'internalisation de S1PR1 et S1PR5 au cours du
temps. Comme précédemment, les cellules ont été incubées durant une nuit dans un
milieu sans SVF, puis resuspendues dans 333 nM de S1P et incubées pendant
différents temps (Figure 44B). Pour S1PR1, l'internalisation est tres rapide et on perd
50% de son expression de surface dans les 30 premiéres minutes, ce qui est cohérent
avec le résultat de la Figure 44A. On atteint un plateau aprés 4h d’incubation. Avec 333
nM de S1P, I'expression de S1PR1 est donc fortement diminuée mais pas totalement
supprimée. L'expression de S1PR5 diminue légérement au cours de la premiére heure,
puis reste stable, sans jamais descendre en-dessous de 70%. Ce dernier semble donc
peu sensible a I'internalisation par le S1P.
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Enfin, nous avons réalisé |'expérience inverse: les Jurkat transduites ont été
incubées dans 333 nM de S1P pendant une nuit, puis privées de sérum durant
différents temps (Figure 44C). La quantité de S1PR1 membranaire augmente
progressivement au cours du temps. A 6h, la courbe semble encore ascendante, mais
la valeur aprés 16h d’incubation est relativement similaire (donnée non montrée, n=1).
A V'inverse, I'expression de S1PR5 ne varie pas. Il convient cependant de noter qu’une
incubation dans 333 nM de S1P ne réduit pas énormément |'expression de S1PR5
(Figure 44B). Par conséquent, il est possible que, méme aprés une nuit d’incubation, le
niveau de S1PR5 membranaire soit toujours a son maximum et ne puisse pas étre
augmenté plus.

Ces trois expériences montrent que S1PR1 est trés sensible a linternalisation
induite par le S1P extracellulaire, alors que S1PR5 n’est quasiment pas internalisé dans
les mémes conditions. Il est possible que ces différences soient exploitées par les
populations de lymphocytes pour avoir la réponse migratoire adéquate dans les
différents compartiments de I'organisme.
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Figure 44 : Sensibilité de S1PR1 et S1PR5 a l'internalisation médiée par le S1P.

Les Jurkat SIPR1-FLAG et les Jurkat SIPR5-FLAG ont été incubées pendant une nuit (A)
dans du milieu sans sérum, puis incubées avec différentes doses de S1P pendant 30 min
ou 4h ; (B) dans du milieu sans sérum, puis incubées avec 333 nM de S1P pendant
différents temps ; (C) dans 333 nM de S1P, puis incubées dans du milieu sans sérum
pendant différents temps. L'expression membranaire du FLAG a été mesurée par
cytométrie en flux. La MFI a été calculée avec le logiciel FlowJo, et les valeurs de
chaque condition ont été normalisées avec la valeur au point 0 min. Comparaison entre
les deux S1PR pour chaque point : *p<0,05 ; **p<0,01 (ANOVA ou test de Friedman en
fonction de la normalité des données). Moyennes * SD de 3 expériences avec triplicats.

S1P = sphingosine-1-phosphate.

153



3.4 Migration au S1P médiée par S1PR1 et S1PR5

Comme S1PR1 est responsable de la migration des lymphocytes T naifs, et SIPR5
de celle des lymphocytes NK matures, nous nous sommes demandé si les deux
récepteurs induisaient le méme type de réponse migratoire au S1P. Pour répondre a
cette question, nous avons réalisé plusieurs tests de chimiotaxie en plaque transwell.
Les données pour les Jurkat non transduites (Jurkat WT) et S1PR1-FLAG sont les
mémes que celles présentées dans I'article 1, mais seront cette fois-ci comparées aux
Jurkat S1PR5-FLAG.

3.4.1 Impact de S1PR1 et S1PR5 sur la migration au S1P
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Figure 45 : Role de S1PR1 et S1PR5 dans la migration S1P des Jurkat.

Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-CD45 couplés a des
fluorochromes différents afin de les différencier, puis mixées a ratio égal. Des tests de
chimiotaxie ont été réalisés sur ces cellules aprés 2h de privation de sérum. L’analyse
a été faite sur les cellules ZsGreen- pour les Jurkat non transduites (Jurkat WT), ou
ZsGreen+ pour les Jurkat transduites. (A) Le nombre de cellules ayant migré dans
chaque condition a été normalisé avec le nombre de cellules ayant migré en absence
de S1P (index de migration), (B) ou a été comparé au nombre total de cellules
déposées dans la chambre supérieure (pourcentage de I'input). Comparaison avec la
migration des Jurkat WT : *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns ou
pas d’indication = non significatif (ANOVA ou test de Friedman en fonction de la
normalité des données). Moyennes + SEM de 6 expériences.

Dans un premier temps, nous avons vérifié si la surexpression de S1PR1 et S1PR5
influencait la réponse migratoire en présence de S1P, par rapport aux Jurkat WT. Les
cellules ont été privées de sérum pendant deux heures dans la chambre supérieure
d’une plaque transwell, puis du milieu contenant différentes concentrations de S1P a
été ajouté dans la chambre inférieure. Au bout de deux heures, les cellules ayant migré
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dans la chambre inférieure ont été récupérées et comptées par cytométrie en flux.
Comme montré précédemment, la surexpression de S1PR1 augmente fortement la
migration des Jurkat, avec une augmentation d’un facteur 15 au pic de migration par
rapport a la condition sans S1P (Figure 45A — S1P), contre un facteur 3 dans les Jurkat
WT. Le pourcentage de Jurkat SIPR1-FLAG ayant migré parmi les cellules totales est
également augmenté par rapport aux Jurkat WT (Figure 45B — S1P). De plus, le pic de
migration est atteint pour une concentration plus faible de S1P (111 nM au lieu de 333
nM pour les Jurkat WT). L'effet d’une surexpression de S1PR5 sur la migration des
Jurkat semble plus faible : I'index est légerement plus élevé et le pic de migration est
également atteint a 111 nM, avec une migration augmentée aux faibles doses de S1P,
mais le pourcentage de cellules ayant migré vers les fortes concentrations en S1P est
globalement le méme que pour les Jurkat WT. La différence observée en index et non
en input est due au fait que la surexpression de S1PR5 diminue la migration spontanée
(input pour S1P 0 nM), mais affecte peu la migration en présence de S1P. Il apparait
donc qu’une surexpression de S1PR1 augmente fortement I'amplitude de migration
des Jurkat en réponse au S1P ainsi que leur sensibilité au S1P, alors que S1PR5 a peu
d’effet notable sur cette migration mis a part I'abaissement de la dose de S1P
nécessaire a la migration.
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Figure 46 : Impact d’une surexpression de S1PR1 ou S1PR5 sur la migration S1P-
indépendante des Jurkat.

Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-CD45 couplés a des
fluorochromes différents afin de les différencier, puis mixées a ratio égal. Des tests de
chimiotaxie ont été réalisés sur ces cellules apres 2h de privation de sérum. L’analyse a
été faite sur les cellules ZsGreen- pour les Jurkat WT, ou ZsGreen+ pour les Jurkat
transduites. Le nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a été normalisé
avec le nombre de cellules ayant migré en absence de S1P (index de migration) ou a
été comparé au nombre total de cellules déposées dans la chambre supérieure
(pourcentage de I'input). Comparaison avec la migration des Jurkat WT par ANOVA ou
test de Friedman en fonction de la normalité des données: différences non
significatives. Moyenne * SD de 3 expériences avec triplicats.
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Nous nous sommes également intéressés a I'impact d’une surexpression de S1PR1
et S1PR5 sur la migration S1P-indépendante des Jurkat. Les mémes tests de
chimiotaxie que décrits précédemment ont été réalisés, avec cette fois-ci dans la
chambre inférieure différentes concentrations de CXCL12 au lieu du S1P. La migration
en réponse au CXCL12 est la méme pour les trois lignées (Figure 46). En effet, le
pourcentage de cellules ayant migré ne varie pas en fonction du S1PR surexprimé
(pourcentage de I'input). Comme pour la figure 41, la différence observée en index et
non en pourcentage de I'input est due aux variations de migration spontanée (input
pour S1P 0 nM) conséquente a la surexpression de S1PR1 ou S1PR5, mais pas a la
migration en réponse au CXCL12. Ces résultats montrent que les différences de
migration observées avec le S1P (Figure 45) sont bien dépendantes du S1P.

3.4.2 Role du gradient de S1P dans la migration médiée par S1PR1 et S1PR5

Puisque les lymphocytes primaires en provenance de différents organes ne
présentent pas la méme réponse migratoire, et que S1PR1 et S1PR5 ne sont pas
internalisés de la méme facon en présence de S1P, nous avons voulu savoir si la
migration avec ces deux récepteurs était modulée par I'exposition des cellules au S1P
présent dans leur environnement. De nouveaux tests de chimiotaxie ont été réalisés
en faisant varier le temps de privation de sérum avant |'étape de migration. Pour les
trois lignées, Jurkat WT, S1IPR1-FLAG et S1PR5-FLAG, on peut voir que I'amplitude de la
réponse migratoire augmente avec le temps de privation de sérum (Figures 48A-B), ce
qui signifie que les cellules répondent mieux au S1P. L'effet est le plus fort pour les
Jurkat S1PR1-FLAG, qui triplent leur index de migration entre O et 4h de privation de
sérum. On observe moins de différences chez les Jurkat S1PR5-FLAG, ce qui est
cohérent avec I'absence d’externalisation lors d’une privation de sérum (Figure 44C). Si
on regarde le pourcentage de cellules ayant migré (Figure 47C-D), les différences sont
moins marquées, comme si la privation de sérum influengait plus la migration basale.
Ainsi, I'incubation des Jurkat dans un milieu dépourvu de S1P modifie peu leur capacité
a migrer en réponse au S1P, mais diminue leur capacité a passer spontanément dans la
chambre inférieure. Cet effet est plus fort lorsque S1PR1 est surexprimé, mais presque
inexistant quand c’est S1IPR5 qui est surexprimé.

Ensuite, nous avons étudié I'effet direct du S1P sur la capacité migratoire des
Jurkat, en pré-incubant celles-ci deux heures dans 300 nM de S1P avant |'étape de
migration. De fagon évidente, I'exposition de toutes les lignées au S1P réduit leur
migration au S1P (Figure 48A-B) et augmente leur migration basale (Figure 48B), ce qui
suggere que les S1PR responsables de la migration dans ces cellules ont été inactivés
par le S1P extracellulaire. L'intensité de l'inhibition de migration induite par la pré-
incubation dans 300 nM de S1P suit le profil de migration de chacune des lignées : plus
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la migration sans pré-incubation est grande, plus I'inhibition aprées pré-incubation est
forte. De ce fait, il n’y a presque plus de réponse migratoire apres pré-incubation dans
300 nM de S1P. Ces résultats permettent de dire que la migration induite par S1PR1
est fortement influencée par la présence de S1P dans I'environnement, ce dernier
inhibant la réponse migratoire. Cela semble également étre le cas pour la migration
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Figure 47 : Impact du temps de privation de sérum sur la migration des Jurkat.

Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-CD45 couplés a des
fluorochromes différents afin de les différencier, puis mixées a ratio égal. Des tests de
chimiotaxie ont été réalisés sur ces cellules apres Oh, 2h ou 4h de privation de sérum.
L’analyse a été faite sur les cellules ZsGreen- pour les Jurkat WT, ou ZsGreen+ pour les
Jurkat transduites. (A-B) Le nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a
été normalisé avec le nombre de cellules ayant migré en absence de S1P (index de
migration, A = méme échelle, B = échelles adaptées), (C-D) ou a été comparé au
nombre total de cellules déposées dans la chambre supérieure (pourcentage de I'input,
C = méme échelle, D = échelles adaptées). Moyennes + SEM de 2 expériences avec
duplicats.
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induite par S1PR5. Cependant, comme on peut le voir dans les différents tests de
chimiotaxie (Figures 46, 48 et 49), la surexpression de S1PR5 ne modifie pas
énormément la migration des Jurkat WT, a I'exception de la dose de S1P au pic de
migration. On ne peut donc pas exclure la possibilité que I'effet constaté (Figure 48)
est causé non pas par l'inactivation du S1PR5 exogéne, mais par celle du S1PR1

endogene.
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Figure 48 : Impact d’une pré-incubation au S1P sur la migration des Jurkat.

Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-CD45 couplés a des
fluorochromes différents afin de les différencier, puis mixées a ratio égal. Des tests de
chimiotaxie ont été réalisés sur ces cellules aprés 2h d’incubation dans du milieu
additionné de 300 nM de S1P. L’analyse a été faite sur les cellules ZsGreen- pour les
Jurkat WT, ou ZsGreen+ pour les Jurkat transduites. (A) Le nombre de cellules ayant
migré dans chaque condition a été normalisé avec le nombre de cellules ayant migré
en absence de S1P (index de migration), (B) ou a été comparé au nombre total de
cellules déposées dans la chambre supérieure (pourcentage de I'input). Pour chaque
point de migration, le pourcentage d’inhibition a été calculé en comparant la migration
aprées pré-incubation dans 300 nM de S1P avec la migration sans pré-incubation dans
du S1P (qui correspond a une inhibition de 0%). Moyennes + SD de 3 expériences avec
triplicats.
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3.4.3 Existe-t-il un effet additif entre S1PR1 et S1PR5 ?
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Figure 49 : Impact d’une co-expression de S1PR1 et S1PR5 sur la migration des Jurkat.
(A) Les Jurkat ont été transduites ou co-transduites avec des particules lentivirales
exprimant soit SIPR1-FLAG et la eCFP, soit SIPR5-FLAG et la ZsGreen. Le marquage a
été réalisé a J+2 apres infection. (B) Les cellules ont été marquées avec des anticorps
anti-CD45 couplés a des fluorochromes différents afin de les différencier, puis mixées a
un ratio 1:1:1:1. Des tests de chimiotaxie ont été réalisés sur ces cellules aprés 2h de
privation de sérum. L’analyse a été faite sur les cellules eCFP- ZsGreen- pour les Jurkat
non transduites (Jurkat WT), ou eCFP+, ZsGreen+ ou eCFP+ ZsGreen+ pour les Jurkat
transduites. Le nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a été normalisé
avec le nombre de cellules ayant migré en absence de S1P (index de migration), ou est
comparé au nombre total de cellules déposées dans la chambre supérieure
(pourcentage de I'input). Moyennes + SD de 3 expériences avec triplicats.

Méme si I'effet de S1IPR5 sur la migration des Jurkat semble faible, nous avons
voulu savoir si les deux S1PR interagissaient lorsqu’ils étaient exprimés sur la méme
cellule, comme c’est le cas dans les lymphocytes CD8+ Tgy (Drouillard et al., 2018b).
Pour cela, les Jurkat ont été transduites individuellement ou co-transduites avec des
particules lentivirales induisant I'expression de S1PR1-FLAG ou S1PR5-FLAG. Les
récepteurs portant le méme tag, la transduction de chacun des deux types de
particules virales a été validée grace a l'expression de molécules fluorescentes
différentes, la eCFP (S1PR1) et la ZsGreen (S1PR5) (Figure 49A). Des tests de migration
en présence de différentes doses de S1P ont été réalisés sur les cellules ainsi obtenues.
Comme observé précédemment, la migration des Jurkat surexprimant S1PR1 est plus
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forte (Figure 49B). Si on regarde les résultats exprimés en index de migration, la
migration des Jurkat non transduites (Jurkat WT) est plus faible. En input, elle est
identique a celle des Jurkat S1PR5-FLAG et des Jurkat S1PR1-FLAG S1PR5-FLAG. La
différence entre les deux modes de représentation est due au fait que la migration
basale des cellules transduites est plus faible que celle des WT. Il est intéressant de
constater que les réponses migratoires des Jurkat SIPR5-FLAG et des Jurkat S1PR1-
FLAG S1PR5-FLAG sont plus ou moins similaires. On n’a donc pas ici d’effet additif des
deux récepteurs, comme on aurait pu s’y attendre.

En considérant tous les résultats obtenus lors de notre étude comparative entre
S1PR1 et S1PR5, nous en sommes arrivés a remettre en question la validité de notre
modele concernant S1PR5. En effet, il parait surprenant que ce dernier, connu pour
induire la migration des lymphocytes NK, n"augmente pas spécialement la migration
des Jurkat en réponse au S1P. Notre hypothése est que S1PR5 n’est pas - ou peu -
fonctionnel chez les Jurkat. Ces dernieres, qui ne I'expriment pas a |'état non transduit,
n’ont peut-étre tout simplement pas la machinerie cellulaire adaptée a la signalisation
S1PR5-médiée.

3.5 Test de nouveaux modeles

Etant donné que les Jurkat n’expriment pas S1PR5, il est difficile de savoir si le peu
d’effet observé est di au récepteur en lui-méme ou au type cellulaire utilisé. Comme
I'ajout de S1IPR1 exogéne augmente clairement la migration des Jurkat, nous avons
voulu vérifier s’il était possible de retrouver cet effet dans une lignée qui n’exprime
pas du tout S1IPR1 au départ, comme les HuT78 (Article 2, figure 1A). Notre hypothese
était que, si le S1IPR n’était pas exprimé naturellement, il risquerait de ne pas étre
fonctionnel, et le faire exprimer ne suffirait pas car il manquerait la machinerie
cellulaire en aval. Les HUuT78 non transduites (HuT78 WT) ne migrent pas en réponse
au S1P (Figure 50), et sur quatre expériences indépendantes, une seule indique une
migration des HuT78 S1PR1-FLAG (Figure 50 — Réplicat 1). Cependant, comme le
pourcentage de cellules ayant migré est tres faible (moins de 1%), les différences
observées ne sont pas tres pertinentes. Les HuT78 ne sont donc pas un bon modele
pour étudier le role de S1PR1 dans la migration, et il est peu probable que le S1PR1
exogene y soit fonctionnel.

Pour étudier S1PR5 dans un modeéle plus pertinent, nous avons voulu faire les
mémes tests dans une lignée de lymphocytes NK exprimant déja S1PR5, les NK92.
Cependant, I'expression de S1PR1 et S1PR5 apres transduction est tres faible et est
guasiment totalement perdue a J+10 (données non montrées). |l faudrait refaire le test
sur une autre lignée.
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Figure 50 : Impact d’une surexpression de S1PR1 sur la migration des HuT78.

La lignée de lymphocytes T HuT78 a été transduite avec des particules lentivirales
induisant I'expression de S1PR1-FLAG. Des tests de chimiotaxie ont été réalisés sur ces
cellules apres 2h de privation de sérum. L’analyse a été faite sur les cellules ZsGreen-
pour les HUT78 non transduites (HUT78 WT), ou ZsGreen+ pour les HUT78 transduites.
Le nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a été normalisé avec le
nombre de cellules ayant migré en absence de S1P (index de migration), ou a été
comparé au nombre total de cellules déposées dans la chambre supérieure
(pourcentage de linput). Une courbe = une expérience (n=4 expériences avec
duplicats).

3.6 Expression in vivo de S1PR5

Comme nous avons suggéré que S1PR5 était moins sensible a I'internalisation par
le S1P, il serait intéressant de vérifier si c’est bien le cas in vivo. A ce jour, il n’existe pas
d’anticorps spécifique de Slpr5 fonctionnel pour la cytométrie en flux. Nous avons
donc généré des souris mutantes dans lesquelles le tag FLAG a été inséré en N-
terminal de SIpr5 par électroporation a l'aide de la technologie CRISPR/Cas9.
L'insertion du tag a été validée par séquencage. La procédure de CRISPR/Cas9 est
réalisée a un stade de développement pluri-cellulaire, et la mutation n’a pas lieu dans
toutes les cellules. De ce fait, la premiére génération de souris obtenues aprées ce type
de procédure est dite « chimére », c’est-a-dire que les souris possedent des cellules
avec des génomes différents (portant la mutation ou non). Nous avons regardé chez
une souris chimére comment était exprimé le FLAG a la surface des lymphocytes NK
dans différents organes. Les cellules de sang, rate, moelle osseuse et ganglions ont été
préparées puis marquées avec des anticorps pour identifier les lymphocytes NK et
détecter le FLAG. La rate d’une souris non taguée a été utilisée en controle négatif, elle
détermine le bruit de fond de I'anticorps anti-FLAG.

L'analyse en cytométrie en flux révéle des niveaux faibles d’expression du FLAG.
Cependant, si on calcule la MFI (moyenne géométrique) du signal pour différentes
populations, on peut observer certaines différences d’expression du tag (Figure 51).
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Les lymphocytes B constituent un contréle négatif car ils n’expriment jamais S1pr5, ce
qui est bien le cas ici. Les lymphocytes T expriment légérement S1pr5, probablement
par les populations de lymphocytes Tgy CD8+. La population de monocytes, qui devrait
exprimer Slpr5 (Debien et al., 2013), n’est pas exploitable du fait d’'un probleme de
compensation entre les anticorps anti-FLAG (APC) et anti-Cdllb (APC-R700).
Concernant les lymphocytes NK, les résultats sont surprenants. En effet, I'expression
de Slpr5 est acquise au cours de leur maturation (Walzer et al.,, 2007). En
conséquence, on attendrait une expression globalement plus forte dans les
lymphocytes NK matures (Cd27-) que dans les immatures (Cd11b-). De plus, il semble
qu’il y ait des variations d’expression de S1PR5 entre les différents organes étudiés, ce
qui contredirait I’hypothése selon laquelle S1pr5 n’est pas internalisé. Cependant, on
ne peut conclure en se basant uniquement sur ces données, qui ont été obtenues sur
une seule souris S1pr5-FLAG chimere. Il faudra refaire ces mesures sur des souris
hétérozygotes et homozygotes pour la mutation, lorsque celles-ci seront disponibles.
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Figure 51 : Expression in vivo de S1pr5 dans une souris S1pr5-FLAG chimeére.

Les cellules du sang, de la rate, de la moelle osseuse et des ganglions d’une souris
S1PR5-FLAG chimere ont été marqués avec des anticorps spécifiques du tag FLAG. La
MFI (moyenne géométrique) du signal obtenu pour le tag FLAG a été calculée et
comparée a celle obtenue dans les cellules d’'une rate de souris non taguée.

Finalement, I'ensemble de ces résultats suggére que S1PR1 et S1PR5 possedent des
caractéristiques différentes, en tout cas dans notre modele cellulaire in vitro. En
particulier, SIPR1 est sensible a I'internalisation médiée par le S1P et induit une forte
migration en réponse au S1P, tout en diminuant la dose nécessaire pour une migration
maximale. SIPR5 quant a lui n’est pas internalisé en présence de S1P, et semble
surtout diminuer la dose de S1P requise pour le pic de migration, tout en affectant peu
I'amplitude de la migration.
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MATERIEL ET METHODES COMPLEMENTAIRES

Souris

Les souris C57BL/6 et BALB/c ont été achetées chez les laboratoires Charles River
(L’Arbresle, France) et élevées au Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris (Lyon,
France). Les souris S1pr2-KO ont été décrites dans la littérature (Ishii et al., 2002). Les
souris mutantes S1pr5-FLAG ont été générées sur fond génétique C57BL/6 au Plateau
de Biologie Expérimentale de la Souris (Lyon, France). Le tag FLAG 5’-
CGCAGCAGCCCGGGCUCCAU-3’ a été inséré apres le codon start du gene S1pr5 par
électroporation a I'aide de la technologie CRISPR/Cas9. La séquence de I’ARN guide a
été générée avec I'outil CRISPOR (Tefor). Les oligonucléotides utilisés ont été achetés
chez Eurogentec (Liege, Belgique). Toutes les expérimentations ont été menées en
accord avec les recommandations frangaises du Guide de I"évaluation éthique des
études sur animaux et la directive européenne 86/609/CEE.

Lignée cellulaire endothéliale

La lignée endothéliale HMEC-1 (ATCC, Paris, France) nous a été généreusement
donnée par I'équipe du Pr Olivier Thaunat (Lyon, France). Les cellules ont été cultivées
dans un milieu complet pour la croissance des cellules endothéliales (PromoCell) a
37°C et 5% CO,. Lors des passages, les cellules HMEC-1 adhérentes ont été lavées avec
1 mL de DPBS 1X et dissociées de leur support avec 2-3 mL de trypsine pendant 5-
15 min a 37 °C. La réaction a été stoppée avec 8 mL de milieu. Les cellules dissociées
ont été centrifugées a 1500 RPM pendant 5 min, puis resuspendues et diluées au
1/5°™ dans du milieu de culture frais.

Anticorps

Tous les anticorps utilisés ont été achetés chez BD Biosciences (San Jose, CA),
eBioscience (San Diego, CA), Beckman-Coulter (Miami, FL) et BioLegend (San Diego,
CA).

Phénotypage des souris mutantes

Souris S1pr2-KO

Des suspensions cellulaires obtenues a partir de rates, ganglions, poumons, intestins,
foies, moelle osseuse et sang de souris S1pr2-KO et BALB/c ont été marquées avec des
anticorps dirigés contre Cd4 (clone GK1.5), Cd8 (clone 53-6.7), Cd44 (clone IM7), Cd62I
(clone MEL-14), Nk1.1 (clone PK136), Cd45 (clone 30-F11). Les marquages ont été
analysés par cytométrie en flux (LSR Fortessa, BD Biosciences, San Jose, CA) puis avec
le logiciel FlowJo.
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Souris S1pr5-FLAG

Des suspensions cellulaires obtenues a partir de rates, ganglions, moelle osseuse et
sang de souris S1pr5-FLAG et C57BL/6 ont été marquées avec des anticorps dirigés
contre Cd3 (clone 145-2C11), Nk1.1 (clone 500A2), Cd11b (clone M1/70), Cd27 (clone
LG.3A10) et FLAG (clone L5). Les marquages ont été analysés par cytométrie en flux
(LSR Fortessa) puis avec le logiciel FlowJo.

Préparation des lymphocytes primaires humains

Tout le matériel biologique a été fourni aprés consentement éclairé des patients, et
cette étude a été réalisée en accord avec la Déclaration d’Helsinki de I’Association
Médicale Mondiale. Les amygdales pédiatriques provenant de patients ayant subi une
amygdalectomie, ainsi que les rates, ont été coupées en morceaux a l'aide d’un
scalpel, puis écrasées a travers un filtre cellulaire de 70 um afin d’obtenir une
suspension cellulaire. Le sang périphérique humain et la moelle osseuse proviennent
de donneurs sains. Un ficoll a été réalisé sur les cellules qui ont ensuite été lavées
plusieurs fois dans du milieu RPMI 1640 GlutaMAX medium (Gibco, Carlsbad, CA)
additionné de 10% de sérum de veau feetal (SVF) (Dutscher, Brumath, France) inactivé
a 56°C, 100 U/mL de pénicilline/streptomycine (P/S) (Gibco, Carlsbad, CA) et 10 mM
d’hepes.

Tests de chimiotaxie

S1P

(1) (2) (3) (4)

Figure 52 : Schéma expérimental des tests de chimiotaxie

(1) Les plaques Transwell utilisées sont composées d’une chambre inférieure et d’une
chambre supérieure amovible dont le fond est une membrane poreuse. Les cellules
sont incubées deux heures dans la chambre supérieure a 37°C et 5% de CO2. (2) Le S1P
(ou autre molécule chimioattractante) dilué dans du milieu est déposé dans la chambre
inférieure. (3) Les cellules migrent pendant deux heures. (4) La chambre supérieure est
otée. (5) Les cellules présentes dans la chambre inférieure seront comptées au
cytometre en flux.

Lignées cellulaires

Les tests de chimiotaxie ont été réalisés comme décrits dans la section matériel et
méthodes de I'article 2. Pour I'expérience avec le S1P (Tocris, Bristol, UK) dans la
chambre supérieure, la procédure était la méme qu’avec le FTY720. Pour les cinétiques
de privation de sérum, nous avons fait varier le temps de privation de sérum (Oh, 2h ou
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4h). Pour la migration transendothéliale, 7,5.10* cellules HMEC-1 ont été mises en
culture dans la chambre supérieure de la plaque transwell. Trois jours plus tard, le
milieu de culture a été enlevé, la chambre supérieure a été lavée trois fois avec 75 plL
de DPBS 1X, et le test de chimiotaxie a été réalisé comme décrit précédemment.

Cellules primaires

Les tests de chimiotaxie sur cellules primaires murines ont été réalisés dans des
plaques transwell 24 puits (Corning, Cambridge, USA) avec inserts de 5 um. 10° cellules
resuspendues dans 100 uL de milieu de chimiotaxie (RPMI 1640 GlutaMAX additionné
de 100 U/mL de P/S et de 4 mg/mL de BSA fatty acid-free (Sigma, St-Louis, USA)) ont
été incubées 2h a 37°C et 5% CO; dans la chambre supérieure de la plaque. 600 pL de
milieu de chimiotaxie seul ou avec S1P ont ensuite été ajoutés dans la chambre
inférieure. Les plaques ont été incubées a 37°C pour une migration de 2h. Les cellules
de la chambre inférieure ont été culottées 2 min a 1500 RPM et 4°C. A cette étape, les
cellules ont été marquées 30 min avec des anticorps dirigés contre Cd3 (clone 500A2),
Cd4 (clone GK1.5), Cd8 (clone 53-6.7), Cd44 (clone IM7), Cd62| (clone MEL-14), Nk1.1
(clone PK136), Cd27 (clone LG.3A10), Cdllb (cloneM1/70). Les cellules ont été
comptées par cytométrie en flux (MACSQuant, Miltenyi Biotec) et les résultats
analysés avec le logiciel FlowJo. Les résultats ont été soit normalisés avec le nombre de
cellules ayant migré en absence de S1P (index de migration), soit comparés avec le
nombre total de cellules déposées dans la plaque (pourcentage de I'input).

Transduction lentivirale

La transduction des Jurkat avec les particules lentivirales induisant I'expression de
S1PR5-FLAG a été réalisée selon le protocole décrit dans I'article 2. SIPR5 a été cloné
dans le plasmide lentiviral avec les amorces suivantes: (forward) 5’-
GCGCTTAATTAAACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGAGAGTGGACTGCTGCGGCC
-3’, (reverse) 5’-GCGCACGCGTTCAGTCGGCGGCGGGTTCGG-3'.

Génération d’anticorps anti-S1PR2

Criblage

Les anticorps anti-S1PR2 ont été générés comme décrit dans la Figure 38. Le processus
de génération est réalisé par Biotem (Marseille, France) et nous validons les
différentes étapes par criblage FACS. Des souris ont été immunisées avec un ou
plusieurs peptide(s) simulant une partie du domaine extracellulaire de S1PR2. Le
sérum d’une de ces souris a été sélectionné (marquage positif de SIPR2-FLAG par
cytométrie en flux). Des hybridomes ont été générés par fusion entre les lymphocytes
B du sérum sélectionné et des cellules de myélome. Les hybridomes positifs passent
par plusieurs phases de sous-clonage, afin d’obtenir un clone le plus pur possible. Les
clones finaux seront amplifiés et serviront a la production d’anticorps monoclonaux
anti-S1PR2.
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Test des surnageants de clones sur Jurkat SIPR2-FLAG

Les Jurkat S1PR2-FLAG ont été privées de sérum pendant 4h, puis marquées avec les
différents sérums ou surnageants de culture d’hybridomes, suivi d’un anticorps
secondaire anti-IgG murin (Invitrogen, Carlsbad, CA). Les résultats ont été analysés par
cytométrie en flux (MACSQuant) et avec le logiciel FlowJo. Nous avons comparé le
marquage entre les Jurkat ZsGreen- (WT) et ZsGreen+ (S1PR2-FLAG).

166



DISCUSSION ET CONCLUSION

Au cours de ces travaux, nous nous sommes intéressés au role des S1PR dans la
migration des lymphocytes T en réponse au S1P ; en particulier aux différences entre
S1PR1 et S1PR2, et entre S1PR1 et S1PR5. Nous avons montré dans un premier temps
que, chez 'homme, les lymphocytes T naifs des amygdales migraient en réponse au
S1P d’une facon dépendante de S1PR1, alors que la migration des lymphocytes T
mémoires était inhibée par S1PR2 (Article 1). La migration des lymphocytes NK est
quant a elle médiée par S1PR5 (Drouillard et al., 2018a). Le r6le des S1PR dans la
circulation des lymphocytes T ayant été tres peu étudié chez I'homme, il était
intéressant de poursuivre cette étude afin d’essayer de démontrer d’une facon plus
générale I'implication de S1PR1, S1PR2 et S1PR5 dans la migration des lymphocytes T
humains. En outre, les potentielles interactions entre les S1PR co-exprimés par les
cellules constituent un point quasiment inexistant dans la littérature.

Les études chez ’'homme sont limitées par plusieurs facteurs. Tout d’abord, il est
parfois compliqué d’obtenir des prélevements, et la fréquence de ces derniers est
souvent aléatoire. Ensuite, les cellules primaires sont plus difficiles a garder en culture
et a modifier génétiquement, ce que nous avions besoin de réaliser pour ce projet.
Enfin, il est bien évidemment impossible de faire des études in vivo dans ce contexte,
alors que cela est possible chez I’'animal. C’'est d’ailleurs probablement pour ces raisons
que la grande majorité des études sur les S1PR ont été conduites chez le rongeur.

De ce fait, on ne retrouve que tres peu d’études sur les S1PR chez ’homme. Outre
deux études citées précédemment (Blankenbach et al., 2016; Davis et al., 2005), un
autre article décrit des expérimentations similaires afin de mieux comprendre le role
des S1PR dans la sortie des lymphocytes T humains du thymus (Resop et al., 2016). Il
en ressort que S1PR1 est essentiel a la migration des thymocytes matures humains en
réponse au S1P. Ces derniers expriment de forts niveaux de S1PR1, mais aussi de
S1PR2. Il est également suggéré, de facon tres indirecte, que S1PR2 pourrait inhiber la
migration des thymocytes matures. Les autres rares études que l'on trouve chez
I'homme sont des études in vitro, principalement dans des lignées cellulaires non
lymphocytaires comme les HEK293T, qui valident [Iinternalisation (par
immunofluorescence ou western-blot) de SIPR1 humain en présence de S1P (Liu et al.,
1999; Oo et al.,, 2007) mais n’apportent pas d’information sur son role dans la
migration. Un article explique que la migration au S1P de différentes lignées dérivées
de lymphomes T humains dépend fortement de leur expression endogéne de S1PR1
(Messias et al., 2016), mais les auteurs ne s’intéressent pas a S1PR2 et S1PR5, ces
derniers n’étant presque pas exprimés dans les lignées choisies. Enfin, une unique
étude tente de caractériser I'impact d’'une co-expression de deux S1PR sur la
migration, mais dans des lignées de lymphocytes B (Sic et al., 2014).
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Notre étude apporte donc de nouveaux éléments dans la compréhension du role
des S1PR dans la circulation des lymphocytes T chez 'lhomme. En effet, nous avons
montré que S1PR1 et S1PR2 contrélaient la réponse au S1P des lymphocytes T de
I'amygdale, un OLS. Puis, contrairement a la plupart des données de la littérature, nous
avons regardé leur impact dans une lignée T, ce qui permet de suggérer que les
résultats obtenus pourraient étre appliqués aux lymphocytes T in vivo. Le modele de
S1PR tagués nous a permis de visualiser directement I'expression membranaire des
S1PR par cytométrie en flux, chose auparavant impossible. Enfin, si I'effet combiné de
S1PR1 et S1PR2 sur la migration a été précédemment étudié dans des lignées de
lymphocytes B humains (Sic et al., 2014), cela n’avait jamais été fait dans des
lymphocytes T, ni pour S1PR5.

| — Les Jurkat S1PR-FLAG : un modele pratique mais imparfait

La raison du choix d’une étude in vitro plutot que I'exploitation d’'un modele murin
est simple : bien que de nombreuses études existent déja chez la souris, la possibilité
d’une application chez 'homme des processus mis en évidence par ce biais n’a pas
encore été démontrée. En effet, les systémes immunitaires humains et murins ne sont
pas totalement identiques, et les S1PR humains et murins pas totalement
homologues : 94,2% d’homologie protéique entre ’homme et la souris pour S1PR1,
90,7% pour S1PR2, et 86,3% pour S1PR5 (d’aprés un BLAST sur UniProt). On ne peut
donc pas exclure la possibilité d’une fonction différente des S1PR entre les deux
especes. D’ailleurs, nos expériences préliminaires ne montraient pas d’inhibition de
migration des lymphocytes T mémoire murins, contrairement a ce qui se passe chez
I'hnomme (Figure 41). De plus, I'intérét de notre étude, qui se démarque des études
principales sur le role des S1PR dans la migration des lymphocytes T, est justement
d’étre menée chez ’homme et non chez la souris. En effet, les observations que nous
avons faites précédemment sur les lymphocytes d’amygdales (Article 1) reposent sur
I"'utilisation d’inhibiteurs dont la spécificité peut étre remise en question. Par la suite
nous aurons forcément besoin de valider notre modele in vivo, mais il était essentiel
de passer par des lignées humaines dans un premier temps pour confirmer les
observations faites sur cellules primaires.

Le choix de la lignée pour I'établissement de notre modele s’est fait apres plusieurs
tests sur différentes lignées. Comme tout modele in vitro, ce dernier n’est pas parfait
mais nous avons fait ce choix en fonction de nos objectifs. Notre idée initiale était
d’utiliser une lignée n’exprimant pas — ou faiblement — les S1PR qui nous intéressaient.
Cependant, nous avons vite constaté que I'étude de la migration sur des lignées ne
migrant presque pas (comme les CEM ou les HuT78) ne permettait pas de regarder
I'impact d’une surexpression de I'un des récepteurs. En outre, une lignée présentant
une réponse migratoire au S1P mais trop fragile (comme les Ly12) rendait difficiles les
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modifications génétiques nécessaires a I'établissement du modeéle. Ces observations
ont restreint notre choix aux Jurkat, qui présentent I'avantage d’étre des cellules
robustes migrant fortement en réponse au S1P (Article 2, figure 1B-C), mais également
le désavantage d’exprimer de hauts niveaux d’ARNm de S1PR1 et S1PR2 (Article 2,
figure 1A).

1.1 Avantages du modele

Les cellules Jurkat sont résistantes a la fois a I'infection par particules lentivirales et
a la nucléofection par électroporation. Elles poussent mieux dans une culture a forte
concentration mais repartent sans trop de difficultés lors d’un sous-clonage. Nous
avons décidé de travailler sur des Jurkat transduites avec des particules lentivirales afin
d’induire la surexpression de I'un des S1PR. Ce modeéle nous a permis d’étudier le role
des S1PR humains dans les lymphocytes T sans passer par des cellules primaires.
L'avantage principal des lignées générées est la possibilité de contrdler directement
I’expression membranaire des S1PR grace au FLAG inséré en N-terminal. Ce dernier ne
semble pas impacter I'effet des S1PR sur la migration. En effet, I'équipe de J. Cyster a
déja tagué Slprl en N-terminal dans des lymphocytes T primaires murins, et le S1prl-
FLAG semble fonctionnel aprés ré-injection in vivo (Lo et al., 2005).

1.2 Limites du modele

1.2.1 Validité physiologique d’une étude in vitro

Les résultats générés lors d’'une étude in vitro sont toujours a prendre avec du
recul. Les Jurkat sont une lignée issue d’'un lymphome T, qui par définition a subi des
mutations par rapport aux lymphocytes T primaires. Si ces deux types de cellules
partagent des caractéristiques moléculaires communes, il n’en demeure pas moins que
des différences peuvent exister au niveau de la machinerie cellulaire, notamment au
niveau de la signalisation induite par les S1PR. Par exemple, entre deux lignées
cellulaires T, les résultats obtenus ne sont pas toujours totalement identiques : lors de
la mise au point du protocole de mesure de I'externalisation des S1PR tagués, nous
avions fait un premier test sur deux lignées sans pré-incuber les cellules dans du S1P
sur la nuit (Figure 53). Les profils d’externalisation des trois SIPR semblent aller dans le
méme sens dans les deux lignées, mais dans les CEM un plateau est tres vite atteint
(au bout d’'une heure), alors que dans les Jurkat I'expression de S1PR1 continue
d’augmenter aprés 4h de privation de sérum (remarque : les résultats présentés ici ne
sont pas tout a fait identiques a ceux présentés dans la partie « Résultats », car le
protocole utilisé differe légerement). Les résultats présentés dans cette étude sont
donc spécifiques de notre modele et il conviendra de les valider dans d’autres modeles
si 'on souhaite les généraliser et étendre nos hypothéses a ’lhomme.
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Figure 53 : Externalisation de S1PR1-, SIPR2- et S1PR5-FLAG lors d’une privation de
sérum, dans les CEM ou les Jurkat.

Les CEM et les Jurkat SIPR1-FLAG, S1PR2-FLAG et S1PR5-FLAG ont été incubées dans
du milieu sans sérum pendant différents temps. L'expression membranaire du FLAG a
été mesurée par cytométrie en flux. La MFI a été calculée avec le logiciel FlowlJo, et les
valeurs de chaque condition ont été normalisées avec la valeur au point 0 min. n=1.

1.2.2 Des parametres difficilement controlables

Expression endogéne des S1PR

Notre modele cellulaire présente certains parametres difficilement controlables et
dont on ne peut s’affranchir. En particulier, les Jurkat expriment les ARNm de S1PR1,
S1PR2 et S1PR3 de fagcon endogene (Article 2, figure 1A). Nous avons montré
statistiquement que seul S1PR1 influencait la migration au S1P de nos lignées, on ne
peut donc pas ignorer un éventuel impact de ce dernier dans les Jurkat SIPR2-FLAG et
S1PR5-FLAG, d’autant plus qu’il nous est impossible d’évaluer son expression
membranaire. Une solution serait de supprimer ce géne par CRISPR/Cas9. Nous avons
fait plusieurs tentatives mais n’avons pu obtenir que des KO hétérozygotes (données
non montrées), suggérant soit que nos ARN guides n’étaient pas adaptés, soit que le
KO homozygote était létal pour les Jurkat. Ce dernier point est a considérer, étant
donné que Slprl est impliqué dans la survie des lymphocytes T naifs murins (Mendoza
et al., 2017). Cependant, nous n’avons pour l'instant pas insisté sur cet aspect, et la
maitrise de la technologie de CRISPR/Cas9 ayant progressé dans notre équipe depuis
ces premiers tests, il serait intéressant de retenter |'expérience.

Controle de I'expression des S1PR tagués

L'utilisation du FLAG et de la ZsGreen nous permet de vérifier I'expression des
récepteurs tagués, mais pas de contrbéler nous-méme les niveaux d’expression. On

170



pourrait envisager I'utilisation d’un vecteur lentiviral inductible par la doxycycline afin
de faire varier I'expression des récepteurs dans les lignées.

Présence de Jurkat ZsGreen- parmi les cellules transduites

On observe systématiquement la présence de Jurkat ZsGreen- FLAG- (n’exprimant
ni la molécule fluorescente de la particule lentivirale, ni le FLAG) parmi nos cellules
transduites (Article 2, figure 2A). De plus, le pourcentage de Jurkat ZsGreen+ diminue
au cours du temps (Article 2, figure 2B). Ceci suggere une possible sélection négative
des Jurkat non-transduites, et pose la question d'une éventuelle toxicité de la
surexpression de certains S1PR et/ou de I'expression de la ZsGreen, comme c’est le cas
pour la GFP par exemple (Ansari et al., 2016). Pour linstant, les données de la
littérature ne rapportent pas de variation des niveaux de ZsGreen au cours du temps
dans les quelques lignées testées (Richards et al., 2002). Dans notre cas, méme apres

tri des Jurkat strictement ZsGreen™"

, on retrouve apres quelques jours de culture des
cellules ZsGreen-. Y a-t-il une sélection négative a cause de la toxicité, avec perte du
génome lentiviral, ou est-ce une variation cyclique de I'expression du vecteur, qui
expliquerait I’existence de plusieurs niveaux d’expression du FLAG au sein d’'une méme

culture de cellules ?

Existence potentielle d’'une compétition entre les sous-populations lymphocytaires

In vivo, les lymphocytes T exprimant différentes combinatoires de S1PR sont
probablement soumis a un effet de compétition pour la détection du S1P. Afin de
reproduire cet effet, nous avons fait le choix de faire nos tests de chimiotaxie en
multiplex, en essayant de respecter un ratio équivalent entre chaque lignée.

Validité du controle Jurkat WT
Les cellules contréles Jurkat WT utilisées dans notre étude sont des Jurkat non-

transduites. On ne peut pas négliger un effet de l'infection en elle-méme sur les
cellules transduites, méme si cet effet est supposé faible.

1.3 Modele de chimiotaxie

La question se pose également de la pertinence physiologique de notre modele de
chimiotaxie. In vivo, les lymphocytes n’ont jamais a passer a travers des pores aussi
gros (8 um pour les lignées, 5 um pour les cellules primaires), et leur migration est
influencée par toute sorte de signaux environnementaux, notamment via leur
interaction avec les cellules endothéliales qu’ils traversent. Le groupe de J. Bromberg a
mis au point un modele de transmigration a travers des cellules endothéliales (Xiong et
al.,, 2017). D’aprés leur article, les lymphocytes T primaires migrent de facon
unidirectionnelle (basal vers apical) a travers les cellules endothéliales lymphatiques,
alors que leur migration est bi-directionnelle a travers les cellules endothéliales
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sanguines. Nous avons fait un premier test avec les HMEC-1, une lignée humaine de
cellules endothéliales microvasculaires de derme que nous avions a notre disposition :
on constate une inhibition globale de la migration au S1P (Figure 54) par rapport a la
migration sur plastique (données non montrées, similaires aux données de la partie
« Résultats »). A Iinverse de nos résultats, le groupe de Bromberg montre que les
lymphocytes T Cd4+ murins et T humains migrent beaucoup moins en réponse au
S1P a travers le plastique des plaques transwell (environ 5% de I'input) qu’a travers un
tapis de cellules endothéliales lymphatiques (Xiong et al., 2019). Cependant, les
cellules utilisées ne sont pas les mémes. De plus, notre test de chimiotaxie a été réalisé
sans étre s(r de I'état de la couche de cellules endothéliales, qui n’était pas visible au
microscope : les cellules étaient-elles a confluence, ou le tapis cellulaire trop épais ? Il
est possible également que la couche de cellules endothéliales empéche le S1P de
diffuser aussi facilement qu’avec le plastique seul, et qu’il faille utiliser plus de S1P
pour que les cellules détectent des doses équivalentes a celles sans cellules
endothéliales. Dans tous les cas, ce protocole est a mettre au point car il est évident
gu’une mise en situation plus physiologique apportera des résultats plus pertinents.
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Figure 54 : Migration S1P des Jurkat WT, S1IPR1-FLAG et S1PR2-FLAG a travers des
cellules endothéliales HMEC-1.

Les cellules HMEC-1 ont été cultivées au fond de la chambre supérieure des puits d’une
plaque tranwsell pendant trois jours. Les cellules Jurkat ont été marquées avec des
anticorps anti-CD45 couplés a des fluorochromes différents afin de les différencier,
puis mixées a ratio égal. Des tests de chimiotaxie dans les plaques avec HMEC-1 ont été
réalisés sur ces cellules aprés 2h de privation de sérum. L’analyse a été faite sur les
cellules ZsGreen- pour les Jurkat WT, ou ZsGreen+ pour les Jurkat transduites. Le
nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a été normalisé avec le nombre
de cellules ayant migré en absence de S1P (index de migration), ou a été comparé au
nombre total de cellules déposées dans la chambre supérieure (pourcentage de
I'input). n=1
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Il - S1PR1 et S1PR2, un role vraiment antagoniste ?

Nous nous sommes intéressés aux roles de S1IPR1 et S1PR2 dans la migration des
lymphocytes T. Nous avons montré que ces deux récepteurs étaient sensibles a
I'internalisation par le S1P, et gu’ils n’induisaient pas le méme type de réponse
migratoire en présence de S1P. S1PR1 et S1PR2 ont déja montré des roles antagonistes
dans plusieurs domaines cellulaires, notamment dans I'angiogenése (Allende et al.,
2003; Du et al., 2010), la perméabilité vasculaire (Sanchez et al., 2007) et dans la
migration lymphocytaire (Drouillard et al., 2018b; Sic et al., 2014). Pourtant, dans
notre modele, cette notion d’antagonisme est a nuancer.

1.1 S1PR1 et S1PR2 sont internalisés par le S1P

Nos résultats montrent une internalisation trés rapide de S1PR1 et S1PR2 lorsqu’ils
sont mis en présence de S1P, avec une réduction de I’expression de S1PR2 de 80% en
15 min (Article 2, figure 2D). L’externalisation en revanche est un peu plus lente dans
le temps. Il était déja connu que le SIPR1 humain était internalisé par le S1P, avec un
T1/2 établi a environ 15 min (Liu et al., 1999; Oo et al., 2007), ce qui correspond a nos
données. L'externalisation avait été estimée plus rapide, avec un Ty, d’environ 30 min
dans des HEK293T, contre au moins 2-3h dans notre modele (Article 2, figure 2E). On
ne trouve quasiment pas de données concernant l'internalisation et I'externalisation
de S1PR2 dans la littérature, mais il a été montré qu’il pouvait étre internalisé par le
S1P (Wang et al., 2018). Le mécanisme impliqué dans l'internalisation reste inconnu.
Comme expliqué en introduction, il est possible que celle-ci passe par une
phosphorylation médiée par GRK2, comme pour S1PR1 (Mendelson et al., 2013):
S1PR2 possede une série de sérine en C-terminal, mais plus éloignée de I'extrémité de
la protéine que S1PR1 (Figure 55). Ceci pourrait expliquer les différences de cinétique
entre les deux récepteurs : S1IPR1, bien qu’ayant plus d’affinité pour le S1P que S1PR2
(van Brocklyn et al., 1999; Kon et al., 1999; Lee et al., 1998; Sato et al., 2000), semble
moins sensible a I'internalisation par le S1P ; son internalisation et son externalisation
suivent une cinétique plus lente (Article 2, figure 2D-E). On pourrait facilement vérifier
I'implication de GRK2 par CRISPR/Cas9.

Les lymphocytes T naifs qui entrent dans les OLS y transitent 12h a 24h (Mandl et
al.,, 2012). Ce temps est nécessaire pour leur permettre de scanner les complexes
CMH-peptides présentés par les APC. Les lymphocytes T qui entrent dans les OLS
n’expriment pas S1PR1 a leur surface (Arnon et al., 2011). Le fait que S1PR1 soit ré-
externalisé lentement retarderait son expression et par conséquent la capacité de
sortie des lymphocytes T naifs, leur permettant de rester un temps suffisant dans les
OLS. Au contraire, I'internalisation de S1PR1 et S1PR2 est rapide, probablement pour
gu’une fois dans le sang les lymphocytes ne répondent plus aux signaux de S1P. En
effet, les lymphocytes T naifs qui passent dans le sang n’ont pas d’avantage a y rester
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trop longtemps car leur objectif est de se rendre le plus vite possible dans un autre
OLS. Or, l'internalisation de S1PR1 est essentielle a la sortie des lymphocytes T naifs du
sang (Arnon et al., 2011).

Pour S1PR2, la cinétique d’internalisation/externalisation du récepteur est plus
difficile a interpréter. Si on considére que S1PR2 inhibe la migration des lymphocytes T
primaires alors que S1PR1 I'induit (Article 1), on pourrait penser qu’une diminution de
S1PR1 serait associée a une augmentation (ou un maintien) du S1PR2 en surface afin
d’assurer la rétention des lymphocytes dans les tissus. Cependant, comme nous le
discuterons par la suite, la fonction de S1PR2 ne semble pas totalement inhibitrice de
la migration, mais plutét inhibitrice a faibles doses de S1P et inductrice a fortes doses
(Article 2, figure 3A-B). Ainsi, a I'entrée dans les ganglions ou la concentration en S1P
est faible, S1IPR2 serait ré-exprimé plus vite que S1PR1, ce qui pourrait augmenter la
rétention des lymphocytes T dans le tissu. A I'inverse, une fois dans le sang, ou la
concentration en S1P est forte, SIPR2 serait internalisé trés vite, pour supprimer la
capacité migratoire des lymphocytes T. Ces suppositions restent hypothétiques et il
n’est pas non plus exclu que ces caractéristiques de S1PR2 soient en fait importantes
dans une fonction cellulaire autre que la migration.

20 40

| |
hS1PR1 NTETNEEVEE AENENEvSCCE cPSGBSAGKE KEPHNAGVER
hS1PR2 - - - - - BBEEE EVEEFEQGCWE - PclicMAcH- EEGGTPRGHHE
60

| AA4 A\ A4

hS1PR1 SESKSBNSSH POQRKBEGBNPE THVSSGNENS SS 72 (C-terminal)

hS1PR2 lPlleSfl- - - - EBGMAMP TSPTEHEEGNT MM 61 (C-terminal)
A A

Figure 55 : Comparaison des domaines intracellulaires 4 (correspondant a la queue C-
ter) de S1PR1 et S1PR2.

Pour S1PR1, on retrouve 5 sérines sur les 10 derniers acides aminés de la protéine,
alors que pour S1PR2 les 5 premiéres sérines sont plus éloignées de I'extrémité C-
terminale (fleches noires).

1.2 Quel(s) role(s) jouent S1IPR1 et S1PR2 dans la migration des Jurkat ?

1.2.1 Rodle individuel des récepteurs

La surexpression de S1PR1 dans les Jurkat augmente fortement leur migration et
leur sensibilité au S1P : le pic de migration est atteint pour des concentrations en S1P
plus faible que pour les Jurkat WT (Article 2, figure 3A-B). Ces résultats sont en
adéquation avec les données de la littérature : chez ’lhomme, les lymphocytes T naifs
primaires des amygdales et les thymocytes matures migrent ex vivo en réponse au
S1P, grace a S1PR1 (Article 1, figures 1 et 2 ; Resop et al., 2016), et les lymphocytes T
Slprl'/' murins sont plus retenus dans les ganglions (Lo et al., 2005). Les données
obtenues permettent de modéliser une migration dépendante de la dose (Article 2,
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figure 4). En revanche, I'effet de S1PR2 est plus surprenant. On n’observe pas
I'inhibition de migration globale que I'on peut voir avec les lymphocytes T mémoires
humains (Article 1, figure 1) et les lymphocytes T murins (Green et al., 2011; Laidlaw et
al., 2019; Moriyama et al., 2014; Muppidi et al., 2014). Le S1PR1 endogene est toujours
présent dans les Jurkat SIPR2-FLAG, a des niveaux inconnus et non controlables, ce qui
empéche peut-étre S1IPR2 de s’exprimer pleinement. De plus, le modeéle utilisé ici est
différent des cellules primaires, il peut donc y avoir d’autres facteurs moléculaires qui
entrent en jeu et font varier la réponse migratoire. L'idéal serait, encore une fois, de
travailler dans une cellule totalement vierge de S1PR, pour s’affranchir de potentielles
interactions. Une autre idée intéressante serait de co-exprimer CD69 et S1PR2 dans
une méme lignée. CD69 induisant I'internalisation de S1PR1 (Bankovich et al., 2010;
Shiow et al., 2006), on pourrait avoir une inhibition du S1IPR1 endogéne et ainsi voir

I'effet de S1PR2 seul.

On constate donc que, a faibles doses de S1P, S1PR2 inhibe la migration des Jurkat,
alors qu’a forte dose il I'augmente, induisant une migration équivalente voire
supérieure a celle générée par S1PR1 (Article 2, figure 3A-B). Cette constatation est en
opposition totale avec les données de la littérature, qui parlent d’inhibition de
migration, voire de chimiorépulsion, mais jamais d’induction de migration lorsqu’il
s’agit de S1PR2. Le groupe de M. Poznansky a montré ex vivo un phénomene similaire
en regardant |'effet de Cxcl12 sur des thymocytes murins : a faibles concentrations de
Cxcl12, les thymocytes migrent en direction de la chimiokine, alors qu’avec une forte
dose de Cxcl12 la migration sur plaque transwell est inhibée (migration inférieure a la
migration spontanée) et les thymocytes s’éloignent de Cxcl12 lors des tests en plaque
de méthylcellulose (Poznansky et al., 2002; Vianello et al.,, 2005). Cette notion
d’inhibition de migration (voire de répulsion) est différente de la réduction de
migration que I'on observe lorsqu’un récepteur est inactivé par de trop fortes doses de
son ligand. Dans notre cas, ce phénomene intervient méme plutét a faibles
concentrations, ce qui est intrigant. Plusieurs hypothéses sont envisageables :

1) Tout simplement, comme S1PR2 est tres vite internalisé (Article 2, figure 2C), sa
fonction serait aussi inactivée trés vite. Ainsi, des 100 nM, on n’aurait plus du tout
d’effet de S1PR2, ce qui permettrait au SIPR1 endogéne, internalisé moins vite, de
s’exprimer et d’induire la migration. Dans ce cas, I'effet de S1PR2 a faible dose
serait supérieur a celui de S1PR1 puisqu’on ne voit pas de migration du tout a 37
nM.

2) L'effet du S1P sur S1PR2 serait différent en fonction des doses détectées.
Techniquement, S1PR2 est capable de recruter les protéines de la famille G/, pour
activer la migration via RAC (Lepley et al., 2005; Windh et al., 1999), ou Gi,/13 pour
I'inhiber via RHO (Sugimoto et al., 2003; Takashima et al., 2008). On peut imaginer
qgue les faibles concentrations en S1P induisent la signalisation RHO via S1PR2,
alors qu’a forte concentration S1PR2 serait internalisé, ce qui activerait une autre
voie de signalisation en recrutant une autre protéine G, qui cette fois stimulerait
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positivement la migration. Ou inversement, sachant que I'activation des protéines

de la famille Gi3 pourrait se faire de facon ligand-indépendante (Windh et al.,

1999), la voie RHO pourrait étre activée a des doses de S1P trop faibles pour étre

détectées par S1PR2 (37 nM), tandis que le S1P activerait plutét la voie RAC1.

Certains RCPG sont capables d’activer des voies de signalisation indépendantes

des protéines G, via la B-arrestine (Jean-Charles et al., 2017). |l serait intéressant

d’étudier la signalisation intracellulaire induite par les différentes doses de S1P.

3) S1PR2 inhiberait directement la migration a faibles doses de S1P, et
potentialiserait I'action de S1PR1 a fortes doses via une interaction directe ou
indirecte entre les deux récepteurs. Ce pourrait étre un phénomeéne similaire a
celui observé avec Cxcrd et Ccr7 : in vitro comme in vivo, la fixation de Cxcl12 a
Cxcrd augmente la migration des lymphocytes T médiée par Ccr7, favorisant ainsi
leur entrée dans les ganglions a travers les HEV (Bai et al., 2009). Cette hypothese
souligne l'intérét d’étudier l'interaction entre les deux S1PR dans un modele de
co-expression et de voir si la balance d’expression a un impact sur la réponse
migratoire.

Il est possible que ce phénoméne ne soit vrai que dans notre modeéle, ce qui
expliquerait qu’on ne I'observe pas dans les lymphocytes T primaires humains. On peut
aussi supposer que ce phénomene existe in vivo mais que les protocoles
expérimentaux précédents n’ont pas pu le mettre en évidence. Dans ce cas, quel serait
I'intérét physiologique d’une telle réponse ? L'effet de S1PR2 sur la migration des
lymphocytes T mémoires pourrait étre local et dépendre des concentrations de S1P.
Quand les lymphocytes T mémoires sont dans la zone T du ganglion, la faible
concentration de S1P les retiendrait dans I'organe via S1PR2, peut-étre le temps de
scanner les antigenes. Puis, si les lymphocytes T mémoires arrivent a se rapprocher des
sinus lymphatiques, ol la concentration en S1P est plus élevée, la forte concentration
induirait I'action migratoire de S1PR2, leur permettant de sortir du ganglion. Cette
caractéristique de S1PR2 pourrait également servir en cas d’inflammation. Certaines
infections accroissent localement les niveaux de S1P de facon transitoire (Keul et al.,
2011; Ledgerwood et al., 2008). Les lymphocytes T mémoires des ganglions drainants,
qui n’expriment presque plus S1PR1, pourraient alors détecter cette augmentation
comme un signal d’attraction grace a S1PR2.

Une autre observation intéressante peut étre faite: celle de lI'impact d’une
surexpression des S1PR sur la migration basale. Quand S1PR1 est surexprimé, la
migration dépendante du S1P augmente, mais la migration spontanée est diminuée
(Article 2, figure 3A). A linverse, quand S1PR2 est surexprimé, on observe cette
inhibition de migration a faibles doses, mais la migration spontanée est augmentée.
C'est un phénomene que I'on retrouve de facon assez reproductible dans toutes nos
expériences, méme avec les autres S1PR (données non montrées). Cela corrobore avec
les données chez ’lhomme : dans les lymphocytes T mémoires, la migration est inhibée
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par le S1P mais la migration spontanée est beaucoup plus élevée que celle des
lymphocytes T naifs (Article 1, figure 1). Ce constat n’a encore jamais été fait dans la
littérature, et il est difficile a interpréter. La encore, on peut poser des hypotheses
guant au mécanisme sous-jacent. L'une d’elle serait que, méme apres les 2h de
privation de sérum, la signalisation induite par le S1P du milieu de culture persiste au
niveau intracellulaire. De plus, on ne peut pas exclure un effet du S1P endogene,
produit en intracellulaire lors du métabolisme des lipides. Une autre hypothése serait
une activation constitutive, ligand-indépendante, de S1PR2, comme cela a été suggéré
pour S1PR5 (Niedernberg et al., 2003). Cette forte migration spontanée favoriserait le
déplacement aléatoire des lymphocytes T dans la zone T du ganglion pour scanner les
CPA, en coopération avec CCR7.

1.2.2 Régulation de la migration par la balance entre S1PR1 et S1PR2

In vivo comme in vitro, aucune des cellules étudiées ici n’exprime qu’un seul des
deux récepteurs, d’ou l'intérét d’'un systéme de co-expression des S1PR tagués pour
mieux comprendre le role de S1PR1 et S1PR2 dans la migration des lymphocytes T
humains. La surexpression de S1PR1 dans une lignée qui surexprime déja S1PR2
augmente globalement la migration : I'inhibition a 37 nM de S1P est moins forte, et le
pic de migration est plus élevé (Article 2, figure 3D), comme si I'effet entre les deux
récepteurs était additif. Dans la lignée de lymphocytes B humains BJAB, I'effet est
différent : la surexpression de SIPR1 augmente fortement la migration alors que celle
de S1PR2 l'inhibe totalement, tandis que leur co-expression donne une amplitude de
migration située entre les deux (Sic et al., 2014).

On peut supposer que, dans les lymphocytes T, S1IPR2 favoriserait la migration
médiée par S1PR1, tout en augmentant la dose de S1P nécessaire a la migration. C’est-
a-dire que si S1PR1 est inhibé, on n’aura pas de migration induite en surexprimant
S1PR2. Ceci expliquerait qu’on ne voit qu’une inhibition dans les lymphocytes T
mémoires primaires, dans lesquels I'expression de S1PR1 diminue. En pratique,
I’explication est sans doute plus compliquée, car la migration des lymphocytes T
implique des interactions avec le milieu extracellulaire, dont les cellules endothéliales,
qui influencent aussi la migration (Xiong et al., 2017, 2019).

Est-ce que S1PR2 influence linternalisation de S1PR1? Par exemple, s'il
I'augmente, cela pourrait expliquer le fait que le pic de migration soit décalé vers les
concentrations plus élevées de S1P dans les S1IPR2-FLAG et les Jurkat co-transduites.
On pourrait étudier I'internalisation dans notre modele de co-expression, de la méme
facon gu’on I'a fait dans les Jurkat simple-transduites. SIPR1 et S1PR2 peuvent former
des homodimeéres et des hétérodimeres in vitro (Van Brocklyn et al., 2002; Zaslavsky et
al., 2006). Si cela est aussi vrai in vivo, cela pourrait impacter directement
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I'internalisation et/ou la migration en fonction des niveaux d’expression de chacun des
deux récepteurs.

1.3 Impact d’une délétion S1PR2 in vivo

Le phénotypage des souris SIpr2-KO apporte des résultats encourageants : il
semble y avoir une tendance a la diminution du nombre de lymphocytes T mémoires
dans les tissus, et une augmentation dans le sang et la rate, organe trés irrigué, ce qui
suggere que S1PR2 participe a la rétention des cellules dans les tissus. Cependant, ces
différences ne sont pas toujours tres claires et il faut absolument refaire le marquage
sur un plus grand nombre de souris. De plus, les observations que I'on fait sont la
conséquence de I'organisme dans son ensemble. Il est possible que les éventuels effets
de la délétion sur S1PR2 soient compensés par les signaux de I’environnement, ou que
I'impact du KO sur d’autres cellules (comme les cellules endothéliales par exemple)
soit plus fort. Pour s’affranchir de cet aspect, une expérience simple serait de faire un
co-transfert adoptif de lymphocytes Slpr2+/+ et SlprZ‘/' dans une souris BALB/c (Figure
56). On pourrait ainsi contrdler la circulation des cellules injectées et vérifier comment
celles-ci se répartissent dans les différents organes et fluides.

Donneuse
BALB/c
A
: /
Prélevement ~ Lymphocytes @ 50% eBc::/;;Cse

+marquage CTV  hon mutés " Transfert adophf @ T
Donneuse —_—> —> 7\/
S1pr2-KO Lymphocytes @ 50%

S1pr2-KO ° @ ?%

Figure 56 : Schéma expérimental de transfert adoptif.

Les lymphocytes sont isolés a partir de rate ou ganglions de souris BALB/c et S1pr2-KO,
marqués avec différentes concentrations de cell trace violet (CTV), puis mixés a ratio
égal et réinjectés dans une souris receveuse BALB/c non mutée. Aprés un temps
donné, les différents organes sont collectés et le nombre et la fréquence de chaque
sous-population de lymphocytes T sont calculés.

Les résultats des tests de chimiotaxie ne vont pas dans le méme sens. Notre
hypothése de départ était que les lymphocytes S1pr2-KO étaient moins retenus et
migraient donc plus que les lymphocytes controles. Cette hypothése s’est heurtée a
deux contradictions. La premiére est la constatation que les lymphocytes T mémoires
murins n’ont pas le méme comportement migratoire que les lymphocytes T mémoires
humains. La migration de ces derniers est totalement inhibée par le S1P (Article 1,
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figure 1), avec une diminution dose-dépendante de la migration par rapport a la
migration spontanée, alors que chez la souris il n’y a pas (ou peu) de différence entre
les migrations avec ou sans S1P (Figure 41). Cette observation remet en question la
fonction de S1pr2 dans les lymphocytes T mémoires de la souris. En fait, nous n’avons
pas de données concernant I'expression des S1PR dans les populations mémoires
murines. Les études publiées concernent les lymphocytes T naifs, et nous avons
rencontré des probléemes lors des tentatives de mesure de 'ARNm par RT-qPCR
(populations trop faibles, amorces pas assez spécifiques) et par PrimeFlow RNA assay
(beaucoup trop de bruit de fond et de variabilité entre les réplicats). Il est donc tout a
fait possible que les Slpr exprimés different des lymphocytes T humains. Il se peut
également que les 10% de différence de séquence entre les protéines SIPR2 murine et
humaine soit responsables d’une différence dans leur fonction, au niveau de la fixation
du S1P ou de la signalisation par exemple. Enfin, les souris que nous utilisons sont
élevées dans un environnement SPF (specific pathogen-free) : elles ne rencontrent pas
de pathogéne et ne générent donc pas de « vrais » lymphocytes T mémoires, ce qui
peut expliquer la différence de réponse migratoire avec ’lhomme.

La deuxiéme contradiction, qui découle de la premiére, est que la migration des
lymphocytes T mémoires des ganglions n’est pas augmentée quand Slpr2 est absent
(Figure 41). Seule la rate semble présenter une différence, mais la variabilité est forte.
Pourtant le phénomene de « répulsion » médié par Slpr2 a déja été observé chez la
souris : in vivo, la surexpression de S1pr2 bloque les lymphocytes T dans les ganglions
(Laidlaw et al., 2019). S1pr2 retient les lymphocytes Tfh et B dans les centres
germinatifs des ganglions (Green et al., 2011; Moriyama et al., 2014; Muppidi et al.,
2014) et les lymphocytes Tyd Ccr6+ dans le derme (Laidlaw et al., 2019). La différence
est qu’ici nous regardons l'impact d’une délétion, et non du Slpr2 endogene ou
surexprimé. L'absence de S1pr2 pourrait-elle étre compensée par un gene a la fonction
redondante ? Ma thése se focalise sur S1IPR1, S1IPR2 et S1PR5, mais nous avons en
réalité fait toutes nos manipulations sur les cinqg S1PR. Le réle de S1PR4 dans la
migration lymphocytaire est méconnu et controversé. Nos résultats montrent que la
surexpression de S1IPR4 n’impacte pas la migration au S1P des Jurkat, mais augmente
sensiblement leur migration spontanée, comme S1PR2 (Figure 57). Nous nous sommes
beaucoup interrogés sur l'intérét de ce S1PR, exprimé par toutes les populations de
lymphocytes (Article 1, figure 2A-B ; Walzer et al., 2007). Serait-il possible que S1PR4
joue le réle de récepteur « decoy », c’est-a-dire qu’il fixe le ligand sans induire de
signalisation, comme c’est le cas pour certains récepteurs a cytokines (Mantovani et
al.,, 2001) ? Ainsi, dans les lymphocytes T mémoires, le S1prl, dont I'expression est
fortement diminuée, serait en compétition avec S1pr4, qui contribuerait avec S1pr2 a
la rétention dans les OLS. Ce serait alors S1pr4 qui prendrait le réle de S1pr2 dans les
lymphocytes S1pr2-KO. Cette hypothése est a approfondir, d’abord avec notre systeme
de co-expression des S1PR dans les Jurkat, puis sur cellules primaires pour vérifier que
nos observations in vitro sont applicables chez la souris.
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Figure 57 : Impact d’une surexpression de S1PR4 sur la migration S1P des Jurkat.

Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-CD45 couplés a des
fluorochromes différents afin de les différencier, puis mixées a ratio égal. Des tests de
chimiotaxie ont été réalisés sur ces cellules apres 2h de privation de sérum. L’analyse a
été faite sur les cellules ZsGreen- pour les Jurkat WT, ou ZsGreen+ pour les Jurkat
transduites. Le nombre de cellules ayant migré dans chaque condition a été comparé
au nombre total de cellules déposées dans la chambre supérieure (pourcentage de
I'input). Moyennes + SEM de 6 expériences.

Finalement, nous disposons ici de trois modeles d’étude différents, dans lesquels la
fonction de S1PR2 semble différente. S1PR2 inhibe la migration au S1P des
lymphocytes T mémoires d’amygdales humaines, et I'inhibition de S1PR2 restaure la
migration. Une surexpression de S1PR2 inhibe la migration des Jurkat a faible dose de
S1P, mais I'augmente a fortes doses. Enfin, une délétion de S1pr2 n’a pas d’impact sur
les lymphocytes T des ganglions murins. Le probléme est que la fagon d’étudier S1IPR2
est différente entre les trois modeéles ; et s’il est possible effectivement que S1PR2
agisse différemment en fonction du modele, il est également possible que les
différences viennent du mode d’étude lui-méme. A noter que la souris S1pr2-KO nous
a été fournie par une équipe qui publie énormément sur les S1IPR dans la migration
des lymphocytes. Il est possible qu’ils aient déja fait ces mémes expériences sans les
publier car non concluantes.
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Il - Comparaison entre S1PR1 et S1PR5

1.1 S1PR1 induit une migration plus forte que S1PR5.

1.1.1 Rodle individuel des récepteurs

Nos résultats montrent que, si une surexpression de S1IPR1 augmente fortement la
migration, I'ajout de S1PR5 aux Jurkat semble impacter surtout la migration basale et
diminuer la dose nécessaire a la migration, sans impacter I'amplitude (Figure 45). Les
données de la littérature nous indiquent que les lymphocytes NK murins Slpr5'/' ne
migrent plus en réponse au S1P ex vivo (Mayol et al., 2011; Walzer et al., 2007), et que
I'inhibition de S1PR5 par un antagoniste bloque la migration des lymphocytes NK
humains, toujours ex vivo (Drouillard et al., 2018a) ; mais on ne connait pas l'impact
d’une surexpression de S1PR5 sur les cellules primaires. Par contre, la transduction de
S1PR5 dans la lignée de lymphome B WEHI-231 induit une migration en présence de 1
nM de S1P (Jenne et al., 2009a). Cette migration est bien plus faible qu’avec S1PR1
(environ 10% de cellules migrent avec S1PR5, contre 35% avec S1PR1). Ces résultats
suivent donc la méme tendance que les notres, bien que I'on n’ait ici qu’une seule
valeur de S1P comme point de comparaison.

Concernant la migration spontanée, on ne peut pas comparer nos résultats avec la
littérature, car la lignée utilisée par Jenne et ses collegues ne migre pas sans
transduction de I'expression de S1PR1 ou de S1PR5. La méme question se pose
qu’avec S1PR2: quel mécanisme entre en jeu, et quel pourrait étre lintérét
physiologique ? Il est possible que par un effet intrinseque, I'expression de S1PR5
rende les cellules plus dépendantes au S1P, mais aussi plus sensibles. Ce dernier point
serait cohérent avec le fait que S1PR5 a la plus grande affinité pour le S1P (Im et al.,
2000b; Malek et al., 2001). Cette grande affinité serait compensée par une réponse
migratoire plus faible, ce qui participerait a la régulation du nombre de lymphocytes
exprimant S1PR5 sortant des organes lymphoides.

1.1.2 Impact d’un co-expression de S1IPR1 et S1IPR5

Quand on co-exprime S1PR1-FLAG et S1PR5-FLAG, le profil de migration des
cellules obtenues est quasiment identique a celui des Jurkat ne surexprimant que
S1PR5, comme si I'effet de S1PR1 était diminué (Figure 49B). On n’a donc pas ici d’effet
additif des deux récepteurs, comme on aurait pu s’y attendre, mais une inhibition par
S1PR5 de la migration médiée par S1PR1. Il pourrait exister un phénomene de
compétition entre les deux récepteurs : SIPR5 a plus d’affinité pour le S1P que S1PR1,
et il est moins internalisé. De plus, dans notre modele, I'expression de S1PR5 est
légérement plus forte que celle de S1PR1 (Figure 49A). De ce fait, SIPR5 capterait plus
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de S1P que S1PR1, ce qui diminuerait I'effet de S1PR1 sur la migration et favoriserait
celui, plus faible, de S1PR5. Il est difficile de faire un parallele avec des cellules
primaires co-exprimant les deux S1PR, car la migration des lymphocytes Tgy CD8+
humains est inhibée par S1PR2 (Article 1, figure 21). Nous nous sommes d’ailleurs
demandé pourquoi ces derniers exprimaient S1IPR5. Notre hypothése était que, SIPR5
n’étant pas internalisable, sa présence viendrait supporter la migration dépendante de
S1PR1 en cas d’infection, dans des contextes ou S1PR1 et S1PR2 seraient tous deux
internalisés. Cependant, comme nous allons le discuter a présent, I'inactivation d’un
RCPG par désensibilisation n’est pas toujours associée a son internalisation.

1.2 Une différence majeure : I'internalisation par le S1P
1.2.1 S1PR5 n’est pas internalisé par le S1P

Nos résultats montrent de facon trés claire que I'expression membranaire de
S1PR5 n’est pas régulée par le S1P extracellulaire (Figure 44). Dans les WEHI-231,
S1PR5 n’est internalisé ni par le S1P, ni par le FTY720 (Jenne et al., 2009a). On constate
néanmoins une légere diminution de I'expression de S1PR5 au cours de la premiére
heure d’incubation (Figure 44B). Ex vivo, S1IPR1 est recyclé en 30 min a 2h a la
membrane plasmique (Liu et al.,, 1999; Oo et al., 2007). Pourrait-on imaginer que
S1PR5 est internalisé, mais recyclé beaucoup plus rapidement que S1PR1 ? De cette
maniére, on assisterait a une diminution du S1PR5 membranaire en début de
cinétique, mais l'internalisation serait trés vite compensée par le recyclage du
récepteur. Une comparaison des niveaux de S1PR en intra- et extracellulaire au cours
du temps apporterait une information intéressante. Nous avons fait un premier test
non concluant de marquage intracellulaire du FLAG, il faudra le mettre au point.

L'internalisation de S1PR1 passe par une phosphorylation préalable de son
domaine C-terminal (Watterson et al., 2002). Le destin du récepteur internalisé
(recyclage ou dégradation) dépend de son taux d’ubiquitination consécutif a
I'internalisation (Oo et al., 2007). Est-ce que le méme mécanisme est mis en jeu pour
S1PR1, S1PR2 et S1PR5? Y a-t-il une différence d’ubiquitination en fonction de la
quantité de S1P, ou du temps de stimulation du récepteur ? Est-ce que le devenir des
S1PR dans le cytosol a un impact sur la réponse migratoire ? Dans un premier temps,
pour voir si les S1PR sont simplement internalisés ou dégradés, on pourrait faire les
mémes expériences d’internalisation, en présence ou non d'un inhibiteur du
protéasome.

Il convient cependant de nuancer nos résultats par rapport au modele : S1IPR1 est

toujours moins exprimé que S1PR5 (ZsGreen et tag) dans notre modéle, comme si
I’expression de S1PR1 était fortement régulée contrairement a S1PR5. Cela pourrait
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étre parce que S1PR1 a une action forte sur nos cellules, donc plus controlée, alors que
S1PR5 n’en a pas beaucoup, donc moins controlé et moins internalisé.

1.2.2 La migration médiée par S1PR5 semble pourtant sensible au S1P
extracellulaire

Pour S1PR1 comme pour S1PR5, une privation de sérum a peu d’impact sur la
migration (Figure 47C-D). Par contre, une pré-incubation avec du S1P diminue
fortement la migration (Figure 48B). Pour S1PR1 notamment, la vitesse
d’internalisation et d’externalisation n’est pas la méme, ce qui est a prendre en
compte : le temps de privation de sérum est peut-étre trop court pour avoir un effet.
Nous avons tenté une privation de sérum sur la nuit, mais les cellules étaient toutes
mortes et le barcoding n’a pas tenu. Ces résultats de migration étaient attendus pour
les Jurkat S1PR1-FLAG, mais sont plus surprenants pour les Jurkat S1PR5-FLAG. La
réponse migratoire de ces derniéres semble diminuée par le S1P du milieu, malgré la
présence de S1PR5. On ne peut pas exclure la possibilité que I'effet constaté sur les
Jurkat S1PR5-FLAG soit causé non pas par l'inactivation du S1PR5 exogéne, mais par
celle du S1PR1 endogene.

Les expériences de chimiotaxie avec du S1P dans la chambre supérieure peuvent
avoir une autre interprétation: la migration au S1P nécessite un gradient de
concentration. Une question intéressante se pose : pour le point de migration a 111
nM de S1P (chambre inférieure), le gradient de S1P est inversé. Pourtant, on a quand
méme une petite migration. Pourquoi ? Si c’était simplement di a une migration
spontanée, on observerait la méme migration partout. Le fait qu’il y ait besoin d’un
gradient in vivo vient peut-étre du fait que si les cellules sont déja dans un
environnement avec beaucoup de S1P, leurs récepteurs sont désensibilisés voire
internalisés. Dans notre expérience, peut-étre que le temps d’incubation (2h) n’est pas
suffisant pour internaliser totalement les S1PR, ce qui n’inhibe pas totalement leur
action. De plus, il y a sans doute diffusion du S1P entre les deux compartiments au
cours des 2h de migration. On ne peut pas controler les niveaux de S1P a la fin. Il est
également difficile de contrdler le S1P intracellulaire, produit et possiblement relargué
par les Jurkat de fagon constitutive (Yang et al., 1999). Nous n’avons jamais vérifié
I'expression des S1PR en haut et en bas aprés migration, ce qui pourrait étre
intéressant pour voir si le S1P affecte les cellules qui n’ont pas migré.

1.2.3 La désensibilisation n’est pas forcément suivie d’une
internalisation

Pour vérifier si I'internalisation de S1PR1 et/ou S1PR5 est vraiment importante a la
migration, on pourrait faire un test : dans un premier temps, tronquer le domaine C-
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terminal de ces récepteurs pour voir si les cellules migrent toujours en réponse au S1P.
Dans un second temps, créer un S1IPR1 mutant possédant la queue C-terminale de
S1PR5, et un S1PR5 mutant possédant la queue C-terminale de S1PR1. Si
I'internalisation est importante dans la signalisation pour la migration, on devrait avoir
une modification des réponses induites par les SIPR mutés.

On peut aussi imaginer que S1PR5 peut étre phosphorylé puis désensibilisé apres
fixation du S1P, sans que cela ne soit suivi d’'une internalisation. La réponse migratoire
des lymphocytes T au S1P est le résultat d’'une cascade de signalisations déclenchée
par la fixation du S1P a I'un de ses récepteurs. La transduction du signal nécessite le
couplage du S1PR a une protéine G trimérique. En cas de stimulation répétée ou
prolongée par un ligand, les RCPG peuvent étre phosphorylés par une protéine GRK.
Cette phosphorylation permet généralement le recrutement de B-arrestines, qui
induisent le découplage du récepteur avec la protéine G: c’est la désensibilisation
(Rajagopal and Shenoy, 2018). Celle-ci peut étre associée dans certains cas a une
internalisation du récepteur via des puits de clathrine. Ainsi, I'absence d’internalisation
de S1PR5 ne signifie pas qu’il n‘est pas désensibilisé et inactivé par le S1P. Ceci
expliquerait que méme si S1IPR5 n’est pas internalisé (du moins chez ’lhomme), les
lymphocytes NK du sang ne migrent pas (Figure 42A). Une question demeure
cependant : le S1IPR5 du sang n’est-il vraiment pas internalisé ?

1.3 Expression in vivo de S1PR5

Pour vérifier si S1pr5 était vraiment insensible a I'internalisation in vivo, nous avons
généré des souris possédant le tag FLAG en N-terminal du géne S1pr5. Le marquage
présenté ici est réalisé sur une souris chimere, c’est-a-dire qu’elle porte un génome
mosaique qui peut atténuer le phénotype mutant. La souris a été génotypée et porte
bien la mutation mais posséde d’autres alleles pour SI1pr5. Ce marquage sera refait
lorsque nous aurons des souris hétérozygotes et homozygotes.

Les résultats obtenus ne correspondent pas tout a fait a ce qu’on attendait. Méme
si on n’a une expression du FLAG que sur les populations supposées I'exprimer
(lymphocytes NK, lymphocytes T tres légerement car seulement sur les lymphocytes
Tem CD8+), et pas sur les lymphocytes B, le signal reste tres faible : les variations
n’étaient pas visibles a I'ceil nu (non montré) et la MFI maximale est d’environ 100
(Figure 51). Au sein des lymphocytes NK, le FLAG est exprimé indépendamment du
niveau de maturation, avec des variations aléatoires entre les sous-populations et les
organes, alors que I’ARNm de SIpr5 est normalement exprimé surtout par les
lymphocytes NK Cd27- (Walzer et al.,, 2007). Est-ce que le FLAG pourrait empécher
I’expression de S1pr5 murin in vivo ? S1pr5 est essentiel a la sortie des lymphocytes NK
matures de la moelle osseuse (Jenne et al.,, 2009a; Walzer et al.,, 2007). Par
conséquent, si le FLAG altérait la fonction du récepteur, on observerait un défaut dans
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le pourcentage de lymphocytes NK matures, ce qui n’est pas le cas. Dans ce cas,
gu’est-ce qui pourrait expliquer ce signal faible et ces variations entre les populations
et les organes ?

1) Peut-étre que le tag FLAG est plus difficile a détecter sur cellules primaires
murines du fait de sa conformation : le tag pourrait se retrouver masqué au
milieu des sept domaines transmembranaires de S1pr5. On pourrait envisager
de faciliter la révélation du marquage avec des tampons jouant sur |'acidité et
la basicité. Pourtant, le groupe de J. Cyster détecte le FLAG sur S1prl murin en
utilisant un anticorps dans un marquage classique (Lo et al., 2005).

2) Sl1pr5 serait internalisé dans certains organes, ou tout simplement pas exprimé.
Apres tout, son expression en ARNm par les lymphocytes n’a pas été étudiée
dans tous les organes. De plus, nous avons montré que S1PR5 n’était pas
internalisé dans les Jurkat, qui sont une lignée humaine de lymphocytes T. Une
fois encore, la différence entre les récepteurs humain et murin (86,3%
d’homologie) peut étre a 'origine d’une différence de fonction. A ce jour, on
sait juste que S1pr5 n’est pas internalisé par Cd69 (Jenne et al., 2009a), mais
peut-étre I'est-il par d’autres protéines. Il sera intéressant de vérifier si S1pr5
suit le méme schéma d’internalisation cyclique que S1prl (Lo et al., 2005).

Avant de conclure sur ce point, il faudra réaliser des marquages sur des souris

S1pr5-FLAG hétérozygotes et homozygotes, voire transduire des lymphocytes
primaires in vitro pour vérifier qu’on détecte bien le FLAG sur S1pr5 murin.

Nous avions supposé que S1PR5, moins sensible a la désensibilisation par le S1P,
était utilisé par les lymphocytes NK car ils doivent sortir d’organes dans lesquels la
concentration en S1P est élevée. Si Slpr5 est finalement désensibilisable, voire
internalisable chez la souris, notre hypothése ne convient pas: dans ce cas, quelle
pourrait étre la raison de I'utilisation de S1PR5 ou de S1PR1 ? Premiérement, il peut y
avoir des différences de cinétique de désensibilisation. Cette hypothese s’accorderait
finalement avec notre idée de départ : si SIPR5 est désensibilisé moins vite que S1PR1,
il pourrait permettre la sortie d’organes ou la concentration en S1P est élevée. Dans le
cas des lymphocytes Tgyq CD8+, ce pourrait étre un atout en cas d’infection.
Deuxiemement, S1IPR1 et S1PR5 n’activent pas les mémes voies de signalisation
(Figure 21). L'utilisation de S1PR5 apporterait des fonctionnalités que la cellule n’aurait
pas avec S1PR1. Nous pourrions comparer la signalisation induite par les deux S1PR
lors d’'une migration par exemple, pour voir si les mémes protéines sont recrutées.
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IV — Perspectives et conclusion

L’objectif de ces travaux de thése était de mieux comprendre le réle des S1PR dans
la migration des lymphocytes T, avec une attention particuliere sur les interactions qui
pourraient exister entre eux. Parmi les cing récepteurs, nous avons choisi de nous
concentrer sur trois d’entre eux, avec des questionnements et des hypothéses
spécifiques a chacun des deux axes d’étude.

Dans la continuité de nos premiers travaux sur le réle de S1PR1 et S1PR2 dans les
lymphocytes primaires humains, nous souhaitions dans un premier temps valider nos
observations dans un modele in vitro, dans lequel nous pouvions mieux maitriser
I'expression des S1PR qu’avec des inhibiteurs pas toujours totalement spécifiques.
Nous avons en effet montré que S1PR1 induisait la migration des Jurkat tout en
diminuant leur migration spontanée, alors que S1PR2 augmentait la mobilité basale
des Jurkat tout en inhibant cette migration a faible dose de S1P. De facon surprenante,
nous avons aussi constaté que la migration des Jurkat surexprimant S1PR2 était
augmentée en présence de fortes concentrations de S1P. La co-expression des deux
S1PR donnait un comportement migratoire situé plus ou moins entre les réponses
induites par les récepteurs individuellement. In vivo, les résultats préliminaires ont
montré qu’une délétion de S1PR2 semblait avoir tendance a diminuer la rétention des
lymphocytes T dans les tissus, bien que cela n’affectait pas la migration ex vivo des
lymphocytes T des ganglions. Ces résultats valident en partie les observations faites
chez ’'homme mais soulévent d’autres questions, en particulier concernant le réle de
S1pr2 chez la souris :

Est-ce que S1pr2 a une fonction de rétention des lymphocytes T chez la souris ?

Pour répondre a cette question, nous allons poursuivre nos investigations dans le
modele murin S1pr2-KO. En particulier, nous allons dans un premier temps confirmer
si une délétion de S1pr2 modifie ou non la localisation des lymphocytes T, par des
répétitions du phénotypage présenté Figure 40, mais aussi par des transferts adoptifs
de lymphocytes T WT et S1pr2-KO dans des souris BALB/c, afin de suivre la circulation
des lymphocytes S1pr2-KO sans contrainte de I’environnement.

Dans un second temps, nous allons répéter les tests de chimiotaxie, car nous
n‘avons pas suffisamment de réplicats pour des résultats significatifs. Il sera
intéressant de comparer la migration dans plus d’organes, et peut-étre de prolonger le
temps de privation de sérum avant |'étape de migration afin de potentialiser
I’expression membranaire de S1pr2.

Pour comparer les roles des SIPR2 humain et murin, nous pourrons transduire les
Jurkat avec un vecteur exprimant le S1pr2 murin, et comparer in vitro la réponse
migratoire induite par ces deux récepteurs. Cela nous permettra de valider si les deux
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récepteurs fonctionnent effectivement différemment, ou si les différences viennent
des modeles utilisés.

Si on arrive a mettre en évidence une différence de localisation des lymphocytes T
dans les souris S1pr2-KO, il sera intéressant d’étudier I'impact d’une telle délétion sur
la lutte anti-tumorale ou en cas d’infection. En effet, une diminution de la rétention
des lymphocytes T dans les tissus pourrait avoir plusieurs impacts : une diminution du
temps de résidence dans les OLS des lymphocytes T récemment activés, et par
conséquence une diminution de l'efficacité de la réponse immunitaire cellulaire
(expansion clonale et différenciation moins fortes) ; un recrutement plus rapide des
lymphocytes T mémoires sur le site de l'infection; une sensibilité plus élevée aux
infections causée par une rétention plus faible des lymphocytes Tru dans les tissus...
Nous avons mis au point dans notre équipe un modele d’étude de la survie tumorale
qui pourrait étre utilisé a cet effet.

S1PR1 est-il régulé de la méme facon chez I’homme et chez la souris ?

Si on prend en compte I'éventualité que S1PR2 pourrait fonctionner différemment
chez ’homme et chez la souris, qu’en est-il des modeles établis concernant SIPR1 ? Il y
a certes plus d’études concernant le réle de S1PR1 chez I'homme, notamment son
caractére essentiel au passage des lymphocytes T dans le sang, mais certaines
observations n’ont jamais été validées chez I'homme, en particulier celle de la
régulation cyclique de S1PR1 au cours de la circulation. D’aprées le modele admis chez
la souris, les lymphocytes T naifs perdent rapidement I'expression de Slprl aprés
activation, puis le ré-acquierent au bout de quelques jours pour sortir des ganglions
(Matloubian et al., 2004). Une fagon simple de vérifier si ces affirmations peuvent étre
appliquées a 'homme serait de mesurer |'expression de SIPR1-FLAG dans les Jurkat a
différents temps aprés activation, ainsi que leur capacité a répondre au S1P dans ces
mémes temps. Une expérience encore plus intéressante serait de faire cela dans les
Jurkat co-transduites avec S1PR1 et S1PR2, puisque c’est le cas des lymphocytes T naifs
d’amygdales.

Quelle(s) voie(s) de signalisation utilise SIPR2 pour diriger la réponse migratoire ?

S1PR2 induit une réponse migratoire en deux phases chez les Jurkat. On suppose
qu’il inhibe la migration a travers la voie RHO/ROCK, qui induit la mise en place de
fibres de stress (Sugimoto et al., 2003; Takashima et al., 2008). Théoriquement, S1PR2
peut aussi activer la migration via RAC1 (Lepley et al., 2005; Windh et al., 1999). Nous
souhaiterions mieux comprendre la signalisation mise en jeu dans les différentes
conditions (sans S1P, avec de faibles concentrations, avec de fortes concentrations).
Ceci est possible grace a différents inhibiteurs comme la rhosin-hydrochloride
(inhibiteur de RHO) ou le Y-27632 dihydrochloride (inhibiteur de ROCK). L'une de nos
hypothéses est que, a fortes doses de S1P, S1PR2 favorise la migration médiée par
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S1PR1. Si c’est vrai, en inhibant S1PR1 (avec du FTY720 ou du SEW2871), on perdrait la
migration induite par S1PR2.

Quel est I'impact d’une délétion de S1PR1 ou S1PR2 sur la migration ?

Nous avons un modeéle qui surexprime S1PR1 et/ou S1PR2. A présent, il faudrait
valider l'effet inverse, a savoir I'impact d’une délétion de ces deux genes sur la
migration. Nous sommes en train de générer des Jurkat S1PR2-KO par CRISPR/Cas9,
qu’il faut a présent sous-cloner. Si le SIPR2 endogene est fonctionnel dans les Jurkat,
on devrait assister a une augmentation de la migration au S1P dans les Jurkat S1PR2-
KO. C'est ce que le test préliminaire réalisé sur le pool de cellules non sous-clonées
semble montrer (données non montrées). Concernant S1PR1, le KO par CRISPR/Cas9
apparait plus difficile a réaliser. Comme mentionné au cours de la discussion, nous
pouvons envisager de transduire I'expression de CD69 afin d’induire I'internalisation
permanente de S1PR1. Dans ce cas, on s’attend a une diminution de la migration, voire
a un profil similaire a celui des Jurkat surexprimant S1PR2.

Entre S1PR1 et S1PR2 : quel est le role de S1PR4 dans la migration des lymphocytes T ?

S1PR4 est également exprimé par les lymphocytes T, mais son réle est trop peu
compris. Pourtant, sa présence n’est peut-étre pas négligeable : il régule la migration
médiée par S1PR1 dans certaines lignées B (Sic et al., 2014). Nous ne nous sommes pas
focalisés sur lui dans ce projet de thése mais nous avons pu générer des données le
concernant. S1IPR4 est internalisé mais semble moins sensible au S1P que S1PR1 et
S1PR2 (données non montrées). Il sera intéressant de voir s’il agit sur la migration
médiée par S1PR1 et/ou S1PR2, voire tenter un modele de co-expression des trois
S1PR.

Dans un second axe, nous nous sommes intéressés a la différence entre S1PR1 et
S1PR5, espérant trouver une explication a I'utilisation spécifique de ces récepteurs par
certaines populations lymphocytaires, et entre autres a I'expression de S1PR5 par les
lymphocytes Tgm CD8+. Nous avons montré que S1PR5 n’était pas internalisé par le
S1P, au contraire de S1PR1; et qu’il n"augmentait pas I'amplitude de migration mais
abaissait la dose nécessaire pour atteindre le pic de migration, tout en diminuant la
migration spontanée. Nous n’avons pour l'instant pas pu confirmer que S1pr5 n’était
pas internalisable chez la souris, mais les données in vivo présentées restent trés
préliminaires. Cet axe d’étude requiert davantage d’expérimentations afin de répondre
a diverses questions :
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S1PR5 n’est-il vraiment pas internalisé in vivo ?

La question se pose de l'internalisation de S1PR5. La détection du tag sur les
cellules primaires est faible, mais le signal semble varier entre les organes et les sous-
populations. Est-ce un artéfact de marquage, ou est-ce réellement ce qui se passe in
vivo ? Si oui, ces différences viennent-elles d’une variation de I'expression basale de
S1pr5, ou est-ce que le récepteur est en fait internalisé dans certaines situations ? Ce
point a été bien développé dans la discussion donc nous ne nous attarderons pas
dessus ici, mais une étude plus approfondie s'impose afin de mieux comprendre cette
caractéristique de S1PR5.

S1PR5 est-il désensibilisé par le S1P ?
Pour vérifier si SIPR5 peut étre désensibilisé sans étre internalisé, il serait possible

d’étudier la signalisation en aval du récepteur, par exemple mesurer le relargage de
calcium, apres stimulation par différentes doses de S1P pendant différents temps. Cela
viendrait compléter les tests de chimiotaxie dans lesquels les Jurkat ont été pré-
incubées dans du S1P.

Notre modele est-il adapté a I’étude de S1PR5 ?
Nous avons soulevé dans les résultats le probléme que pouvait poser I'utilisation

des Jurkat dans I'étude de S1PR5: ces derniéres n’exprimant pas celui-ci de fagon
endogene, la signalisation associée y est peut-étre altérée. Il conviendrait de tester
notre modéle de transduction sur une lignée de lymphocytes NK, afin de voir d’'une
part si SIPR5 y est aussi insensible a I'internalisation, d’autre part s’il induirait une
réponse migratoire plus forte que dans les lymphocytes T.

Notre étude peut s’inscrire dans un objectif thérapeutique. Le systeme S1P/S1PR
est actuellement déja ciblé dans le traitement de certaines pathologies. En particulier,
nous croyons a l'intérét que pourrait avoir SIPR2 dans ce contexte. Lever les barrieres
de rétention des lymphocytes T mémoires ou au contraire les amplifier pourrait
constituer une stratégie thérapeutique intéressante. Etant donné que S1PR2 joue un
réle non seulement dans la migration, mais aussi dans la physiologie de certains tissus,
une utilisation systémique aurait sans doute des effets négatifs. Par contre, on pourrait
envisager une application locale d’antagonistes de S1PR2 dans le cas de sur-réactions
des lymphocytes T, comme par exemple une inflammation ou une allergie, pour limiter
leur accumulation sur le site enflammé. C'est en partie dans cet objectif que nous
avons entrepris la génération d’anticorps anti-S1PR2, qui nous I'espérons aboutira a
I’obtention d’anticorps spécifiques et efficaces. Ces derniers constitueront un outil non
négligeable pour I'étude du role de S1PR2 dans la migration des lymphocytes T.
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