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RESUME

DAPI12 est une protéine transmembranaire qui doit s’associer & un récepteur afin
d’étre exprimée a la surface de la cellule. Le domaine cytoplasmique de cette protéine
comprend une séquence consensus ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine-based Activation

Motif ») suffisante pour initier une cascade d’activation cellulaire.

C’est chez les cellules NK que les fonctions associées &8 DAP12 ont été le mieux
caractéris€es, puisque plusieurs récepteurs associ€s 8 DAP12 dont la fonction est bien définie
ont été identifiés chez ces cellules. Par contre, les fonctions attribuées aux récepteurs associés
a DAP12 exprimés chez les cellules myéloides (MDL-1, SIRPB1, TREM-1, TREM-2,
TREM-3) demeurent peu connues. Par conséquent, nous avons choisi d’étudier le role joué

par DAP12 dans I’exercice de différentes fonctions du macrophage.

Pour ce faire, nous avons exprimé de fagon stable dans la lignée de macrophages
murins RAW 264.7 une version de type sauvage et une version mutée de la protéine DAP12.
Ces deux versions sont étiquetées a I’aide d’un épitope Flag (Flag-DAP12). La version
modifiée (Flag-DAP12-Y76F) contient une mutation qui remplace le second résidu tyrosine
de I'ITAM pour un résidu phénylalanine (Y75F). Cette altération prévient le recrutement de
la protéine tyrosine kinase Syk & I'ITAM de DAP12 et par la méme occasion inhibe les
fonctions exercées par DAP12. En effet, le pontage a I’aide d’anticorps de Flag-DAP12, mais
non de Flag-DAP12-Y76F, induit la sécrétion de TNF-o.. Par conséquent, la surexpression de

cette protéine mutée devrait avoir un effet dominant-négatif (DN) sur la cellule.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux fonctions exercées par DAP12 lors de la
phagocytose via les récepteurs FcyR. Dans ces expériences, nous avons utilisé des
érythrocytes de moutons opsonisés avec des immunoglobulines de type G (IgG-SRBC). La
phagocytose d’IgG2a-SRBC est augmentée de fagon significative chez les cellules exprimant

la version mutée de DAP12. Cette hausse est due a la fois & une augmentation de la cinétique
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d’attachement et & une augmentation de la cinétique d’internalisation des IgG2a-SRBC. Nous
avons alors analysé par microscopie confocale le processus de polymérisation de I’actine
filamenteuse lors de ’attachement des IgG2a-SRBC. Ces expériences ont démontré que la
formation de coupes d’actine sous la particule & ingérer est plus rapide chez les cellules

exprimant la forme mutée de DAP12.

Aucun effet spécifiquement associé & DAP12 n’a pu étre observé lors de la
phagocytose d’IgG2b-SRBC, d’IgG3-SRBC et de billes de latex nues. Nos résultats
suggérent ainsi que la protéine DAP12 est impliquée dans la phagocytose via les FcyRI, en

partie grice 4 une régulation négative de la polymérisation de I’actine lors de ce processus.

R ] \J
Dlrecy{ce de recherche

QD s Ko os

Co-directeur de recherche

A =
B =X







Table des matiéres

Résumé

Table des matiéres \4
Liste des abréviations vii
Liste des figures et des tableaux ix
Introduction 1
Revue bibliographique 4
1. DAPI2 5
1.1 Découverte et description 5
1.2 Distribution_________.._... 8
1.3 Transduction des signaux via DAPL 2 8
2. Récepteurs activateurs : association avec DAP12 chez les cellulesNK . 9
3. Récepteurs associés a DAP12 chez les cellules myéloides 9
3.1 Superfamille des lectines de type C 10
3.1.1 MDL-1 e 10
3.2 Superfamille des immunoglobulines________. ... 12
321 SIRPBY. oo, 12
322 TREM-1___ o 13
3.23 TREM-2 15
3.2.4 TREM-3, w4, 5 i, 17
4. DAP12 : une molécule multifonctionnelle 18
4.1 La souris déficiente en DAP12 19
5. Lemacrophage e 23
5.1 Définition et desCriptiOn e 23
5.2 Roéle du macrophage 23
5.3 Récepteurs du macrophage : les récepteurs Fc 24
5.3.1 FcyR : définition générale 26
5.3.2 FcyRI (ou CD64) 26
5.3.3 FeyRII (ou CD32) 27
5.3.4 FcyRIIl (ou CD16) 28
6. Phagocytose via 1es FCyR e 29
6.1 Reconnaissance du ligand et agrégation des récepteurs 30
6.2 Transduction des signaux 31
6.3 Extension des pseudopodes_____ 35
6.4 Polymérisation de I’actine filamenteuse __ 36
6.5 Internalisation de la particule 38
6.6 Maturation du phagosome 39




Article 41

Abstract 43
Abbreviations used eeeeeeereenemaana! 44
Introduction, . e 45
Materials and MethodS. e 47
Results 53
Discussion___ . . 58
Acknowledgements____ 63
Figure legends 64
References 68
Figures . .76
Discussion 85
Remerciements 96
TN T 1) ) Y Lo OO 98
Annexe I 119

vi



a.a.
ADCC
ADNe
ARNm
BCR
CMH
CD
CCR7
CPA
DAP12
ERK
FeR
FeyR
FcRy
G-CSF
GDI
GM-CSF

Ig

ITAM
ITIM

kDa

LPS

MAPK
MCP-1

Liste des abréviations

: acide aminé

: «Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity»
: ADN complémentaire

: ARN messager

: «B-Cell Receptor»

: Complexe Majeur d’Histocompatibilité

: «Cluster of Differentiation»

: «CC Chemokine Receptor 7»

: Cellule Présentatrice d’ Antigénes

: «(DNAX-Activation Protein 12»

: «Extracellular-signal Regulated Kinase»

: Récepteur pour la portion Fc des Ig

: Récepteur pour la portion Fc des IgG

: Chaine y associée aux FcR

: «Granulocyte Colony Stimulating Factor»

: «GDP Dissociation Inhibitor»

: «Granulocyte and Macrophage Colony Stimulating Factor»
: Interféron

: Immunoglobuline

: Interleukine

: «(Ilmmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif»
: «Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif»
: «Killer cell Activating Receptor»

: kilodalton

: «Killer cell Inhibiting Receptor»

: Lipopolysaccharide

: «Mitogen Activated Protein Kinases»

: (Monocyte Chemoattractant Protein-1»

vii



MDL-1
MPO
NK
NO
PI13-K
PIP
PLC-y
PTK

SIRPB1
SHIP
SH2
SRBC
TCR
TGF-p
TNF-a
TREM

: «Myeloid DAP12-associating Lectin-1»

: Myélopéroxydase

: «(Natural Killer»

: Oxyde nitrique (ou monoxyde d’azote)

: Phosphatidylinositol 3-kinase

: Phosphatidylinositol Phosphate

: Phospholipase C y

: Protéine Tyrosine Kinase

: Protéine Tyrosine Phosphatase

: «Signal-Regulatory Protein-beta 1»

: «<SH2 domain-containing Inositol 5’-Phosphatase»
: «Src-Homology domain 2»

: «Sheep Red Blood Cell», érythrocyte de mouton
: «T-Cell Receptor»

: «Transforming Growth Factor-beta»

: «Tumor Necrosis Factor-alpha»

: «Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells»

viii



Liste des figures et des tableaux

Figure A. Structurede DAP12___ 6

Figure B. Structure des différents récepteurs associés 3 DAP12 exprimés chez les

cellules myéloides 11

Figure C. Signalisation via les FcyR 31

Figure D. Mécanisme d’action proposé pour DAP12 lors de la phagocytose
viaFcyRI____ . 89

Tableau A. Affinité préférentielle des FcyR murins pour les différentes

immunoglobulines de type G 27
Figure 1. Western blot and flow cytometry analysis of transfected cells_________ 76
Figure 2. Y76F mutation abolishes DAP12-mediated secretion of TNF-ot . 77
Figure 3. RAW 264.7 expression of DAP12-associated receptors 78
Figure 4. Role of DAP12 in phagocytosis 79

Figure 5. Effect of Flag-DAP12-Y76F overexpression on the attachment and inter-

Figure 6. Cell surface expression of Fcy receptors 81
Figure 7. Analysis of F-actin assembly surrounding bound IgG2a-SRBC 82
Figure 8. Phosphorylation of Syk in IgG2a-SRBC phagocytosis 83
Figure 9. Implication of DAP12 in FcyRI-mediated phagocytosis 84




INTRODUCTION



La protéine DAP12 posséde un domaine extracellulaire court, un résidu chargé dans
son domaine transmembranaire et un motif ITAM dans son domaine cytoplasmique. En ce
sens, cette protéine est donc homologue a la chaine y des récepteurs Fc et a la chaine £ du
TCR. On retrouve la protéine DAP12 sous forme homodimérique chez les cellules NK, les

cellules dendritiques, les monocytes et les macrophages [1].

Lorsque la protéine DAP12 est pontée a I’aide d’anticorps, les résidus tyrosine de son
ITAM sont phosphorylés. Cette phosphorylation est I’oeuvre des protéines tyrosine kinases
de la famille Src et cause le recrutement de la protéine tyrosine kinase Syk. Cette derniére

initiera ensuite certaines cascades d’activation cellulaire [1-9].

La trés grande majorité des récepteurs associés a DAP12 possédent des
caractéristiques communes telles un domaine cytoplasmique dépourvu de motifs de
signalisation ainsi qu’un domaine transmembranaire comprenant un résidu chargé
positivement, permettant I’association du récepteur avec DAP12. Chez les cellules NK,
plusieurs récepteurs associés a DAP12 ont été identifiés a ce jour. La plupart de ces
récepteurs activateurs (Ly49, KIR, CD94/NKG2, NKp44) possédent comme ligands les
molécules du CMH de classe I a la surface des cellules cibles. DAP12 joue par conséquent un
role important dans I’activation des propriétés cytotoxiques des cellules NK [1, 3, 4, 6, 7, 10-
18].

Chez les cellules myéloides, les récepteurs associés 8 DAP12 identifiés jusqu’a présent
sont MDL-1 (« Myeloid DAP12-associating Lectin-1 ») [19], SIRPB1 (« Signal Regulatory
Protein B-1 ») [8], TREM-1, TREM-2 et TREM-3 (« Triggering Receptor Expressed on
Myeloid cells-1, -2, -3 ») [20-22]. Les roles physiologiques attribués a ces molécules n’ont
pas encore été entirement déterminés. Par contre, il a été suggéré que chez les cellules
myéloides, DAP12 est impliqué dans [’activation pro-inflammatoire, la différentiation
cellulaire, la maturation cellulaire, la présentation d’antigénes et la sécrétion de cytokines [8,

19-28].



La construction de souris déficientes pour la protéine DAP12 a permis d’établir que
cette protéine participe activement & la stimulation de réponses immunitaires chez I’héte [24,
25]. Toutefois, les différentes fonctions potentiellement associées 3 DAP12 chez les cellules
NK et les cellules myéloides n’expliquent qu’en partie les effets observés chez ces souris
déficientes. Entre autres, chez les macrophages péritonéaux DAP12” stimulés avec le LPS, la
sécrétion de TNF-a et la production d’oxyde nitrique sont normales. De plus, DAP12 ne

semble pas étre requis pour la phagocytose de billes de latex non-opsonisées [24].

Par contre, le réle de DAP12 dans la phagocytose via les récepteurs FcyR n’a pas été
étudié. La phagocytose est un processus essentiel pour la défense de 1’hdte contre les
infections et Iinvasion par des microorganismes. La phagocytose via les FcyR nécessite la
reconnaissance des récepteurs par les immunoglobulines de type G, a la surface de la particule
a ingérer. Cette liaison a pour effet d’agréger les FcyR 4 la membrane et d’induire la
phosphorylation de I'ITAM situé dans le domaine cytoplasmique du récepteur. Ces
événements permettront le recrutement de la protéine tyrosine kinase Syk a I'ITAM, la
formation d’une coupe d’actine au site d’ingestion, I’activation de cascades de signalisation
intracellulaires, I’internalisation de la particule opsonisée et la maturation subséquente du

phagosome [29-31].

L’objectif de mon projet de maitrise consistait 4 étudier le réle de DAP12 chez le
macrophage. Nous avons choisi de cibler la phagocytose via les FcyR. Pour atteindre cet
objectif, nous avons utilisé des macrophages de la lignée murine RAW 264.7 chez lesquels
nous avons exprimé un mutant de DAP12 qui ne peut initier de cascades de signalisation via
son ITAM. Les résultats obtenus lors des différentes expériences effectuées avec ces clones
suggerent que DAP12 serait impliqué dans la régulation négative de la phagocytose via les

FcyRl, vraissemblablement en modifiant la formation de coupes d’actine.
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1. DAP12

1.1 Découverte et description

Plusieurs groupes de chercheurs ont noté la présence d’une protéine de 12 4 16 kDa
associée aux KAR (« Killer cell Activating Receptors ») chez les cellules NK [3, 11, 14].
Cette protéine, un homodimére dont les deux chaines sont reliées par des ponts disulfures,
peut étre phosphorylée sur résidus tyrosine [2, 3, 11, 14].

Dans le but d’identifier cet homodimeére, Lanier et ses collégues ont criblé une banque
de données de séquences « EST » d’ADN complémentaire (ADNc). A travers ces séquences,
ils recherchaient des molécules encore non identifiées homologues a la chaine y des récepteurs
Fc ainsi qu’a la chaine £ du TCR [1]. Ces nouvelles molécules devaient ainsi posséder dans
leurs domaines cytoplasmiques au moins un'motif ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif »), puisque I’on retrouve ces motifs a la fois dans la chaine y et dans la
chaine . Les ITAMs sont des séquences de 16 & 18 acides aminés, dont le consensus est
Yxo)Lxe.8)Yx@)L, conservées chez tous les polypeptides associés aux complexes TCR, BCR
et FceRI [32-34]. Un seul ITAM dans la portion intracytoplasmique de ces récepteurs est
suffisant pour initier une cascade d’activation de la cellule [35]. De plus, les polypeptides
comprenant ces ITAMs sont requis pour 1’association de ces complexes de récepteurs dans le
réticulum endoplasmique, via un résidu d’acide aminé chargé présent dans leur domaine
transmembranaire [33, 34].

La molécule identifiée en 1998 par le groupe de Lanier a été nommée DAP12

(«kDNAX-Activation Protein 12») en raison de son poids moléculaire de 12 kDa. C’est une



protéine transmembranaire de type I possédant une séquence signal de 27 a.a. ainsi qu’un
domaine extracellulaire de 14 a.a., au sein duquel on retrouve deux résidus cystéine (voir
figure A). Ceux-ci permettent 3 DAP12 de s’associer sous forme d’homodimeére grice a la

formation de ponts disulfures {1].

Merﬂbrané

ITAM

Figure A : Structure de DAP12.

Le domaine transmembranaire de 24 a.a. de DAPI12 contient un résidu acide
aspartique, conférant une charge négative  la molécule. DAP12 doit donc s’associer de fagon
non covalente avec un récepteur comportant la charge opposée dans son domaine
transmembranaire afin d’étre exprimé a la surface. En 1’absence d’un tel récepteur, DAP12
est retenu dans le réticulum endoplasmique [1]. Par conséquent, tous les récepteurs
s’associant & DAP12 identifiés & ce jour possédent un résidu lysine dans leurs domaines

transmembranaires [6, 8, 10, 18, 20-22, 28, 36-39].



La protéine DAP12 peut étre retrouvée en association avec différents récepteurs dans
la méme cellule. Certains ont méme émis I’hypothése que la présence de deux résidus acide
aspartique dans chaque homodimére de la protéine DAP12 (un résidu dans chaque monomere)
permettrait ’association simultanée de DAP12 avec deux récepteurs, que ces derniers soient
identiques ou non [13]. DAPI2 est essentiel pour 1’expression adéquate a la surface des
isoformes Ly49 et CD94/NKG2 et sa présence augmente I’expression membranaire des
isoformes KIR. Par contre, bien que DAP12 ne puisse étre exprimé seul a la surface, les
isoformes KIR et le récepteur SIRPB1 peuvent étre exprimés a la surface sans étre associés &
DAPI12 lorsqu’ils sont surexprimés in vitro [1, 3, 4, 8, 11, 13]. La protéine DAP12 joue un
r6le important dans la stabilité des récepteurs qui lui sont associés en permettant aux
complexes DAP12/récepteurs d’échapper a la rétention dans le réticulum endoplasmique,
évitant ainsi leur dégradation [40].

Au sein du domaine cytoplasmique de 48 a.a. de DAP12, on retrouve un motif ITAM
qui confére a cette derniére les propriétés de molécule adaptatrice. En effet, c’est grace aux
résidus tyrosine phosphorylés de son ITAM que DAP12 recrute 4 la membrane les protéines
participant & certaines cascades intracellulaires de signalisation [1].

Le clonage de I’ADNc murin de DAP12 par le groupe de Vivier a permis de montrer

une homologie de 73.5 % entre les protéines DAP12 humaine et DAP12 murine [2].



1.2 Distribution

DAPI12, en tant que sous-unité signalétique des KAR, semblait initialement exprimé
uniquement chez les cellules NK. En effet, il n’était pas possible de détecter cette protéine en
association avec les KAR lorsque I’on transfectait ces derniers dans une lignée de
lymphocytes T ou de basophiles. De plus, ces mémes KAR n’étaient pas capables d’initier
des cascades d’activation cellulaire en 1’absence de DAP12 [3, 11]. Par la suite, il a été
démontré que la protéine DAP12 est exprimée chez les cellules dendritiques, les monocytes,
les cellules NK et les macrophages, mais non chez les lymphocytes B et les lymphocytes T
[1]. I est ainsi possible de détecter la présence de DAP12 dans plusieurs tissus et organes.
Chez la souris, c’est notamment le cas pour les poumons, le foie, le thymus, les ganglions
lymphatiques, la rate et le péritoine. Par contre, la protéine DAP12 n’est pas exprimée dans le

cerveau, les reins et les testicules [23].

1.3 Transduction des signaux via DAP12

DAP12 est une protéine activatrice des fonctions cellulaires [13]. L’agrégation des
récepteurs associés 4 DAP12 induit la phosphorylation des deux résidus tyrosine de I'ITAM
de DAPI12 par les protéines tyrosine kinases (PTK) de la famille Src. Cette phosphorylation
permet ensuite le recrutement des PTK ZAP70 et Syk [1, 3, 13]. Le recrutement et
I’activation de Syk par DAP12 sont analogues au modéle de recrutement des PTK de la

famille Syk par les chaines accessoires des complexes TCR et BCR [1].



La PTK Syk, ainsi activée via DAP12, induit ensuite la phosphorylation sur résidus
tyrosine et I’activation rapide de plusieurs autres protéines, incluant Cbl, PLCy1 et PI 3-kinase
[3-5, 13, 41]. Chez les cellules NK par exemple, cet événement se traduit ultérieurement par
une production de TNF-a, une augmentation de la cytotoxicité des cellules NK, une sécrétion
de sérotonine, une mobilisation du calcium intracellulaire et une phosphorylation des MAPK
[4, 39, 42]. L’élimination de I’un ou I’autre des résidus tyrosine de I'I'TAM de DAP12 abolit

la capacité de la protéine a transmettre un signal d’activation [2, 43-45].

2. Récepteurs activateurs : association avec DAP12 chez les cellules NK

L’identité et les fonctions des récepteurs associés 8 DAP12 sont bien caractérisées
chez les cellules NK. En effet, la majorité de ces récepteurs sont impliqués dans la lyse de
cellules cibles et possédent comme ligands les molécules classiques ou non-classiques du
CMH de classe I [37, 46-49].

Parmi ces récepteurs associés 8 DAP12, on retrouve certaines molécules Ly49 murines
(Ly49D, Ly49H, Ly49P et Ly49W)[17, 18, 39, 50-53], quelques récepteurs CD94/NKG2
humains et murins (NKG2C, D et E)[12, 41, 54, 55] et les KAR exprimés exclusivement chez
I’humain [10, 36, 46, 56, 57]. Tous ces récepteurs possédent des domaines extracellulaires
presque identiques aux membres inhibiteurs de leur famille immédiate, mais différent de
ceux-ci au niveau de leurs domaines cytoplasmiques. En effet, ils ne possédent pas d’ITIM
(« Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibition Motif ») et servent par conséquent a activer les

propri€tés cytotoxiques de la cellule NK.



3 Récepteurs associés 2 DAP12 chez les cellules myéloides

Les cellules myéloides sont des cellules progénitrices de la moelle osseuse qui se
différencient par la suite en granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et basophiles), en
mastocytes ainsi qu’en monocytes et cellules dendritiques. Ces cellules myéloides jouent des
r6les trés variés autant dans I’immunité innée qu’acquise [58].

Chez les cellules myéloides, les divers récepteurs associés 3 DAP12 identifiés a ce
jour font partiec de la superfamille des lectines de type C ou la superfamille des

immunoglobulines.

3.1 Superfamille des lectines de type C

3.1.1 MDL-1

MDL-1 est une lectine de type C clonée et caractérisée initialement chez I’humain.
Cette glycoprotéine de type II a été identifiée grice a sa capacité de permettre I’expression de
DAP12 2 la surface de la cellule lorsque transfectée de fagon transitoire dans des cellules de
rein humain (lignée 293T). MDL-1 posséde un domaine extracellulaire de 141 a.a. ainsi
qu'un domaine intracellulaire comprenant seulement 2 a.a., dépourvu de motifs de
signalisation (voir figure B). La protéine MDL-1 murine est homologue 4 69 % a la protéine
MDL-1 humaine, contient 25 a.a. supplémentaires dans la partie proximale 4 la membrane de

son domaine extracellulaire et un site de N-glycosylation additionnel [19].
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MDL-1 est exprimé chez les cellules myéloides, d’ou son nom « Myeloid DAP12-
associating lectin-1 ». Cette protéine exprimée chez les monocytes et les macrophages n’a
pas été détectée chez les lymphocytes B et T ainsi que chez les mastocytes. Aussi, lors de la
différenciation des monocytes en cellules dendritiques, une forte diminution de la quantité
d’ARNm de MDL-1 est observée. La protéine MDL-1 étant a ce jour I’'unique membre de sa
famille, on ne lui connait pas de contrepartie inhibitrice [19].

Bien que le ligand de la protéine MDL-1 demeure inconnu, il est possible que ce soit
une glycoprotéine membranaire ou un glycolipide puisque MDL-1 est une lectine. En
I’absence de données sur I’identité de son ligand, le réle joué par MDL-1 dans les fonctions
des cellules myéloides demeure spéculatif. Ainsi, il a été suggéré que MDL-1 pourrait

participer a ’activation pro-inflammatoire des cellules myéloides. En effet, le pontage des

SIRPp1

+ + + -+ Membrane

Saa 5aa

Figure B : Structure des différents récepteurs associés 8 DAP12 exprimés chez les cellules myéloides.

complexes MDL-1/DAP12 a I’aide d’anticorps induit une activation de la cellule qui se

traduit par une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire, une flambée
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oxidative, une production de cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’une augmentation de

I’expression de molécules de costimulation [19].

3.2 Superfamille des immunoglobulines

3.2.1 SIRPBI

La protéine SIRPB1 (« Signal-Regulatory Protein-B1 ») comprend trois domaines Ig
dans sa portion extracellulaire et est exprimée seulement chez I’humain. Ce récepteur
représente la contrepartie activatrice du récepteur SIRPa, un récepteur exprimé chez les
monocytes, macrophages, fibroblastes, neurones et mastocytes [8, 59-62]. SIRPa posséde un
domaine cytoplasmique de 110 & 113 a.a. comprenant deux & quatre séquences ITIM servant a
recruter les PTP SHP-1 et SHP-2, tandis que SIRPB 1 posséde un domaine cytoplasmique de 5
a.a. dépourvu de motifs de signalisation intracellulaire (voir figure B) [8, 59, 63]. SIRPf1
s’associe avec DAP12 chez les monocytes et chez des cellules de reins d’embryons humains.
Cette association de SIRPB1 avec DAP12 semble spécifique, puisque ce récepteur ne
s’associe pas a la chaine y des récepteurs Fc [8].

Le ligand de SIRPa, ou CD47, est une molécule associée aux intégrines [64]. Il n’a
pas encore été déterminé si SIRPP1 interagit avec le méme ligand que SIRPa, mais la forte
homologie entre les domaines extracellulaires de ces deux récepteurs le suggére, méme si

I’affinité de liaison pourrait différer. Le role joué par SIRPB1 demeure toutefois inconnu [8].
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3.2.2 TREM-1

Le récepteur TREM-1 a été identifié d’abord chez I’humain, en recherchant des
protéines homologues 3 NKp44 dans une banque d’ADNc [20]. NKp44 est une protéine
d’environ 44 kDa qui est exprimée uniquement a la surface des cellules NK activées. Le
récepteur NKp44 comprend un seul domaine Ig dans sa portion extracellulaire, s’associe avec
DAPI12 et sert a activer la cellule, ceci malgré la présence d’un ITIM dans son domaine
cytoplasmique. Le ligand de NKp44 demeure inconnu, mais ce récepteur est impliqué dans
I’activation des propriétés cytolytiques des cellules NK par un processus indépendant de la
reconnaissance des molécules du CMH de classe I [6, 38].

TREM-1 est une glycoprotéine de 26 kDa (lorsque déglycosylée) comprenant un seul
domaine Ig dans sa portion extracellulaire et une portion cytoplasmique de 5 a.a. dépourvue
de motifs de signalisation (voir figure B) [20].. On retrouve TREM-1 chez les monocytes et
les neutrophiles, mais non chez les lymphocytes et autres types cellulaires, d’ou le nom de
TREM pour « Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells » [20].

Le récepteur TREM-1 s’associe & DAP12 et le pontage de ces complexes a I’aide
d’anticorps active les monocytes et les neutrophiles. Le signal généré par TREM-1 est suivi
d’une augmentation rapide de la concentration de calcium intracellulai e ainsi que d’une
phosphorylation sur résidus tyrosine de plusieurs protéines intracellulaires, dont ERK1, ERK2
et PLC-y. L’activation de la cellule via TREM-1 méne a la sécrétion de divers médiateurs
solubles tels I’IL-8, le MCP-1, le MPO ainsi que le TNF-a et augmente 1’expression de

plusieurs molécules d’adhésion et de costimulation 4 la surface de la cellule [20].
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La stimulation de la cellule par des bactéries, des acides lipoteichoiques ou le LPS a
pour effet d’augmenter I’expression de TREM-1 4 la surface de la cellule. Dans ces meémes
conditions de stimulation, les réponses cellulaires dépendantes de TREM-1 sont aussi
accentuées [20, 26]. Une étude portant sur les macrophages de la lignée MT2, une lignée
d’origine thymique dérivée de la souris BALB/c et exprimant TREM-1, a permis de
déterminer que cette modulation de ’expression de TREM-1 & la surface de la cellule par le
LPS est post-traductionnelle. Par contre, lors de la stimulation de ces mémes macrophages
avec 'IFN-y, I’effet contraire est observé. En effet, dans ces conditions expérimentales, la
quantité d’ ARNm de TREM-1 détectée chez ces macrophages est réduite [22]. Ces résultats
concordent avec ceux obtenus lors de I’expression de DAP12 4 la membrane et le pontage de
la protéine a la suite d’une stimulation de la cellule au LPS [23, 45].

TREM-1 joue un réle prédominant dans le processus inflammatoire, en activant les
monocytes et les neutrophiles et en participant 4 leur migration aux sites d’infection [20, 26].
La signalisation via les complexes TREM-1/DAP12 sert aussi 4 amplifier les réponses
cellulaires vis-a-vis des produits microbiens. Ceci a été entre autres démontré lors de
I’injection de souris avec des protéines de fusion comprenant le domaine extracellulaire de
TREM-1 couplé a la portion Fc des IgG1, Cette injection cause une compétition entre la
protéine de fusion et le récepteur TREM-1 membranaire pour le méme ligand et élimine de
plus une certaine quantité de ce ligand (liée par TREM-1/Fc) de la circulation grice a la
portion Fc de la protéine de fusion. Les souris ainsi traitées étaient davantage protégées
contre un choc endotoxique expérimental, une septicémie ou un choc septique [26]. Les
interactions entre ’ITAM de DAP12 et les différentes molécules impliquées dans les cascades

intracellulaires enclenchées par le LPS demeurent inconnues pour 1’instant [27].
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3.2.3 TREM-2

TREM-2 est une glycoprotéine d’environ 40 kDa possédant un seul domaine Ig dans
sa portion extracellulaire (voir figure B). Elle a été identifiée chez I’humain par homologie 4
TREM-1 [20, 28]. La protéine TREM-2 est exprimée chez les macrophages et les cellules
dendritiques, mais non chez les monocytes et les granulocytes. Ce patron d’expression a
mené le groupe de Colonna a suggérer que ce récepteur serait impliqué dans le processus
inflammatoire chronique [20].

Chez ’humain, TREM-2 est ’unique membre de sa famille. Ce n’est pas le cas chez
la souris, puisque les cellules myéloides de souris BALB/c expriment deux récepteurs TREM-
2 hautement homologues : TREM-2a et TREM-2b. Ces deux homologues différent de 6
nucléotides, ce qui se traduit par une différence de 3 acides aminés dans leurs domaines
extracellulaires. La lignée de macrophages RAW 264.7, dérivée a partir de macrophages
péritonéaux de souris BALB/c, n’exprime que TREM-2b [21]. II est impossible, dans 1’état
actuel des choses, de prédire si la différence de 3 a.a. entre les domaines extracellulaires de
TREM-2a et TREM-2b a une influence sur la reconnaissance de leur(s) ligand(s) [21].

Chez I’humain, la protéine TREM-2 n’est pas exprimée a la surface des monocytes,
mais 1’est chez les monocytes différenciés en cellules dendritiques immatures. Lors d’une
induction de la maturation de ces cellules dendritiques par une stimulation au LPS, TNF-o ou
IL-1B, TREM-2 disparait de la surface cellulaire. Le pontage par anticorps des complexes
TREM-2/DAP12 a la surface des cellules dendritiques immatures cause une augmentation
rapide de la concentration de calcium intracellulaire et la phosphorylation sur résidus tyrosines

de plusieurs protéines intracellulaires, dont ERK1/2. L’expression 3 la surface de plusieurs
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récepteurs tels le CCR7, les CMH de classe II, le CD86 et le CD40 est aussi augmentée en
réponse 4 une activation via TREM-2/DAP12. Cette signalisation n’induit toutefois pas
I’activation d’IkBa/NF-kB, de p38 et SAPK ainsi que la sécrétion de cytokines [28].

L’activation de ERK1/2 via les complexes TREM-2/DAP12 exprimés a la surface des
cellules dendritiques immatures augmente le temps de survie de celles-ci lorsqu’elles sont
privées d’IL-4 ou de GM-CSF. De plus, lors du pontage de TREM-2/DAP12 a l'aide
d’anticorps, on observe chez ces cellules une amplification de leurs capacités d’activation, de
migration, de présentation d’antigéne et de stimulation des cellules T. La maturation des
cellules dendritiques induite par la signalisation via TREM-2/DAPI12 est similaire & celle
initiée par la signalisation via les FcR. Il a d’ailleurs été proposé qu’une des fonctions de
TREM-2 serait d’amplifier les cascades de maturation enclenchées par d’autres récepteurs
[28].

Chez la souris, la protéine TREM-2 est exprimée de fagon constitutive a la surface des
monocytes. Ce niveau d’expression, qui pourrait par contre varier en fonction du type
cellulaire, augmente légérement a la suite de la stimulation de la cellule par le LPS [45]. Le
pontage des complexes TREM-2/DAP12 meéne a I’activation de la cellule et a la sécrétion de
NO [21]. 11 a été suggéré que cette sécrétion de NO pourrait faire pencher la balance d’une
réponse immunitaire de type Thl vers une réponse immunitaire de type Th2 [21]. Puisque
TREM-2 peut étre détecté a la surface de la cellule plus t6t que TREM-1, ceci remet en doute
I’hypothése selon laquelle TREM-1 participerait a la réponse immunitaire aigu€, et TREM-2 a

celle chronique [45].
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3.2.4 TREM-3, TREM-4 et TREM-5

Le récepteur TREM-3 a ét¢é identifié chez la souris par homologie de séquence avec le
domaine extracellulaire de TREM-2. Le géne codant pour TREM-3 est adjacent & ceux
codant pour TREM-1 et TREM-2, ainsi qu’a ceux codant pour deux génes homologues a
TREM-1 : TREM-4 et TREM-5. TREM-4 et TREM-5 possédent 85 % d’homologie avec
TREM-1 au niveau de leurs domaines transmembranaires et cytoplasmiques. La proximité de
ces génes sur le chromosome 17 murin suggére la présence a cet endroit d'un complexe de
génes codant pour des récepteurs spécifiquement requis lors des réponses immunitaires innées
[22].

La protéine TREM-3 est exprimée chez les lignées de macrophages murins RAW
264.7 et MT2, mais non chez la lignée de macrophages P388D1. Des transcrits de TREM-3
sont aussi détectés chez des lymphomes T, mais non chez les cellules NK activées, les
myélomes de lymphocytes B et les monocytes humains. Le pontage par anticorps des
complexes TREM-3/DAP12 induit une activation de la cellule [22].

Tel TREM-1, I’expression a la surface de TREM-3 chez les macrophages est régulée a
la hausse par le LPS et la présence d’ARNm de TREM-3 est régulée a la baisse par 'IFN-y. Il
a été proposé que ce mode de régulation par le LPS permettrait une expression élevée de
TREM-3 t6t dans I’infection de la cellule par des bactéries. La régulation par I’'TFN-y servirait
ensuite 3 diminuer la présence de TREM-3 2 la surface de la cellule plus tard dans 1’évolution
du processus inflammatoire. Une autre hypothése suggére que I’expression de TREM-1 et
TREM-3 pourrait étre augmentée lors d’infections par des microorganismes capables

d’inhiber les réponses enclenchées par I'TFN-y [22].
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4 DAP12 : une molécule multifonctionnelle

Comme déja mentionné, la chaine & du TCR, la chaine y du récepteur Fc et DAP12
possédent une importante similarité structurale. Les trois protéines comprennent un ITAM,
un domaine extracellulaire court et un résidu transmembranaire acide, suggérant qu’elles
pourraient toutes trois remplir le méme réle. La raison pour laquelle plusieurs récepteurs ne
s’associent qu’a DAP12 demeure inconnue. En effet, chez des souris déficientes pour
DAP12, les récepteurs Ly49D et Ly49H sont pratiquement absents de la surface des cellules
NK, malgré la présence de la chaine y chez ces cellules [24]. De plus, il n’a jamais été
démontré que les KAR peuvent s’associer avec une molécule autre que DAP12 afin d’activer
la cellule [1]. Une pression évolutive a certainement dii étre exercée de fagon a assigner un
role unique pour DAP12 dans les cellules NK. Ce réle unique demeure présentement obscur,
mais P’association sélective avec Syk plutdt qu’avec ZAP70 suggére que la signalisation via
’ITAM de DAP12 pourrait différer des voies de signalisation dépendantes des chaines FcRy
et TCRC [5].

Dans une cellule, la protéine DAP12 s’associe simultanément avec différents
récepteurs ainsi qu’avec des récepteurs qui varient d’une population cellulaire 4 une autre. 1l
est donc raisonnable de penser que DAP12 est une molécule multifonctionnelle, puisque le
r6le de DAP12 dépend a la fois de tous ces récepteurs, ainsi que de la nature des ligands de
ceux-ci. Dans ces conditions, des humains et des souris n’exprimant pas DAP12 s’avérent de

précieux outils pour I’identification des fonctions associées a cette protéine.
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4.1 La souris déficiente en DAP12

Deux stratégies distinctes ont été employées pour générer des souris déficientes pour
DAP12. Lanier et ses collaborateurs ont procédé par la délétion d’exons codant pour les
domaines transmembranaire et cytoplasmique de la protéine DAP12 (souris DAP127) [24].
Vivier et ses collégues ont plutét procédé par I’insertion d’une mutation dans le domaine
cytoplasmique de DAP12. Cette mutation provoque la perte du deuxiéme résidu tyrosine de
QKAZISIKA2TS) - Bien

I'ITAM de DAPI12 ainsi que des acides aminés suivants (souris DAP1

qu’elle soit exprimée 4 la surface, la signalisation via cette protéine DAP12 est abolie [25].

Dans les deux cas, les souriceaux sont viables, croissent normalement et sont fertiles.
De plus, leurs cellules hématopoiétiques se développent normalement. La protéine DAP12 ne
semble donc pas étre requise pour la maturation des cellules NK puisque le nombre total de

ces cellules dans la rate n’est pas affecté chez ces deux types de souris [24, 25].

Les cellules NK chez les souris DAP12" expriment  leur surface des niveaux a peine
détectables du récepteur Ly49D et n’expriment pratiquement pas Ly49H [24]. De plus, les
récepteurs Ly49D/H présents a la surface des cellules NK provenant des souris DAP127 et
DAP12KA273RAZTS o5t trés instables et incapables d’initier des cascades de signalisation. Ceci
signifie que I’absence de DAP12 chez ces cellules NK ne peut pas étre compensée par la
présence de la chaine y des récepteurs Fc. Il a également été observé que la protéine DAP12

n’est pas essentielle pour la lyse de nombreuses lignées de cellules tumorales par les cellules
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NK. En effet, la cytotoxicité envers certaines lignées n’est pas affectée chez les souris

DAP127 ni chez les souris DAP12XA27K42T5 [54 75),

Les cellules myéloides déficientes en DAP12 (granulocytes, macrophages et cellules
dendritiques) semblent normales. Les macrophages DAP12" stimulés au LPS sécrétent des
niveaux de TNF-a et de NO comparables & ceux sécrétés par la souris sauvage et phagocytent
des billes de latex avec la méme efficacité que les macrophages exprimant une protéine
DAP12 non mutée. Par contre, on remarque une accumulation de cellules dendritiques
exprimant les molécules du CMH de classe II dans le derme de la peau des souris DAP127"
[24]. Ceci est aussi le cas chez les souris DAP12KA2TRA2TS  ohey Jesquelles on note aussi une
accumulation importante de cellules CD11c” et CMH II" & morphologie dendritique dans la
muqueuse intestinale et dans la muqueuse buccale. Ces cellules peuvent étre des cellules
dendritiques myéloides, ou encore des monocytes ou macrophages activés qui envahissent le
derme A partir du flot sanguin et \'ront se' différencier en cellules dendritiques. Il a ainsi été
suggéré que DAPI12 serait impliqué dans la différenciation et les cascades d’activation des
cellules dendritiques myéloides et des cellules prédendritiques présentes dans 1’épithélium
[25]. DAPI12 serait aussi important pour la viabilité des monocytes, participerait a la
différenciation de ceux-ci en macrophages et serait impliqué dans les cascades menant a

I’apoptose de la cellule [45].

La protéine DAP12 serait également impliquée dans la réponse des cellules
dendritiques aux différentes chemokines produites par 1’épithélium mucocutané [25]. En
effet, I’absence de signalisation lors de ’engagement des complexes TREM-2/DAP12 3 la

membrane diminuerait le niveau d’expression des récepteurs CCR7 2 la surface de la cellule
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dendritique. Ceci affecterait la migration de ces cellules vers les ganglions lymphatiques. La
diminution de ’expression de CCR7 & la membrane nuirait aussi a I’expression adéquate des
molécules de surface nécessaires pour la stimulation appropriée des cellules T par les cellules

dendritiques [28].

Dans un modéle expérimental d’encéphalomyélite sévére, alors que 100% des souris
hétérozygotes DAP12"" développent la maladie, 30 % des souris déficientes en DAP12 sont
résistantes a celle-ci et la majorité des souris DAP12™" atteintes manifestent des symptomes
trés atténués. Chez les souris DAP12*" atteintes, une importante infiltration de leukocytes est
observée dans la moelle épiniére et le parenchyme du systéme nerveux central est envahi par
des lymphocytes T CD4" et des cellules myéloides CD11b". Par contre, chez les souris
DAP12™ atteintes, seuls quelques macrophages infiltrent la moelle épiniére. Ces symptomes
atténués chez les souris DAP12” sont dus 4 une absence de sécrétion d’IFN-y par les
lymphocytes T CD4", la conséquence d’une stimulation iﬁadéqu;lte de ces cellules par les
cellules présentatrices d’antigénes (CPA) DAP12™* [24]. En plus des lymphocytes CD4", les
CPA DAP12KA273KA2TS | oont incapables d’activer les lymphocytes T CD8'. En effet, lorsque
’on applique, chez les souris DAP12X4275KA2T5 - 4y DNFB (2,4-dinitrofluoro-benzéne) sur la
peau afin d’initier un processus inflammatoire en fonction de I’activation des lymphocytes T,
on observe une réponse immunitaire sévérement inhibée [25]. Cette inaptitude a stimuler les
lymphocytes T pourrait découler d’un défaut dans P’activation initiale des CPA DAP127 et
DAP12KXA273KA2T5 - Cette inaptitude pourrait également étre la conséquence d’une diminution

des capacités de migration de ces CPA, que ce soit vers le site initial de rencontre avec
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I’antigéne ou vers les ganglions lymphatiques pour la présentation de I’antigéne aux
lymphocytes T [24, 25].

Chez I’homme, I’absence de la protéine DAP12 est & ’origine de la maladie Nasu-
Hakola [65, 66]. Cette maladie a été diagnostiquée au début des années soixante-dix par deux
groupes de chercheurs indépendants, 1’un travaillant avec des patients originaires de la
Finlande et l’autre avec des patients Japonais [67-69]. La maladie Nasu-Hakola est
caractérisée par ’apparition de kystes osseux aux poignets et aux chevilles vers la vingtaine
ou la trentaine, suivi d’une progression rapide de plusieurs symptdmes psychotiques. La mort
prématurée du patient survient habituellement avant la cinquantaine [68-76]. 1l est
intéressant de noter que chez les patients atteints, ’absence de DAP12 n’affecte ni le nombre,
ni les capacités cytotoxiques des cellules NK. Ceci signifie que les cellules NK fonctionnent
normalement en 1’absence de DAP12 [66]. Par conséquent, il a été proposé que I’effet
pathologique observé chez les patients serait plutét la conséquence de 1’absence de DAP12
dans les cellules myéloides. En effet, les microglies présentes dans le systéme nerveux central
et les ostéoclastes responsables de la résorption des os se différencient & partir de monocytes
et macroﬁhages [66, 76]. Des expériences permettant de déterminer si 1’absence de DAP12
chez la souris adulte cause les mémes symptomes que ceux observés chez les patients atteints

de la maladie Nasu-Hakola sont présentement en cours [24].
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5 Le macrophage

5.1 Définition et description

Le macrophage est une cellule phagocytaire professionnelle caractérisée par sa grande
taille (25 4 50 pm) et son noyau non polymorphe. Elle est la forme mature et tissulaire
obtenue en réponse a la différenciation dans la moelle osseuse des monoblastes en
promonocytes puis en monocytes. Lorsque les monocytes se retrouvent dans le systéme
sanguin, divers stimuli (cytokines, chemokines) peuvent augmenter I’expression de molécules
d’adhésion A leur surface. Ils acquiérent ainsi la capacité de migrer hors des vaisseaux
sanguins afin d’atteindre les tissus et les sites d’inflammation. Le macrophage tissulaire au
repos sera ensuite activé lors du processus inflammatoire, notamment par des
microorganismes et par les lymphocytes CD4", ce qui augmentera considérablement ses

capacités chemotactiques et phagocytaires [77, 78].

5.2 Role du macrophage

Le macrophage joue un réle important au niveau des réponses immunitaires innées et
acquises. Avec les neutrophiles, ce sont les premiers a réagir lors de I’invasion de 1’héte par
des microorganismes, en les phagocytant. Ceci constitue une des fonctions majeures de ces
cellules. Lorsqu’ils sont activés, les macrophages possédent aussi la capacité de sécréter
plusieurs médiateurs solubles, tels le lysozyme, le NO, les métalloprotéases ainsi que diverses

cytokines pro-inflammatoires. Grace & ces médiateurs, ils recrutent au site d’inflammation et
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régulent I’activité de plusieurs autres cellules du systtme immunitaire. Les macrophages
s’avérent également des CPA professionnelles. En effet, la présence de molécules du CMH
de classe I a leur surface leur permet de présenter les peptides qu’ils ont ingérés et dégradés
aux différentes cellules qu’ils recrutent au site d’inflammation [77, 78].

Les macrophages participent 4 plusieurs activités physiologiques cruciales, grice a leur
capacité A phagocyter et débarrasser I’hote de ses cellules sénescentes, synthétiser des acides
gras et participer a la synthése de corticostéroides. Ils servent aussi 4 éliminer les particules
opsonisées par les anticorps produits par I’h6te, en les phagocytant via leurs récepteurs Fc.

[77, 78).

5.3 Récepteurs du macrophage : les récepteurs Fc

Parmi les nombreux récepteurs présents a la surface du macrophage, on retrouve les
récepteurs impliqués dans la phagocytose. Ceux-ci comprennent les récepteurs du
complément, le récepteur mannose/fucose, les récepteurs « scavenger» et les FcR [30]. Notre
attention sera portée plus particuliérement vers ces derniers.

Les anticorps sont les médiateurs entre I'immunité innée et adaptative: ils
reconnaissent leurs ligands de fagon trés spécifique, mais ils sont liés et internalisés via des
récepteurs pour leurs domaines Fc (FcR). Ces FcR peuvent étre membranaires ou solubles, et
font habituellement partie de la superfamille des immunoglobulines. On retrouve des FcR
spécifiques pour chacun des isotypes d’immunoglobulines : les IgA sont reconnues par les Fc
oR, les IgE par les FceR, les IgM par les FcpuR, les IgD par les FcdR et les IgG par les FeyR

[79].
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Il y a deux classes générales de récepteurs Fc : ceux impliqués dans les fonctions
effectrices de la cellule et ceux qui transportent les Ig & travers certaines membranes
épithéliales. Les FcyR font partie de la premiére catégorie. D’un point de vue fonctionnel, les
FcR membranaires de la superfamille des Ig (tels les FcyR) peuvent étre subdivisés en deux
types majeurs : les FcR activateurs et les FcR inhibiteurs [79].

Les FcR activateurs possédent des motifs ITAM [80]. Ces motifs peuvent faire partie
intégrante du domaine intracellulaire de la chaine o du FcR (FcRa, la chaine qui reconnait le
ligand), ou bien étre compris dans une chaine associée a FcRa, la chaine y [79, 81, 82]. En
effet, la chaine FcRy, ainsi que la chaine TCR( qui lui est homologue, comprennent toutes les
deux des ITAMs et forment habituellement des homodiméres, bien que des hétérodimeéres y-(
soient possibles. Quant aux FcR inhibiteurs, ils possédent un ITIM dans le domaine
intracellulaire de la chaine FcRo. Ce motif leur permet d’inhiber I’activation de la cellule
induite par les FcR activateurs [79].

Afin de générer un signal, les FcR doivent étre agrégés a la surface de la cellule. Cette
agrégation peut avoir lieu lorsque le récepteur interagit avec des Ig monomériques non
complexées 4 des antigénes, mais seulement si le FcR est de haute affinité. L’agrégation des
FcR de faible affinité n’aura lieu que lorsque ceux-ci se lieront & des complexes immuns (Ig
agrégées ou liées 4 un antigéne). Par convention, ’on nomme les FcR de haute affinité FcRI,

et ceux de faible affinité FcRII et FcRIII [79].

25



5.3.1 FcyR : définition générale

Ce sont des récepteurs membranaires de la superfamille des Ig, subdivisés en trois
groupes : FcyRI, FeyRIl et FeyRIIL.  Ces récepteurs sont impliqués dans la phagocytose de
particules opsonisées par des IgG. L'endocytose de complexes immuns solubles via les FcyR
peut avoir lieu dans toute cellule exprimant ces récepteurs a leur surface. Par contre, seuls les
phagocytes professionnels peuvent phagocyter via ces récepteurs [79].

Les FcyR n'étant pas exprimés de fagon clonale, la plupart des cellules qui les
expriment possédent un mélange de ces récepteurs & leur surface. Il est donc plausible de
croire que lors de I'agrégation de ces récepteurs, plusieurs FcyR différents seront impliqués,
avec des effets qui peuvent étre positifs ou négatifs. Par exemple, la co-agrégation de deux Fc
yR activateurs peut mener a leur transphosphorylation, ce qui augmente l'efficacité du signal
ﬁositif. A linverse, l'agrégation d'un FcyR activateur avec un FcyR inhibiteur méne a

l'inhibition de ce signal activateur [79].
5.3.2 FeyRI (ou CD64)

Ce sont des protéines d’environ 72 kDa. Il existe trois génes codant pour ce récepteur
chez I’humain (A, B et C), mais seule la protéine FcyRIA est transmembranaire [83]. En

revanche, un seul géne codant pour FcyRI est présent chez la souris, soit ’homologue du

récepteur FcyRIA humain [79].
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On retrouve ces récepteurs a la surface des monocytes, macrophages, neutrophiles et
éosinophiles stimulés par 'IFN-y [83, 84]. L’expression membranaire de FcyRI peut étre
modulée par I’'TFN-y, le G-CSF, le GM-CSF, les glucocorticoides et le C5a [83]. L’agrégation
de FcyRI induit une production d’anions superoxydes et une sécrétion de TNF-a [85, 86].

FcyRI est le seul FcyR possédant trois domaines apparentés aux Ig dans sa portion

extracellulaire. Ceci contribue en partie 4 lui conférer une haute affinité de liaison aux IgG

Récepteur Fc Affinité pour le ligand
FeyRI IgG2a > IgG3 > IgGl = IgG2b
FeyRII IgG1> I1gG2a =1gG2b

FceyRII IgG1 = IgG2a > IgG2b

Tableau A : Affinité préférentielle des FcyR murins pour les différentes immunoglobulines de type G.

(voir Tableau A) [79, 83]. L’association de FcyRI avec la chaine FcRy augmente également
P’efficacité de liaison du récepteur avec son ligand. Il est intéressant de noter que bien que
dans un systéme de surexpression in vitro I’expression de FcyRI 4 la membrane soit possible
sans son association avec la chaine FcRy, les cellules de souris déficientes pour la chaine FcR

v n'expriment pas FcyRI a leur surface [87-89].

5.3.3 FeyRII (ou CD32)

Les membres de ce groupe possédent tous leurs motifs de signalisation dans le

domaine cytoplasmique de leur chaine o. Trois formes du récepteur FcyRII sont connues : Fe

yRIIA, FeyRIIB et FeyRIIC [79].
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FeyRIIA et FcyRIIC sont des formes activatrices puisqu’elles comprennent chacune
deux ITAMs. Elles sont exprimées principalement & la surface des macrophages, et ce,
uniquement chez ’humain. L’agrégation de FcyRIIA et FcyRIIC active les macrophages et
induit la sécrétion d’anions superoxides et de TNF-o [79, 83, 86].

Quant au récepteur FcyRIIB, la présence d’un ITIM dans sa partie cytoplasmique lui
confere des propriétés inhibitrices. Il existe plusieurs isoformes de FcyRIIB qui sont exprimés
a des niveaux différents d’un type cellulaire a un autre. Par exemple, on retrouve FcyRIIB1
majoritairement 4 la surface des cellules lymphoides et FcyRIIB2 surtout a la surface des
cellules myéloides. La souris exprime en plus un troisi¢me isoforme, soit FcyRIIB1'. Ce
récepteur est I'homologue de FcyRIIB1 humain et il est exprimé a la fois a la surface des
cellules lymphoides et myéloides [79].

Le récepteur FcyRIIB2 permet I'endocytose de complexes immuns solubles. A la suite
de cet événement, la cellule sera en mesure de préser.lter plus efficacement, via ses molécules
du CMH de classe I, les antigénes internalisés [79]. Par contre, la phagocytose peut avoir lieu
seulement via I'isoforme murin de FcyRIIB2. Ceci est possible grice 4 la présence chez celui-

ci d’un résidu tyrosine additionnel dans sa portion C-terminale [79, 90].

5.3.4 FcyRIII (ou CD16)

On retrouve deux génes pour ce récepteur, codant pour deux protéines : FcyRIIIA et Fc

yRIIB [79].

28



FcyRIIIA est une protéine transmembranaire que I’on retrouve 4 la surface des
monocytes, macrophages, cellules NK et cellules T y/8. Ne possédant pas de motifs de
signalisation, FcyRIIIA s’associe avec la chaine FcRy (ou la chaine TCRE chez les cellules
NK humaines) afin d’initier un signal activateur. Quant au récepteur FcyRIIB, il n’est
présent que chez les neutrophiles et éosinophiles humains. Ce récepteur est ancré 2 la
membrane par un lien GPI (glycosylphosphatidylinositol) et ne contient aucun motif de
signalisation. Il peut toutefois s’associer 4 d’autres FcyR et contribuer a leur capacité  activer
des voies de signalisation [79, 83].

Le niveau d’expression des récepteurs FcyRIII & la surface des monocytes peut étre
modulé par le TGF-B. Chez les neutrophiles humains, ceci se produit lors de la stimulation
par I’IFN-y, le G-CSF et le GM-CSF [83].

L’agrégation des récepteurs FcyRIIIA & la membrane induit la phagocytose chez les
macrophages, ’ADCC de cellules tumorales chez les cellules NK et chez les neutrophiles

ainsi que I’élimination des complexes immuns de la circulation sanguine [79, 83].

6 Phagocytose via les FeyR

La reconnaissance par les FcyR de particules opsonisées avec des IgG provoque une

agrégation de ces récepteurs, une extension de pseudopodes, une activation des cascades de
signalisation intracellulaire, une polymérisation de la F-actine au site d’ingestion, une

internalisation de la particule et une fusion éventuelle du phagosome ainsi formé avec le
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systéme endosomal [29-31]. La phagocytose via les FcyR est un processus complexe régulé

par un équilibre entre des signaux activateurs et inhibiteurs.

6.1 Reconnaissance du ligand et agrégation des FcYR

La reconnaissance de leurs ligands par les FcyR s’effectue via I’interaction des
domaines extracellulaires de ces récepteurs avec les opsonines a la surface de la particule 4
ingérer [30]. Bien que la haute affinité de FcyRI pour son ligand soit habituellement attribuée
a la présence du troisiéme domaine Ig dans sa portion extracellulaire, 1’association avec la
chaine y sert probablement & modifier la structure quaternaire du récepteur et augmente son
affinité de liaison. La reconnaissance efficace du ligand dépend donc 2 la fois du domaine
extracellulaire et des domaines cytoplasmiques du récepteur [79, 87, 89, 91].

L’événement le plus précoce lors de la phagocytose via les FcyR est I’agrégation des
récepteurs i la surface de la cellule. II est généralement accepté que cette agrégation n’est pas
le résultat d’un signal spécifique, mais plutot la conséquence d’une diffusion des récepteurs
dans la membrane. Par contre, il a été démontré que 1’inhibition de RhoA, une petite GTPase,

empéche partiellement 1’attachement des particules aux FcyR et diminue la mobilité de ces

récepteurs dans la membrane [92]. Cet effet est probablement df & une implication de Rho
lors 1a signalisation via des intrégrines, événement jugé nécessaire a la phagocytose [93, 94].

De méme, une inhibition de la petite GTPase ARF6 inhibe, mais n’abolit pas, 1’attachement

des particules opsonisées aux FcyR. En effet, selon le réle qui a été proposé pour ARF6, cette
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protéine servirait d recruter & la membrane de nouvelles protéines effectrices et autres

composantes nécessaires au bon déroulement du processus phagocytaire [95].

6.2 Transduction des signaux

Le domaine extracellulaire de FeyRI est suffisant pour initier ’endocytose de petites

particules opsonisées. Par contre, la phagocytose de ces particules grice & un mécanisme

reposant sur la polymérisation de I’actine nécessite la présence d’un ITAM dans le domaine

Membrane

Réticulum
endoplasmique

Figure C : Signalisation via les FcyR (adapté de [31]).
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intracellulaire du récepteur [96]. Suite a I’agrégation des FcyR, ces ITAMs seront
phosphorylés (voir figure C, étape 1). Les PTK impliquées n’ont pas été formellement
identifiées jusqu’a présent, mais les PTK de la famille Src représentent de bons candidats [79,
97]. Ces derniéres sont localisées & la membrane et ne sont pas nécessairement associ€es
directement avec les FcR [98].

Certes, les PTK de la famille Src sont impliquées dans la phagocytose via les FcyR et
leur présence sert & amplifier grandement ce processus [97, 99]. En effet, chez des souris
Hek” /Fgr/Lyn™, 1a formation de coupes d’actine, la phosphorylation de la chaine y des FcR
et I’activation de Syk et PI 3-kinase lors de la phagocytose via les FcyR sont trés limitées et
retardées, mais ne sont toutefois pas abolies. Cependant, puisqu’il est possible que des PTK
de la famille Src autres que Hck, Fgr et Lyn puissent initier la phagocytose via les FcyR dans
ce modeéle, il est impossible suite & cette étude d’affirmer avec certitude que les PTK de la
famille Src ne sont pas essentielles pour la phagocytose via les FcyR [99]. Des études portant
sur la PTK Csk ont par contre souligné la nécessité des PTK de la famille Src dans la
phagocytose via les FcyR. La PTK Csk sert a phosphoryler le résidu tyrosine en position C-
terminale des PTK de la famille Src, ce qui les rend inactives [100]. Chez des macrophages
de la lignée RAW 264.7 surexprimant une Csk constitutivement active, la phagocytose est
abolie. Ces études ont aussi permis de démontrer que les PTK de la famille Src sont
impliquées a différents degrés dans I’initiation des cascades intracellulaires menant 4 la
phagocytose. En effet, chez ces mémes cellules exprimant une PTK Csk constitutivement
active, 1’introduction de formes constitutivement actives des PTK Lyn et Hck, mais non de la

PTK Sre, restaure la capacité de la cellule a phagocyter via les FcyR [97].
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La phosphorylation de ’'ITAM du récepteur FcyR induit le recrutement de la PTK Syk

(voir figure C, étape 2). Ce recrutement est essentiel, puisque les cellules n’exprimant pas

cette PTK ne peuvent ingérer avec la méme efficacité les particules opsomisées [89, 101].
Afin que ce recrutement ait lieu, 'ITAM du FcyR doit étre phosphorylé sur les deux résidus

tyrosines pour que Syk puisse s’y lier via ses deux domaines SH2 [98]. Méme si la
phosphorylation de 'ITAM est probablement catalysée par les PTK de la famille Src, certains
ont suggéré que Syk pourrait y participer. En effet, chez les macrophages déficients pour les
PTK de la famille Src on remarque une activation de Syk moins forte que chez les
macrophages normaux 2 la suite du pontage des FcyR [101]. Dans ce modéle, un nombre
réduit de molécules Syk serait associé en permanence aux ITAMs chez les cellules au repos.
Suite 4 I’engagement des récepteurs et a leur agrégation, ces molécules associées serviraient 4
phosphoryler les ITAMs des récepteurs adjacents, causant un recrutement additionnel de Syk
[98].

Une fois liée a I'ITAM, la PTK Syk peut s’autophosphoryler et étre phosphorylée et
activée par les PTK de la famille Src pour ensuite phosphoryler d’autres protéines de la
cascade intracellulaire (voir figure C, étape 3). Les cascades de signalisation déclenchées par
Syk a la suite du pontage des FcyR activateurs méneront finalement 4 une augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire, a I’activation des PKC ainsi qu’a la transcription de

génes au noyau [79]. Le bon déroulement du processus phagocytaire requiert effectivement
I’activation des PKC [102-105]. Entre autres, lors de la phagocytose via les FcyR, la

surexpression d’un mutant dominant-négatif de I’isoenzyme o de la PKC inhibe sévérement

I’internalisation des particules opsonisées [106].
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La PTK Syk n’est pas impliquée dans la polymérisation de I’actine lors de la

phagocytose, puisque chez des souris Syk™ il est possible de détecter la présence de coupes
d’actine sous les particules liées aux FcyR [101]. De méme, I’inhibition de PI 3-kinase, une

kinase en aval de Syk, freine le processus phagocytaire, mais n’a pas d’effet sur la formation
de coupes d’actine [107, 108]. Ainsi, bien que la PTK Syk soit requise pour I’internalisation
de la particule, ce sont plutot les PTK de la famille Src (Hck, Fgr, Fyn) qui participent a la
polymérisation de I’actine [99]. La PTK Fgr, quant & elle, régule négativement la
réorganisation du cytosquelette en s’associant avec le récepteur SIRPa. En effet, suite a
I’activation de la cellule via les FcyR, cette PTK permet le recrutement de la phosphatase
SHP-1 a4 la membrane [109]. Cette phosphatase est impliquée dans I’inhibition de
nombreuses réponses cellulaires [110]. Le recrutement de SHP-1 est indépendant de la
fonction kinase de Fgr [109].

Aﬁn de réguler les cascades d’activation enclenchées par la PTK Syk, des signaux
inhibiteurs sont nécessaires. Ceux-ci sont induits par I’activation de SHIP, une inositol
phosphatase qui inhibe les cascades de signalisation enclenchées par la PI 3-kinase, entre
autres lors de la phagocytose via les FcyR. Suite  la reconnaissance de particules opsonisées,
les FcyR activateurs et inhibiteurs sont agrégés et la phosphatase SHIP s’associe a I'ITIM
phosphorylé du récepteur FcyRIIB. SHIP hydrolyse ensuite le P(3,4,5)IP; dont la formation
est catalysée par la PI 3-kinase, inhibant les cascades engendrées par cette kinase. Le
mécanisme exact de la régulation négative de la phagocytose via les FcyR par SHIP demeure

inconnu [111, 112].
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Chez les FcyR ne comprenant pas d’ITAM dans la chaine principale du récepteur, le
domaine cytoplasmique de la chaine o permet de moduler la phagocytose. La présence de ce
domaine augmente effectivement la capacité et la rapidité de phagocytose, ce qui est
probablement la conséquence d’une phosphorylation constitutive de celui-ci sur résidu sérine

[113, 114].

6.3 Extension des pseudopodes

L’extension initiale des pseudopodes est un événement indépendant de la
phosphorylation sur résidus tyrosine et de la polymérisation de I’actine. En effet, la présence
de la chaine o de FcyRI sans son domaine cytoplasmique et sans son association avec la
chaine 7y est suffisante pour initier cette extension. Suite & cette observation, il a été suggéré
que I’extension initiale de pseudopodes est induite par I’interaction séquentielle des récepteurs
a la surface du phagocyte avec les ligands  la surface de la particule opsonisée, ce qui cause
un soulévement de la membrane autour de la particule [29]. Ceci est en accord avec le
modéle du « zippering » proposé en 1975 [115]. Cette extension des pseudopodes ne peut par
contre mener 4 la phagocytose de la particule sans le support éventuel du cytosquelette, ni
sans le recrutement de membrane additionnelle au site d’ingestion [29].

Certes, lors de I’ingestion de particules, un renouvellement de la membrane doit se
produire, via un recrutement a partir de réserves intracellulaires. La source exacte de
membrane demeure pour I’instant inconnue. La PI 3-kinase, dont un ou plusieurs isoformes
sont requis lors de la phagocytose via les FcyR, joue un réle dans ce recrutement en

coordonnant I’insertion de membrane exocytique dans la membrane cytoplasmique. Cette
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insertion permettrait ainsi une extension maximale des pseudopodes autour de la particule
opsonisée [98, 107, 116]. Cette kinase, 4 la suite de son activation par des PTK, catalyse la
formation de phosphatidylinositol phosphates (PIP), en phosphorylant les phospholipides
inositols [116, 117]. L’activité des protéines possédant des domaines PH (domaines
d’homologie Pleckstrine) sera régulée par ces PIP. En effet, les domaines PH se lient aux PIP
et permettent aux protéines qui expriment ces domaines de transloquer & la membrane et de

s’y associer [118, 119].

6.4 Polymérisation de I’actine filamenteuse

L’accumulation de coupes d’actine polymérisée (F-actine) sous les particules
opsonisées liées aux FcyR est une étape précoce et obligatoire du processus phagocytaire
[120]. Ceci est en accord avec I’observation que la cytochalasine D inhibe la phagocytose en
bloquant la polymérisation de F-actine au site d’ingestion [121]. Les PTK et les petites
GTPases de la famille Rho jouent des réles majeurs dans I’initiation et la régulation de la
réorganisation du cytosquelette lors de la phagocytose.

En effet, plusieurs études démontrent 1’importance des petites GTPases de la famille
Rho (Rho/Rac/Cdcd42) lors de la polymérisation de I’actine. Ce sont des protéines qui se
déplacent entre le cytoplasme et la membrane, o elles régulent la formation de fibres de
stress (Rho), la formation de lamellipodes (Rac) et la formation de filopodes (Cdc42) [122].

11 a été démontré que la protéine RhoA est essentielle lors de la phagocytose via les Fc
YR et que Racl ainsi que Cdc42 sont requises pour la polymérisation optimale de I’actine via

ces récepteurs. Il est possible que RhoA agisse sur les événements précoces du processus
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phagocytaire, alors que les protéines Racl et Cdc42 seraient plutdt impliquées dans les
événements plus tardifs du réarrangement du cytosquelette [92, 123, 124]. Bien que la
phagocytose via les FcyR nécessite la présence de Rho, Rac et Cdc42, ce n’est pas le cas pour
la phagocytose via le récepteur du complément CR3. Effectivement, I’internalisation via ce
récepteur implique seulement la protéine Rho [125]. Rac et Cdc42 activent les voies de
signalisation des MAPK JNK et p38 [126, 127]. De plus, Rac régule le niveau d’activation de
la NADPH oxidase, une enzyme impliquée dans la production d’anions superoxides [128,
129]. Le recrutement et ’activation différentiels des GTPases de la famille Rho par FcyR et
CR3 pourraient ainsi expliquer pourquoi la phagocytose via les FcyR induit une réponse
inflammatoire alors que la phagocytose via les CR3 est silencieuse [125].

Rho régule I’activité de la PIP 5-kinase ainsi que les niveaux de PI(4,5)P; dans la
cellule. Le PIP; participe 4 la régulation de 1’activité de plusieurs protéines se liant & 1’actine
telles la profiline, I’a-actinine et la gelsoline. Par conséquent, la régulation des niveaux de
PIP, par Rho implique cette protéine dans la régulation du cytosquelette [130].

La protéine Racl est activée par PI 3-kinase [131]. Le mécanisme d’action de Racl
repose sur I’activation de LIM-kinase 1, une sérine kinase qui agit sur la cofiline [132, 133].
La cofiline est une protéine qui participe & la dépolymérisation des filaments d’actine [134].
Une activation de LIM-kinase 1 méne & une phosphorylation et une inhibition de la cofiline,
ce qui augmente la stabilité du cytosquelette [132, 133]. Rac participe aussi au décoiffement
des filaments d’actine, permettant 1’élongation subséquente de ceux-ci. En effet, Racl
empéche la gelsoline (la protéine coiffante) de se lier aux filaments d’actine [135, 136].

Rac interagit également avec ARF6. La GTPase ARF6 est requise lors de la

phagocytose via les FeyR et participe au réarrangement du cytosquelette selon un mécanisme
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dépendant de PIP,. Lorsque I’activité de cette protéine est inhibée, les capacités phagocytaires
de la cellule sont diminuées et ’accumulation d’actine au point d’ingestion est atténuée. Le
mécanisme exact par lequel ARF6 régule la phagocytose n’est pas connu pour le moment. Il a
été toutefois proposé qu’ARF6 sert d’intermédiaire entre le trafic de membrane et le
réarrangement du cytosquelette [95].

La protéine Cdc42 joue un réle moins important que la protéine Racl dans la
phagocytose. Ceci est potentiellement df au fait que Cdc42, au lieu d’initier le décoiffement
des filaments d’actine ou leur nucléation, modulerait plut6t ’architecture des pseudopodes
[123]. La GTPase Cdc42 est localisée majoritairement dans I’appareil de Golgi et participe a
la formation de queues d’actine servant a propulser les vésicules du Golgi vers la membrane
[137, 138]. Ceci est possible grice a linteraction de Cdc42 avec N-WASP (« Wiskott-
Aldrich Syndrome Protein »), une protéine activée par PIP, qui se lie au complexe Arp2/3 et

stimule son habileté a initier la polymérisation de filaments d’actine [122].

6.5 Internalisation de la particule

L’internalisation de la particule implique la fermeture des pseudopodes enrichis en F-
actine derriére la particule opsonisée. La particule se retrouve ainsi complétement englobée
par la cellule et est contenue dans une vacuole appelée phagosome.

La protéine myosine IC participe & ce processus de fermeture en exergant une
contraction de la membrane A I’extrémité qui se referme autour de la particule. Cette
contraction est semblable a la fermeture des cordons d’une bourse [139]. La protéine

amphiphysine II intervient aussi dans la formation du phagosome. Elle est recrutée a la
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membrane grice & I’activité de la PI 3-kinase et y recrute & son tour la protéine dynamine II
[140-142]. La GTPase dynamine II est impliquée dans le processus endocytaire car elle
participe a la séparation des endosomes recouverts de clathrine de la membrane cytoplasmique
lors de leur formation [143-146]. La mutation du domaine permettant & I’amphiphysine II de
se lier 4 la dynamine II inhibe la phagocytose & 1’étape de I’extension des pseudopodes autour
de la particule [141, 142].

La PTK Syk est requise pour la fermeture du phagosome [99]. Les protéines Cdc42 ou
Racl pourraient aussi étre impliquées dans cette étape, car elles participent au recrutement de
PTP au site d’ingestion. Ce recrutement favoriserait 1’internalisation de la particule
opsonisée, puisqu’il a été démontré qu’une accumulation de protéines phosphorylées sur
résidus tyrosine sous les particules liées aux FcyR inhibe I’ingestion de ces particules [124].

A la suite de l’internalisation de la particule, ’actine est dépolymérisée et le

phagosome devient accessible aux endosomes pour sa maturation [30].

6.6 Maturation du phagosome

La maturation du phagosome est nécessaire pour la digestion adéquate de la particule
ingérée. Cette maturation s’effectue par une série de fusions et fissions partielles et
transitoires avec des endosomes précoces, puis tardifs et finalement avec des lysosomes [147].

Lors de ces multiples fusions, la membrane du phagosome acquiert et perd plusieurs
marqueurs, tels les membres de la famille Rab et les protéines de la famille Lamp [147]. La
famille Rab est constituée de petites GTPases qui régulent le transport intracellulaire des

vésicules. Deux protéines de cette famille sont cruciales pour la maturation du phagosome.
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La protéine Rab5, présente dans la membrane des endosomes précoces, permet les fusions
entre ces endosomes ainsi que le recyclage de leurs récepteurs [122]. La protéine Rab7 est
quant A elle associée aux endosomes tardifs et lysosomes [148] et est impliquée dans le
contrdle du trafic vésiculaire entre ces compartiments [149]. L’acquisition et la perte de ces
différentes protéines conférent aux phagosomes dits précoces la capacité de fusionner
préférentiellement avec les endosomes précoces et aux phagosomes tardifs la capacité de
fusionner sélectivement avec les endosomes plus tardifs [150]. Ces événements de fusion sont
aussi régulés par la phosphorylation et la déphosphorylation de certaines protéines du
phagosome [151].

Lors de ces nombreux événements de fusion impliqués dans la maturation du
phagosome en phagolysosome, un échange de contenu cytoplasmique se produit entre les
organelles, via la formation d’un pore transitoire [150]. Ce pore permettra I’acquisition
séquentielle de diverses hydrolases et autres enzymes nécessaires & la formation de pompes &
protons. L’acidification du phagolysosome qui s’ensuit méne a I’activation des hydrolases qui

participent & la dégradation de la particule ingérée [30].
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ABSTRACT

In myeloid cells, function of DAP12 and its associated receptors (MDL-1, SIRPB-1, TREM-1,
TREM-2 and TREM-3) remains speculative. Here, we have investigated the role of DAP12 in
phagocytosis by generating stable transfectants of the macrophage cell line RAW 264.7
expressing a wild-type (Flag-DAP12) or a version of DAP12 containing a mutation in its
ITAM (Flag-DAP12-Y76F). Our data indicate that phagocytosis of IgG2a-opsonized sheep
red blood cells (IgG2a-SRBC) by Flag-DAP12-Y76F clones was significantly increased when
compared with Flag-DAP12 cells. This was both the consequence of increased binding and
internalization rates. Polymerization of F-actin surrounding IgG2a-SRBC occurred faster in
Flag-DAP12-Y76F clones than in Flag-DAP12 clones. Since phagocytosis of IgG2b-SRBC,
IgG3-SRBC, as well as latex beads was not affected by the expression of Flag-DAP12-Y76F,
our results suggest that DAP12 may be selectively involved in the negative regulation of

FcyRI-mediated phagocytosis, possibly in part by down-modulating F-actin cup formation.
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ABBREVIATIONS USED

FcyR, Fe receptor for IgG; FITC, fluorescein isothiocyanate; GST, glutathione S-transferase;
HRP, horseradish peroxidase; IgG, immunoglobulin G; ITAM, immunoreceptor tyrosine-
based activation motif; LPS, lipopolysaccharide; MDL-1, myeloid DAP12-associating lectin-
1; NK, natural killer; SH2, src homology 2; SIRPp-1, signal regulatory protein -1; SRBC,
sheep red blood cells; TNF-a, tumor necrosis factor-a,; TREM, triggering receptor expressed

on myeloid cells.



INTRODUCTION

DAP12 is a small homodimer homologous to the FcRy and TCR chains. It associates with a
variety of receptors which possess a cytoplasmic domain devoid of docking motifs for
signaling mediators and a transmembrane domain containing a positively charged amino-acid
permitting non-covalent association with the negatively charged transmembrane domain of
DAPI12 [1]. Crosslinking of DAP12-receptor complexes leads to tyrosine phosphorylation of
the ITAM contained in its cytoplasmic portion by Src family kinases and the subsequent

recruitment and activation of Syk family tyrosine kinases [1-10].

In NK cells, DAP12 plays a crucial role in cell-mediated cytotoxicity by associating with
several activating receptors (Ly49, KIR, CD94/NKG2C, NKp44), most of which recognize
MHC class I molecules on the surface of target cells [1, 3, 4, 6, 7, 11-17]. In myeloid cells,
identified DAP12-associated receptors include Myeloid DAP12-associating Lectin-1 (MDL-1)
[18], Signal Regulatory Protein -1 (SIRPB-1) [8, 19] and Triggering Receptor Expressed on
Myeloid cells -1, -2 and -3 (TREM-1, TREM-2 and TREM-3) [10, 20-22]. So far,
participation of DAP12 in pro-inflammatory cell activation, cell differentiation, cellular
maturation, antigen-presentation and cytokine secretion in myeloid cells and cytotoxicity
against tumors in NK cells has been demonstrated [8, 10, 18, 20-28]. These DAP12-
associated functions explain, at least in part, the impaired innate immune responses observed

in DAP12-deficient mice [24, 25].

Physiological roles for DAP12-associating receptors expressed in macrophages have yet to be
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determined. In peritoneal DAP12" macrophages, LPS-induced NO and TNF-a. production
were normal. Moreover, DAP12 was not required for phagocytosis of latex beads [24].
However, the involvement of DAP12 in phagocytosis mediated through Fcy receptors has not
been studied. This process involves a complex series of events, initiated by receptor
clustering, which causes an extension of pseudopods and the activation of multiple
intracellular signaling cascades, polymerization of F-actin at the site of ingestion and
internalization of the particle via an actin-based mechanism [29-31]. Using clones of the
mouse macrophage cell line RAW 264.7 expressing a dominant-negative mutant of DAP12,
we investigated the role of this molecule in FecyR-mediated phagocytosis. Our results suggest
that DAP12 may be implicated in the negative regulation of FcyRI-mediated phagocytosis,

possibly by controlling F-actin cup formation.
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MATERIALS AND METHODS

Constructs. Wild-type DAP12 ¢cDNA was obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD). A dominant-negative version of the gene (Y76F) was
generated by site directed mutagenesis (primer sequence 5°-
GTCACTGTATACTTCTGGTCTCTGACCCTGAAGCTCCTGAAAAGGCGACTC  -3°).
Sequence of the mutant was confirmed by DNA sequencing. The Flag epitope (along with the
immunoglobulin signal sequence) was added to both the wild-type DAP12 (Flag-DAP12) and
the mutated version (Flag-DAP12-Y76F) by insertion into the pS497 vector (kindly provided
by M. Thome, Institut de Biochimie, Epalinges, Switzerland). Both constructs were then

cloned into the BSREN bi-cistronic vector (kindly provided by A. Shaw, St Louis, MO).

Cell culture and stable transfections. A sub-clone of the murine macrophage cell line RAW
264.7 (ATCC) was cultured in a 37°C incubator with 5% CO, in complete medium
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with glutamine (Life Technologies Inc., ON,
Canada), supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (Hyclone, Logan,
UT), 10 mM Hepes pH 7.3, and antibiotics). Transfections and selection of stable
transfectants were performed as described [32, 33], in complete medium containing 500
ng/ml G418 (Life Technologies Inc.). Individual clones were examined for Flag-DAP12

levels both by Western blot and flow cytometry analysis.

Antibodies. A polyclonal antibody specific for the cytoplasmic portion of DAP12 was

generated in our laboratory by immunizing rabbits with a GST-DAPI2 fusion protein
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containing the entire cytoplasmic domain of DAP12. The monoclonal anti-Flag M2 antibody
was purchased from Sigma-Aldrich Inc. (Saint Louis, MO). The rabbit anti-Syk antibody was
a kind gift from A. Veillette (Institut de Recherche Clinique de Montréal, Montréal, Canada)
and the anti-phosphotyrosine antibody (4G10) was purchased from Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY). Hybridomas producing anti-SRBC antibodies TIB109 (IgG2b), TIB111
(IgG2a) and TIB114 (IgG3) and hybridoma HB-197 producing the rat anti-FcyRII/FcyRIII

antibody (2.4G2) were all purchased from ATCC.

Immunoprecipitations and Western blot analysis. Adherent macrophages (8x10°) were grown
overnight in 100 mm plastic tissue culture dishes. When indicated, cells were either
stimulated or cell surface biotinylated prior to lysis. Cells were subsequently washed on ice
with cold phosphate-buffered saline (PBS), then with cold PBS containing 1 mM Na3VO; and
homogenized in 500ul lysis buffer [10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1% Nonidet P-40 containing
protease (Protease Inhibitor Cocktail, Boehringer Mannheim) and phosphatase (50 mM NaF,
10 mM NasP,0;, 1 mM NaVO,;, 1.5 mM EGTA) inhibitors]. Proteins were
immunoprecipitated from total cell lysates using 2 pg of the appropriate antibody coated onto
immobilized recombinant Protein A beads (Intermedico, ON, Canada). When required,
samples were reduced by adding 0,1M D.T.T. (dithiothreitol) (Fischer Scientific, Nepean,
ON) to sample buffer. Samples were transferred, using a semidry blotting apparatus, onto
Hybond-ECL. membranes (Amersham Life Science Inc., ON, Canada) and immunoblotted
with anti-phosphotyrosine, anti-DAP12 or anti-Syk antibodies diluted in TBS containing 0.1%
Tween-20 and 5% BSA (ICN Biomedicals Inc.). Membranes were probed with Horseradish

peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse antiserum (Jackson ImmunoResearch Laboratories

48



Inc.,West Grove, PA), HRP-conjugated anti-rabbit antiserum or HRP-conjugated-streptavidin
(both from Amersham Life Science, ON, Canada). Protein detection was achieved by

chemiluminescence (ECL, Amersham Life Science).

Flow cytometry. Macrophages were harvested, centrifuged and incubated with the primary
antibody in 150 pl PBS-1% FCS-0.5% azide for 1 h at 4°C. Cells were washed twice in PBS-
FCS-azide to remove excess antibodies, and the FITC-conjugated F(ab’), secondary antibody
(ICN-Cappel, Aurora, OH) was added (in 150 pl PBS-FCS-azide) for 30 min at 4°C. Cells
were again washed twice , resuspended in 500 pl PBS-FCS-azide and analyzed by flow

cytometry (Coulter XL, Coulter Electronics, Hialeah FL).

Biotinylation of surface proteins. Adherent macrophages (8x10° cells grown overnight in 100
mm plastic tissue culture dishes) were washed twice with PBS. The biotinylation solution
containing 0.2 mg/ml EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL) diluted in PBS
pH 8, 3 M NaCl was added for 30 min at room temperature. Cells were washed quickly, then
placed for 5 min on ice in PBS pH 8, 3 M NaCl containing 20 mM glycine to block the
biotinylation reaction. Cells were washed twice in PBS, twice in PBS containing 1 mM

Na3VO, and homogenized as described above.

RNA extraction, RT-PCR and PCR analyses. RNA was prepared from adherent quiescent
RAW 264.7 macrophages (8x10® adherent cells grown overnight in 100 mm plastic tissue
culture dishes) as previously described [34]. ¢cDNA was generated by RT-PCR with 5 pg of

total RNA, 400 U of Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV Reverse
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Transcriptase) (Life Technologies Inc.) and oligo(dT) primers. PCR amplification was
achieved on the cDNA equivalent of 500 ng of RNA, using 200 uM of each dNTP, 200 nM of
each of the stated primers and 2.5 U Tag polymerase. Amplification of MDL-1 was done
with sense primer AD-126 (5’-CGAAAGTACCATGCCTACAAGGAG-3’) and antisense
primer AD-127 (5’-CGATAGCTGACTTCACATGATGCAG-3"). TREM-2 was amplified
using sense primer AD-130 (5’-ACTTATGACGCCTTGAAGCACTG-3’) and antisense
primer AD-131 (5-~AAGTTGGTGCCCAGCATCTTGG-3’). Positive RT-PCR control was
done by amplifying p-actin (sense primer 5’-GAGGGAAATCGTGCGTGACATCAA-3’ and
antisense primer 5’-GGAACCGCTCGTTGCCAATAGTGA-3’). Program used : 5 min at

95°C, 39 x (1 min at 95°C, 1 min at 57°C, 1 min at 72°C), 7 min at 72°C.

Crosslinking experiments and quantification of TNF-c. 96-well plates were coated overnight
at 4°C with 100 pg/ml goat anti-mouse F(ab’), fragment specific for the Fc portion of Ig
(ICN-Cappel, Aurora, OH) in PBS. Excess antibody was removed by two washes in cold
PBS, two washes in complete DMEM, two washes in PBS. Next, anti-Flag M2 antibody (10
pg/ml) in PBS was added for two hours at room temperature. Excess antibody was removed,
macrophages were seeded in triplicate in the coated wells (10°/well) and incubated overnight
at 37°C. The amount of TNF-o. in supernatant was determined by enzyme-linked
immunosorbent assay, using a monoclonal hamster anti-mouse TNF-o antibody and a

monoclonal biotin-labeled rat anti-mouse TNF-a antibody (R&D Systems Inc., Minneapolis,

MN) [33].

Opsonization of SRBC. SRBC (ICN-Cappel) were opsonized by incubation with monoclonal
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anti-SRBC antibodies (TIB109, TIB111 or TIB114) at a concentration of 10 pg/ml, in DMEM
without FCS, for 1 hour at 4°C. IgG-SRBC were washed and resuspended in complete

DMEM.

Binding and phagocytosis of IgG-SRBC and latex beads. Analysis of IgG-SRBC binding and
phagocytosis was performed as detailed [35] with some modifications. Adherent cells
(8x10°) were grown overnight on glass coverslips placed at the bottom of 6-well plates.
When indicated, cells were stimulated for 18 h with 10 ng/ml LPS (Escherichia coli strain
0127:B8, Sigma, St. Louis, MO). For attachment experiments, cold IgG-SRBC (at a ratio of
SRBC-to-macrophage of 20:1) were added to the cells by short (1 min) slow speed
centrifugation of the plates and incubated at 4°C. Cells were vigorously washed four times in
cold DMEM without FCS, coverslips were removed, fixed immediately in 100% methanol
and stained with LeukoStat™ (Fischer Scientific, Nepean, ON). For ‘phagocytosis
experiments, two approaches were taken. In some cases, IgG-SRBC (at a ratio of SRBC-to-
macrophage of 20:1) or 3 pm latex beads (Polysciences Inc., Warrington, PA) (at a ratio of
bead to macrophage of 10:1) were added (without centrifugation) to cell cultures at 37°C for
one hour. Alternatively, cold IgG-SRBC were first bound to cell surface by short, slow speed
centrifugation and incubated at 4°C for 30 min, after which time unbound IgG-SRBC were
washed away. Cells were then transferred at 37°C in complete DMEM for the indicated time
points in order to permit ingestion of bound particles. At the end of the incubation periods,
cell cultures were washed in DMEM without FCS, incubated in 0.17 M NH4Cl for 7 min at
room temperature to lyse non-internalized IgG-SRBC and coverslips were removed, fixed and

stained with LeukoStat™. After phagocytosis of latex beads, cell cultures were vigorously
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washed four times with DMEM without FCS and coverslips removed, fixed and stained.

Bound or ingested particles were enumerated by light microscopy.

Confocal fluorescence microscopy. Adherent cells (8x10%) cells were grown overnight on
glass coverslips placed at the bottom of 6-well plates. Binding of IgG2a-SRBC was carried
out as described above. Cell cultures were washed twice in PBS and coverslips were removed
and fixed in 3.7% paraformaldehyde in PBS for 15 min at room temperature. Cells were
incubated in the permeabilization solution (PBS containing 1 mM Mg™, 0.1 mM Ca**, 0.2%
gelatin (all from Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO), 1% BSA (ICN Biomedicals Inc.,
Aurora OH) and 0.01% Triton X-100) supplemented with 20% normal goat serum (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) for 30 min at room temperature, then stained with Alexa
Fluor® 488-phalloidin (Molecular Probes, Eugene, OR) and Texas Red-coupled anti-mouse
antibody (Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA), both diluted in
permeabilization solution without goat serum, for 1 h at room temperature. Coverslips were
washed once rapidly, then three times for 5 min in PBS-Mg™-Ca"™-BSA and mounted in
ProLong™ Antifade medium (Molecular Probes). Cells were examined with a Bio-Rad
Radiance 2000 laser scanning confocal system mounted on a Nikon Eclipse E800 microscope,
using a 100X Plan APO 1.4 NA objective. Images were analyzed using both the LaserSharp

software (Bio-Rad) and Photoshop (Adobe).

52



RESULTS

Generation of stable wild-type and mutated Flag-DAPI12-expressing RAW 264.7
macrophages. To study the role of DAP12 in macrophages, we generated stable transfectants
of RAW 264.7 macrophages expressing either a wild-type or mutated version of epitope-
tagged DAP12 (Flag-DAP12 or Flag-DAP12-Y76F). The mutated version contains a
nonfunctional ITAM. Total cell lysates from G418-resistant clones were analyzed for the
presence of wild-type or mutated Flag-DAP12 proteins by Western blotting with anti-DAP12
Abs (data not shown). Three Flag-DAP12 clones and three Flag-DAP12-Y76F clones
expressing high levels of Flag-DAP12 protein were selected and further characterized.
Immunoprecipitation of the epitope-tagged proteins showed that these selected clones
expressed comparable levels of Flag-DAP12 or Flag-DAP12-Y76F proteins (Fig. 1A). These

results were confirmed by labeling cell surface proteins with anti-Flag mAbs (Fig. 1B).

Effect of Y76F on DAPI2 signaling. It was previously reported that crosslinking of either
DAP12 or DAP12-associated receptors leads to TNF-a secretion [10, 26, 36-38]. This is
mediated by the recruitment of Syk kinase upon phosphorylation of both tyrosine residues
present within the DAP12 ITAM motif. Integrity of the ITAM is generally thought to be
mandatory for the signaling function of ITAM-bearing molecules [39, 40]. Mutation of the
second tyrosine residue of the ITAM for a phenylalanine in the Flag-DAP12-Y76F construct
should be sufficient to abolish complex formation between DAP12 and Syk kinase, therefore
preventing further signaling [2, 8, 28, 39]. The signaling ability of Flag-DAP12 and Flag-

DAP12-Y76F proteins was thus verified by crosslinking DAP12 with anti-Flag mAbs. Cell
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supernatants were tested for the presence of secreted TNF-a (Fig. 2). As expected,
crosslinking of Flag-DAP12 but not Flag-DAP12-Y76F led to significant levels of TNF-a

secretion.

DAPI12-associated proteins expressed in RAW 264.7 macrophages. To identify DAP12-
associated receptors in RAW 264.7 macrophages, DAP12 complexes were
immunoprecipitated with anti-Flag Abs following biotinylation of cell-surface proteins (Fig.
3A). In reduced samples, four specifically associated proteins (of high MW, 117, 20, and 16
kDa) were observed. TREM-3 has been reported to be expressed in RAW 264.7
macrophages, whereas TREM-1 is not [22]. RT-PCR analysis of RNA extracts prepared from
quiescent RAW 264.7 macrophages reveals that MDL-1 and TREM-2 (most probably TREM-
2b [20]) are expressed in this cell line (Fig. 3B). Therefor.e, the four DAP12-associated
proteins observed might correspond to MDL-1, TREM-2, TREM-3 or yet unidentified
proteins. Specific immunoprecipitation of these molecules will have to be performed in order

to determine their identity.

Role of DAP12 in phagocytosis via Fcyreceptors. Phagocytosis of latex beads is not affected
by loss of DAP12-mediated signaling [24]. However, the role of DAP12 in FcyR-mediated
phagocytosis has not been studied in DAP12-deficient mice. To determine if DAP12
participates in this phagocytic process, we compared the ability of Flag-DAP12-Y76F clones,
Flag-DAP12 clones and control cells to ingest IgG-opsonized particles.

Results obtained revealed that overexpression of Flag-DAP12-Y76F significantly

increased phagocytosis of IgG2a-opsonized SRBC (Fig. 4A) but not IgG2b-SRBC (Fig. 4B)
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or IgG3-SRBC (Fig. 4C). To improve internalization of IgG2b-SRBC and IgG3-SRBC, we
stimulated macrophages overnight with LPS prior to phagocytosis in order to upregulate
surface expression of the appropriate FcyR. Although the total number of IgG2a-SRBC
internalized by LPS-stimulated macrophages increased, the relative difference between
control cells, Flag-DAP12 clones and Flag-DAP12-Y76F clones remained the same as with
unstimulated cells (data not shown). Moreover, we have observed that ingestion of latex
beads was similar for all clones studied, which confirms that DAP12 is not involved in
phagocytosis of latex beads [24], a process which does not occur through Fcy receptors (data

not shown).

Role of DAP12 in the ingestion of IgG2a-opsonized SRBC. In order to better understand the
role played by DAP12 in the phagocytosis of IgG2a-opsonized SRBC, we first dissected this
process into two distinct steps: the initial attachment and the subsequent internalization of the
particles.

Cells expressing Flag-DAP12-Y76F bound IgG2a-opsonized SRBC at a significantly
higher rate than cells expressing Flag-DAP12 (Fig. 5 A). After 5 min of attachment, almost
all binding sites on the surface of Flag-DAP12-Y76F clones had been saturated, whereas it
took wild type cells 30 min to reach the same level of saturation. This increased recognition
of IgG2a-SRBC by Flag-DAP12-Y76F-expressing clones was not the consequence of an
increased recognition by these cells of the SRBC themselves, since this increase in binding
was not observed when the same experiment was performed with unopsonized SRBC (data
not shown).

After 30 min of attachment at 4°C, there was no significant difference in the binding
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of IgG2a-SRBC between clones. We therefore used this time point to study the
internalization of the bound particles. After 30 min of binding and appropriate washing of
excess IgG2a-SRBC, the cells were transferred to 37°C for either 10, 30 or 60 min.
Uningested SRBC were then lysed and internalized IgG2a-SRBC were enumerated (Fig. 5B).
Not only did Flag-DAP12-Y76F-expressing clones bind IgG2a-SRBC more efficiently, but
they also internalized these particles at a significantly higher rate than both untransfected and

Flag-DAP12-expressing cells.

Cell surface expression of FcyR. To ascertain that increased binding and ingestion of IgG2a-
SRBC by Flag-DAP12-Y76F-expressing clones was not the consequence of an increased cell
surface expression of FcyR, we analyzed the Flag-DAP12, Flag-DAP12-Y76F and wild-type
cells by flow cytometry (Fig. 6). We observed no significant differences in surface expression
of FcyRlI, FcyRII or FcyRIII, indicating that overexpression of Flag-DAP12 and Flag-DAP12-

Y76F did not affect FcyR surface expression.

Analysis of F-actin assembly following IgG2a-SRBC binding. Attachment of particles by Fey
receptors leads to actin-independent, kinase-independent pseudopod extension [29] followed
by F-actin polymerization which is essential for further internalization [41]. In order to
further elucidate the mechanism by which Flag-DAP12-Y76F affects FcyRI-mediated
phagocytosis, we first examined the rate of formation of F-actin cups under bound IgG2a-
SRBC. After either 5 min of binding (at which time we had observed the greatest difference
in binding between Flag-DAP12-Y76F clones and control cells) or 30 min of binding (at

which time all cells studied had bound roughly the same amount of IgG2a-SRBC), excess
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IgG2a-SRBC were washed away and cells were fixed, stained and observed under a confocal
microscope (Fig. 7). F-actin cup formation under IgG2a-SRBC occurred at a significantly
higher rate in cells expressing Flag-DAP12-Y76F than in control cells. Indeed, no F-actin
cups were detected in wild-type cells incubated for 5 min with IgG2a-SRBC. After 30 min of
binding however, F-actin cups under the attached particles were present to a similar extent in
both Flag-DAP12-Y76F clones and wild-type cells. This suggests that DAP12 might be

implicated in the regulation of F-actin cup formation following FcyRI engagement.

Syk activation during IgG2a-SRBC phagocytosis. Syk kinase is involved in actin assembly
mediated via FcyR ITAMs [42]. We therefore examined the level of activation of Syk in
wild-type, Flag-DAP12 and Flag-DAP12-Y76F cells following 5, 10, 30 and 60 min of
IgG2a-SRBC phagocytosis at 37°C (Fig. 8). No significant differences in the kinetics or

levels of Syk kinase phosphorylation were observed.

Conformational change of DAPI12 during FcyRI-mediated phagocytosis. To document the
involvement of DAP12 in FcyRI-mediated phagocytosis, immunoprecipitation of DAP12 was
performed on wild type cells following phagocytosis of IgG2a-SRBC (Fig. 9). Under
reducing conditions, SDS-stable DAP12 dimers appeared after 10 min of phagocytosis and
further increased in presence after 30 min of ingestion. These SDS-stable dimers were not
observed when cells were stimulated with unopsonized SRBC, suggesting that DAP12 is

implicated in FcyRI-mediated phagocytosis.

57



DISCUSSION

Recent studies have linked DAP12 to numerous functions performed by myeloid cells
during the inflammatory process. In this study, we have examined the role of DAP12 in
phagocytosis. To this end, we used clones of the mouse macrophage cell line RAW 264.7
expressing a dominant-negative mutant of DAP12 (Flag-DAP12-Y76F). The major finding of
our study is that phagocytosis of IgG2a-opsonized SRBC is upregulated in cells expressing
Flag-DAP12-Y76F. Upregulation of phagocytosis is specific to ingestion via the high-affinity
FcyRI receptor [43, 44], since phagocytosis of either IgG2b-SRBC, IgG3-SRBC or latex beads
was not affected by Flag-DAP12-Y76F. These results are in agreement with the observation
of Bakker et al. [24] that loss of DAP12 did not affect phagocytosis of uncoated latex beads
by DAP12" macrophages, a process independent of Fcy receptors.

One of the earliest events following FcyRI ligand binding is receptor clustering and
phosphorylation of the ITAM. Signaling cascades initiated by this event lead to a
reorganization of the actin cytoskeleton and the ingestion of the particle (reviewed in [30,
31]). Both the initial binding and the subsequent ingestion of the IgG2a-opsonized particles
were affected by expression of Flag-DAP12-Y76F. The observed effect is likely partly the
consequence of a downregulation by DAP12 of actin cup assembly. Because of the important
structural similarities between DAP12 and the y chain of Fcy receptors, a competition between
both molecules for the association with FcyR may explain the effect of Flag-DAP12-Y76F on
FcyR-mediated phagocytosis. Association of DAP12 with FcyR has not been demonstrated.
However, this competition is most unlikely since an inhibition of signaling through Flag-

DAP12-Y76F in that model should lead to inhibition of phagocytosis via FcyRI whereas the
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opposite effect is observed in our Flag-DAP12-Y76F transfectants.

Therefore, our results suggest a possible inhibitory role associated with ITAM-bearing
DAP12. Here, we propose a mechanism by which differential phosphorylation of both
tyrosine residues of the DAP12 ITAM sequence can result in opposite functional effect. This
model is based on previous observations suggesting that ITAMs may, in certain conditions,
initiate an inhibitory signal (reviewed in [40]). For example, depending on specific pattern of
¢ chain phosphorylation, monophosphorylated ITAMs can inhibit TCR signaling [45]. It is
conceivable that in macrophages, an inhibitory molecule could be associated with the
unphosphorylated tyrosine residue Y65 of the ITAM of DAP12. In support of this idea, it has
been reported that a phosphorylated protein of 50 to 60 kDa repeatedly coprecipitated with
mutated (Y76F) DAP12 and not with wild type DAP12 [2]. If there is a low level of
constitutive phosphorylation of this first tyrosine residue, an SH2-mediated interaction at this
site might occur. It should be noted that the sequence surrounding Y65 (SPYQEL) closely
corresponds to an ITIM consensus sequence. It is therefore possible that this inhibitory protein
could be an ITIM-binding protein such as the inhibitory phosphatases SHP-1 or SHIP. Upon
FcR aggregation, Src-family PTK become activated and phosphorylate tyrosine residues
present in the ITAM. This leads to the binding of tandem SH2 domains of Syk to the newly
phosphorylated ITAM (reviewed in [30, 31]). This high affinity binding of Syk would be
sufficient to displace the inhibitor, which would then be available to inhibit surrounding
effector molecules involved in FcyRI-mediated phagocytosis, resulting in feedback inhibition
of phagocytosis. Because our Flag-DAP12-Y76F transfectants lack the second tyrosine of the
DAPI12 ITAM, displacement of this inhibitor from DAP12 is prevented, feedback inhibition

of phagocytosis does not occur and attachment and internalization of IgG2a-SRBC is more
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rapid. Candidates involved in DAP12-mediated inhibition include the tyrosine kinase Fgr, a
negative regulator of FcyR-induced phagocytosis in macrophages [46] and P2-integrin
receptor signaling in monocytes [47]. Fgr-mediated inhibition occurs through its binding to
SIRPa which potentiates the association of SIRPa. with SHP-1 and/or with Syk Y342 via its
SH2 domain. The Syk/Fgr association has been proposed to prevent binding of downstream
effectors, such as Vav, involved in actin remodeling and cytoskeletal rearrangement [46, 47].
Fgr/Syk association might therefore account for the DAP12-mediated inhibition of actin cup
formation. However, since Syk phosphorylation during FcyR-mediated phagocytosis was
similar in the Flag-DAP12 and Flag-DAP12-Y76F transfectants, Fgr-mediated inhibition of
Syk kinase activity is unlikely to be responsible for the increased phagocytosis observed in our
experimental model.

The model we propose implies that the DAP12/receptor complex involved in the
regulation of the phagocytic process is brought into proximity of FcyRI during phagocytosis.
The selective effect of DAP12 on FcyRI-mediated phagocytosis therefore implies a specific
relation of DAP12 with FeyRI and not with FeyRII or FeyRIIL. However, we were not able to
detect an association between DAPI2 and FcyRlI by immunoprecipitation nor by
immunofluorescence. This event might be transient and therefore difficult to detect.
However, the conformational change of DAP12 during FcyRI-mediated phagocytosis, which
is visualized by the formation of SDS-stable DAP12 dimers in the absence of the interchain
disulfide bond, demonstrates the implication of DAP12 in this event. The presence of a
glycophoryin A dimerization-like motif (GIxxGDxxL) in the transmembrane domain of
DAP12 [48, 49] is most probably responsible for the observed effect.

Another possible explanation for the DAP12-mediated negative regulation of FcyRlI-
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induced phagocytosis is the sequestration by DAP12 of activating effector molecules present
in limiting amount. For example, the inhibitory effect mediated by DAP12 on IgG2a-SRBC
ingestion might simply be the result of a competition between DAP12 and FcyRI receptor
complexes for the association with Syk kinase. It may be possible that if the number of
ITAM/Syk complexes are limited, expression of a DAP12 protein which cannot recruit Syk
may rise the pool of free Syk available for FcyRI ITAM-binding, resulting in greater total
FcyRI phagocytic capabilities. Alternatively, interaction of endogenous DAP12 with specific
Src family kinases during FcyR-mediated phagocytosis could result in significant delays in
actin cup formation, suggesting the possibility that DAP12 may exert an effect on FcyRI-
mediated phagocytosis independent from Syk kinase phosphorylation.

Key players in actin polymerization during FcyR-mediated phagocytosis include small
GTP-binding proteins of the Rho family (Rho/Rac/Cdc42) (reviewed in [50]). RhoA is
essential for FcyR-mediated phagocﬁosis and both Racl and Cdc42 are required for optimal
actin assembly during this process [51-53]. DAP12 could have an impact on the regulation of
specific regulators for Rho family proteins. Better knowledge of the numerous G-protein
regulation pathways will help shed some light on this possibility.

It is obvious that modulation of actin assembly is not the only effect mediated by
DAP12 during FcyRI-mediated phagocytosis, since inhibition of actin polymerization by
cytochalasin D prevents phagocytosis but not particle binding [29, 54]. Potential areas of
action of DAP12 that will need to be investigated include ligand affinity and/or stabilization
and participation in receptor clustering during phagocytosis. Indeed, it has been shown that
affinity of FcyRI for its ligand is fivefold greater if the FcyRI a-chain is cotransfected with its

y chain [55]. Because intracytoplasmic events appear to confer different structures and
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affinities to extracellular ligand-binding domains, it may be that DAP12 can influence binding
of IgG2a-opsonized particles by unknown intracellular mechanisms. Furthermore, DAP12
may act upon effectors downstream of Syk kinase such as PI3-kinase, which is required for
maximal pseudopod extension during FcyR-mediated phagocytosis [56, 57]. Even if the
effect of DAP12 on pseudopod extension, an actin-independent process [29, 57] is most
probably not responsible for the observed cytoskeletal rearrangement in our transfectants, it
will nevertheless have to be studied in order to understand the full implication of DAP12 in
FeyRI-mediated phagocytosis.

Since DAP12 associates with many different receptors and since many of these
receptors, along with other yet unidentified surface proteins, are expressed simultaneously in
myeloid cells, it is impossible at this time to speculate on which DAP12-associated receptor(s)
could be responsible for the observed effect on FeyRI-mediated phagocytosis. Furthermore,
although they have yet to be identified, presence of inhibitory counterparts to the DAP12-
associated receptors expressed in mouse myeloid cells cannot be excluded, raising many
possibilities regarding the regulation of phagocytic functions. Future identification and
characterization of DAP12-associated receptors involved in FcyRI-mediated phagocytosis

may contribute to our understanding of the molecular mechanisms involved in this process.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 : Western blot and flow cytometry analysis of transfected cells.

(A) Total cell lysates were immunoprecipitated with anti-Flag M2 antibodies and
immunoblotted with anti-DAP12 antibodies. Flag-DAP12-Y76F migrates slightly lower
than the non-mutated form.

(B) Cells were labeled with anti-Flag M2 antibodies along with FITC-conjugated goat F(ab’),
fragment to mouse IgG, and analyzed by flow cytometry. Shaded histograms correspond to
wild-type RAW 264.7 cells and open histograms to the indicated Flag-DAP12 or Flag-

DAP12-Y76F clones.

Fig. 2 : Y76F mutation abolishes DAP12-mediated secretion of TNF-a.

Wild-type (open bars), Flag-DAP12 (shaded bars) and Flag-DAP12-Y76F cells (closed bars)
were grown overnight in wells previously coated either with goat F(ab’), fragments specific
for the Fc portion of mouse IgG alone, or F(ab’), fragments along with anti-Flag M2
antibodies. The amount of TNF-a secreted in cell supernatants was determined by ELISA.
This experiment was performed in triplicate and similar results were obtained in three

independent experiments.

Fig. 3 : RAW 264.7 expression of DAP12-associated receptors.
(A) Cell surface biotinylation and immunoprecipitation analyses. Quiescent wild-type (wt)
cells and Flag-DAP12 clone #2 cells were surface-biotinylated and DAP12-associated

proteins were co-precipitated from cell lysates with anti-Flag M2 antibodies.
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Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE under reducing conditions and
membranes were probed with HRP-streptavidin. Arrows point to surface proteins
specifically associated with DAP12.

(B) RT-PCR analyses. PCR amplification of cDNA prepared by reverse transcription of total
RNA extracted from quiescent RAW 264.7 macrophages. Actin was amplified as a

positive RT-PCR control.

Fig. 4 : Role of DAP12 in phagocytosis.

Wild type (open bars), Flag-DAP12 (shaded bars) and Flag-DAP12-Y76F cells (closed bars)
were plated onto coverslips and incubated at 37°C with (4) IgG2a-SRBC, (B) IgG2b-SRBC,
(C) 1gG3-SRBC for 1 hour. Non-internalized IgG-SRBC were lysed at the end of the
incubation period. Coverslips were fixed, stained and internalized particles were enumerated.
Experiments (B) and (C) were performed on cells prestimulated overnight with LPS as
described in Materials and Methods. Phagocytic index (PI) : number of particles ingested by
100 macrophages. Values represented are the mean of 5 counts (*= p< 0.05). Data shown are

representative of 6 separate experiments.

Fig. 5 : Effect of Flag-DAP12-Y76F overexpression on the attachment and internalization of

IgG2a-opsonized SRBC by RAW 264.7 macrophages.

(A) Attachment. 1gG2a-SRBC were centrifuged onto Flag-DAP12 (closed circles) and Flag-
DAPI12-Y76F (closed squares) clones grown on coverslips. Cells were further incubated
for either 1, 5, 10 or 30 min at 4°C. Unbound IgG2a-SRBC were removed, coverslips were

immediately fixed, stained and bound particles were enumerated by light microscopy.
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Enumeration was performed in triplicate and each value represented is the mean value
compiled for all three Flag-DAP12 clones and all three Flag-DAP12-Y76F clones studied.
Similar results were obtained in 3 independent experiments.

(B) Internalization. 1gG2a-SRBC were centrifuged onto Flag-DAP12 (closed circles) and
Flag-DAP12-Y76F (closed squares) clones grown on coverslips. Cells were further
incubated for 30 min at 4°C. Unbound IgG2a-SRBC were removed and cells were
transferred to 37°C for either 10, 30 or 60 min. Non-internalized IgG2a-SRBC were lysed,
coverslips were fixed, stained and ingested particles were enumerated. Enumeration was
performed in triplicate and each value represented is the mean value compiled for all three
Flag-DAP12 clones and all three Flag-DAP12-Y76F clones studied. Phagocytic index (PI)
: number of particles ingested by 100 macrophages. Similar results were obtained in 3

independent experiments.

Fig. 6 : Cell surface expression of Fcyreceptors.

Wild-type (top panel), Flag-DAP12 (middle panel) and Flag-DAP12-Y76F (bottom panel)
cells were labeled either with FITC-coupled F(ab’), fragment alone (filled area), or along with
the 2.4G2 antibody (FcyRII/FcyRIII expression) (full line) or the TIB111 antibody (FcyRI

expression) (broken line) and analyzed by flow cytometry.

Fig. 7 : Analysis of F-actin assembly surrounding bound IgG2a-SRBC.
IgG2a-SRBC were centrifuged onto cells adhered on coverslips and further incubated for 5 (4
and B) or 30 (C and D) min at 4°C. Unbound IgG2a-SRBC were removed, coverslips were

fixed and both IgG2a-SRBC (Texas Red-conjugated anti-mouse antibodies, shown in red) and
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F-actin (Alexa Fluor® 488-phalloidin, shown in green) were stained as described in the
Materials and Methods section. (4) and (C) represent wild-type cells, (B) and (D) represent

Flag-DAP12-Y76F cells.

Fig. 8 : Phosphorylation of Syk in IgG2a-SRBC phagocytosis. Adherent Flag-DAP12 and
Flag-DAP12-Y76F-expressing cells were incubated in the absence (t=0) or presence of IgG2a-
SRBC for 5, 10, 30 and 60 min at 37°C. Syk was immunoprecipitated from cell extracts and
immunoblotted with antiphosphotyrosine antibodies (fop panel). @ Membranes were
subsequently stripped and re-blotted with anti-Syk antibodies to ensure the presence of

equivalent levels of Syk kinase in the immunoprecipitates (botfom panel).

Fig. 9 : Implication of DAPI12 in FcyRI-mediated phagocytosis. Adherent wild-type cells
were incubated in the absence (t=0) or presence of SRBC opsonized (+) or not (-) with IgG2a
antibodies for 10 and 30 min at 37°C. DAP12 was immunoprecipitated from cell extracts and
samples obtained were split and analyzed by SDS-PAGE under reducing or non-reducing

conditions. Membranes were probed with anti-DAP12 antibody.
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DISCUSSION
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Les cellules myéloides jouent un réle essentiel dans le processus inflammatoire. Elles
assurent la défense de I’hdte, notamment en phagocytant des parasites et des microorganismes
qui D’envahissent. La régulation des différentes fonctions de ces cellules lors de
I’inflammation est trés complexe. La compréhension de ces mécanismes de régulation est
primordiale, non seulement afin de bien comprendre toutes les étapes du processus
inflammatoire, mais aussi dans le but ultérieur de développer de nouvelles approches
thérapeutiques afin de traiter les différentes maladies dues & un déréglement de ce processus.
De nombreuses études récentes impliquent la protéine DAP12 dans plusieurs fonctions
exercées par les cellules myéloides. Toutefois, le role de DAP12 dans la phagocytose de
particules opsonisées via les récepteurs FcyR, étape reliant I'immunité innée a I’immunité
adaptative, n’a pas été étudié. Au cours de ce projet de maitrise, nous avons donc choisi de
déterminer I’implication de DAP12 dans cet événement critique.

L’approche expérimentale qui a été utilisée afin d’atteindre cet objectif a été de
générer des clones de la lignée de macrophages murins RAW 264.7 exprimant un mutant
dominant-négatif de DAP12 (Flag-DAP12-Y76F). La mutation de la protéine DAP12 que
nous avons ainsi exprimée entraine le changement du deuxi¢éme résidu tyrosine de son ITAM
pour un résidu phénylalanine, rendant la protéine Flag-DAP12-Y76F incapable d’initier des
cascades de signalisation. Par conséquent, les clones Flag-DAP12-Y76F ne sécrétent pas de
TNF-o. lorsque nous pontons la protéine mutée 4 I’aide d’un anticorps anti-Flag,
comparativement au méme pontage effectué sur les clones exprimant la version sauvage de
Flag-DAP12. Nous avons ensuite étudié I’impact de cette mutation de DAP12 sur la

phagocytose via les récepteurs FcyR, en utilisant des érythrocytes de moutons opsonisés avec

différents types d’IgG (IgG-SRBC).
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La découverte majeure de notre étude est que la phagocytose d’érythrocytes opsonisés
avec des IgG2a est augmentée chez les cellules exprimant Flag-DAP12-Y76F. Cet effet n’a
toutefois pu étre observé lors de la phagocytose d’IgG2b-SRBC, d’IgG3-SRBC et de billes de
latex non-opsonisées. Les résultats obtenus avec les billes de latex nues concordent avec ceux
du groupe du Dr Lanier, qui a démontré que chez des macrophages DAP12" la phagocytose
de billes de latex nues est normale [24]. DAP12 semble donc influencer spécifiquement la
phagocytose via les récepteurs FcyRI. En effet, les récepteurs FcyRI, initialement connus sous
le nom de FcyR2a, ont été identifiés trés t6t comme étant les récepteurs possédant une haute
affinité pour les IgG2a [91, 159]. Les IgG2a, tout comme les IgG2b et les IgG1, peuvent
cependant aussi étre liées sous forme de complexes immuns par les récepteurs de faible
affinité FcyRII [165]. Toutefois, les réponses immunitaires observées chez des souris
FeyRII™ stimulées avec des IgG2a sont normales [166]. De plus, nous n’avons pas observé
d’effets spécifiques & DAP12 lors de la phagocytose d’IgG2b-SRBC, qui s’effectue
principalement via les FcyRIIl. Ceci suggére fortement que, dans notre modéle, DAP12
influence plus particuliérement la phagocytose via les récepteurs FcyRI. Par contre, nous ne
pouvons complétement exclure une participation, aussi minime qu’elle soit, des FcyRIII en
concert avec les FcyRI lors de la phagocytose d’IgG2a-SRBC. Les billes de latex non-
opsonisées, quant a elles, ne sont pas liées ni internalisées via les récepteurs FcyRI.

La phagocytose via les FcyRI débute avec leur agrégation & la surface, ce qui est
rapidement suivi par la phosphorylation de ’ITAM contenu dans la portion cytoplasmique de
ces récepteurs. Cette phosphorylation induit plusieurs cascades intracellulaires menant, entre
autres, a la réorganisation du cytosquelette et a I’internalisation de la particule [29, 30]. Lors

de la phagocytose d’IgG2a-SRBC, les clones exprimant la protéine Flag-DAP12-Y76F lient et
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internalisent un plus grand nombre de particules opsonisées que les macrophages de type
sauvage ou ceux exprimant la protéine Flag-DAP12. Cet effet est en partie la conséquence
d’une régulation 2 la baisse par DAP12 de la formation de coupes d’actine sous la particule &
ingérer. Puisque DAP12 est hautement homologue a la chaine y des récepteurs Fc [1] nous
pouvons logiquement imaginer qu’un des mécanismes selon lesquels DAP12 influencerait la
phagocytose via les FcyRI serait par la compétition entre DAP12 et la chaine y pour
I’association avec FcyRI. Notons qu’une association entre DAP12 et FcyRI n’a pas été
démontrée 3 ce jour. Toutefois, nos résultats suggérent que cette compétition est improbable.
En effet, si elle avait lieu, une mutation de ’'ITAM de DAPI12 telle que celle présente chez
nos clones Flag-DAP12-Y76F aurait pour effet d’inhiber la phagocytose via les FcyRI alors
que nous observons I’effet inverse dans notre modéle expérimental.

Nous proposons ici un modéle pouvant expliquer le mécanisme d’action de DAP12
lors de la phagocytose via les FcyRI. Selon ce modéle, la phosphorylation différentielle des
deux résidus tyrosines de 'ITAM de DAP12 générerait des signaux opposés. Ce modele
s’appuie sur ’observation que les ITAMs peuvent initier des signaux inhibiteurs sous
certaines conditions de phosphorylation [44]. Par exemple, il a été démontré que la
phosphorylation partielle des multiples ITAMs de la chaine { du TCR peut inhiber la
signalisation via ce récepteur [160]. D’aprés le modéle que nous proposons, une molécule
inhibitrice pourrait étre associée au premier résidu tyrosine de I’ITAM non-phosphorylé de
DAP12 (Y65) dans le macrophage de type sauvage au repos (voir figure D1). En accord avec
cette hypothese, il a été démontré qu’une protéine phosphorylée d’environ 50 a 60 kDa
s’associe uniquement avec les protéines DAP12 ne possédant pas de second résidu tyrosine

dans leur ITAM [2]. Un faible niveau constitutif de phosphorylation du premier résidu

88



tyrosine de I’'ITAM pourrait servir & recruter des protéines possédant un domaine SH2.
Mentionnons de plus que la séquence d’acides aminés entourant le premier résidu tyrosine de
I’ITAM de DAP12 (SPYQEL) correspond 3 la séquence consensus d’un ITIM. 1l est donc
possible que I’inhibiteur associé & DAP12 soit une protéine normalement associée & ces

motifs, telles par

1

LIGAND

|

PHAGOCYTOSE

Figure D : Mécanisme d’action proposé pour DAP12 lors de la phagocytose via FcyRI
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exemple les phosphatases SHP-1 ou SHIP. A la suite de la phosphorylation de 'ITAM de
DAP12, la PTK Syk sera recrutée pour s’y lier via ses domaines SH2 (voir figure D2).
L’inhibiteur serait ainsi déplacé de la portion cytoplasmique de DAP12 par I’arrivée de Syk.
I serait alors libre et pourrait inhiber certaines molécules environnantes, dont des molécules
impliquées dans la phagocytose via les récepteurs FcyRI. Puisque les clones Flag-DAP12-
Y76F ne possédent pas le deuxiéme résidu tyrosine, I’inhibiteur ne peut donc étre déplacé car
le recrutement de la PTK Syk n’a pas lieu. L’effet inhibiteur est par conséquent absent chez
ces clones et ils ingérent les IgG2a-SRBC avec plus d’efficacité.

Une molécule inhibitrice candidate serait entre autres la PTK inhibitrice Fgr, une
protéine qui inhibe la phagocytose via les FcyR chez le macrophage et la signalisation via les
intégrines B2 chez les cellules myéloides [109, 167]. La PTK Fgr s’associe & SIRPa chez les
cellules myéloides humaines [109]. Ce récepteur est la contrepartie inhibitrice du récepteur
SIRPB-1 [8]. La PTK Fgr n’est pas essentielle & la phagocytose, mais elle est recrutée aux
domaines d’agrégation des récepteurs phagocytaires. Une fois recrutée, elle atténue ensuite la
phagocytose en freinant la réorganisation du cytosquelette et en inhibant I’activation de la
PTK Syk. La régulation négative effectuée par Fgr est indépendante de la fonction kinase de
cette enzyme [109, 167]. L’association de DAP12 avec Fgr n’a pas été étudi€e dans notre
modeéle. Par contre, si elle a lieu, cette association pourrait expliquer I’inhibition de la
formation de coupes d’actine par DAP12 endogéne. Toutefois, nous n’avons pu observer de
différences dans la phosphorylation de la PTK Syk chez les clones suite a la phagocytose
d’IgG2a-SRBC. L’inhibition de la PTK Syk par la PTK Fgr n’est donc probablement pas
responsable de ’augmentation de la phagocytose que nous observons chez les clones Flag-

DAP12-Y76F.
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Le modéle que nous proposons afin d’expliquer le role inhibiteur de DAP12
présuppose que, lors de I’ingestion de la particule opsonisée, les complexes récepteur/DAP12
impliqués dans la régulation de cet événement co-localisent avec les récepteurs phagocytaires.
Nous n’avons malheureusement pas pu détecter jusqu’a présent la co-localisation ni la re-
localisation de DAP12 au site d’ingestion. Cet événement pourrait toutefois s’avérer de trés
courte durée et donc assez difficile & détecter. Par contre, nous avons pu démontrer que
DAPI12 est spécifiquement et directement impliqué dans la phagocytose d’IgG2a-SRBC gréce
a I’observation du changement de conformation de DAP12 lors de ce processus. En effet, lors
de I’ingestion d’IgG2a-SRBC, nous détectons I’apparition de diméres de DAP12 qui sont
stables en présence de SDS et en absence de ponts disulfure pour les relier. Un motif de
dimérisation semblable & celui retrouvé chez la glycophorine A est retrouvé dans le domaine
transmembranaire de DAP12 (GIxxGDxxL) [162, 163]. Cette séquence est probablement
responsable de cette stabilisation des diméres DAP12.

Il est possible que DAP12 entre en compétition avec les récepteurs FcyRI pour
I’association avec certaines PTK de la famille Src. Les PTK de la famille Src favorisent la
polymérisation de I’actine et la formation de coupes d’actine lors de la phagocytose. Cette
fonction semble indépendante du recrutement et de I’activation de la PTK Syk [99].
L’implication de la PTK Syk dans la polymérisation de I’actine est présentement controversée
puisque des résultats contradictoires on été obtenus en ce qui concerne la polymérisation de
P’actine chez des macrophages Syk™. En effet, la formation de coupes d’actine sous les
particules opsonisées est observée sous les FcyR des macrophages Syk™ [101], mais certains
ont rapporté que cette polymérisation n’a pas lieu chez les macrophages Syk™ stimulés avec

des IgG [168]. De plus, la formation de coupes d’actine suite a I’agrégation des FcyR chez les
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lymphocytes semble nécessiter la présence de la PTK Syk [158]. Un mécanisme de
polymérisation de I’actine indépendant de Syk et reposant sur I’activité des PTK de la famille
Src a néanmoins été proposé. En effet, des macrophages dérivés de la moelle osseuse qui
n’expriment pas les PTK de la famille Src Hck, Fgr et Lyn réorganisent leur cytosquelette
beaucoup plus lentement lors de la phagocytose de particules opsonisées avec des IgG [99].
Une compétition entre les ITAM de DAP12 endogéne et des FcyRI pour certaines PTK de la
famille Src lors de la phagocytose pourrait par conséquent influencer les cinétiques
d’internalisation des particules opsonisées en causant des délais significatifs dans la formation
de coupes d’actine. L’effet de DAP12 sur la phagocytose via les FcyRI serait donc
indépendant de ’activation des cascades de signalisation engendrées par Syk. Si cette
hypothése de compétition pour ’association avec les PTK de la famille Src s’avére la bonne,
nous pourrons par la méme occasion affirmer que I’interaction entre DAP12 et ces PTK
nécessite un ITAM fonctionnel. En effet, lorsqu’un des deux résidus tyrosines du motif est
muté, ’effet inhibiteur est absent puisque la séquestration de ces PTK par DAP12 ne pourra
avoir lieu.

Les petites GTPases de la famille Rho (Rho/Rac/Cdc42) sont aussi impliquées dans la
polymérisation de I’actine lors de la phagocytose via les FcyR [122]. En effet, la protéine
RhoA est essentielle lors de ce processus et les protéines Racl et Cdc42 sont toutes deux
nécessaires pour la formation optimale des coupes d’actine [92, 123, 124]. Les mécanismes
régulant I’activité de ces GTPases sont peu connus. II sera donc important de vérifier le role
de DAP12 dans I’activation de ces GTPases afin de mieux comprendre I’effet de DAP12 sur

la polymérisation de I’actine.
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Chez les cellules NK, la trés grande majorité des récepteurs associés a DAP12
possédent une contrepartie inhibitrice [37]. Lors de I’interaction des récepteurs activateurs
associés 8 DAP12 avec les mémes ligands que leur contrepartie inhibitrice, un équilibre précis
de signaux activateurs et inhibiteurs est atteint et régule les fonctions cytotoxiques des cellules
NK [170]. Jusqu’a présent, aucun homologue inhibiteur n’a encore été identifi€¢ pour les
récepteurs associés & DAP12 exprimés chez les cellules myéloides murines. Toutefois, la
présence de ces récepteurs inhibiteurs ne peut étre complétement écartée. Ceci souléve par
conséquent des hypothéses sur les mécanismes de régulation des fonctions phagocytaires chez
ces cellules. Il n’est pas impossible que, dans notre modéle, une inhibition partielle de la
signalisation via DAP12 grace a la surexpression de Flag-DAP12-Y76F puisse interférer dans
la balance précise des signaux activateurs et inhibiteurs régulant la phagocytose. Cette
inhibition partielle ne causerait pas forcément I’inhibition des fonctions phagocytaires de la
cellule.

I1 a été démontré que, lors de la phagocytose, I’inhibition de la polymérisation de
P’actine par I’ajout de la cytochalasine D empéche I’internalisation mais non 1’attachement des
particules opsonisées [29, 164]. Puisque nous observons une augmentation de 1’attachement
des IgG2a-SRBC chez les clones Flag-DAP12-Y76F, la modulation de la polymérisation de
’actine n’est manifestement pas la seule fonction exercée par DAP12 lors de la phagocytose
via les FcyRI. De plus, chez des macrophages Syk'/' ou chez des macrophages n’exprimant
pas certaines les PTK de la famille Src, aucune modification de I’attachement des IgG-SRBC
n’est observée par rapport aux capacités d’attachement des macrophages normaux [99, 101].
Par conséquent, la modulation de I’activation de ces PTK n’est pas non plus responsable pour

’augmentation de ’attachement d’IgG2a-SRBC observées chez les clones Flag-DAP12-
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Y76F. L’implication de DAP12 dans d’autres étapes de la phagocytose devra ainsi €tre
étudiée. Parmi ces étapes, notons I’affinité de liaison des FcyRlI a leurs ligand, la stabilisation
des complexes ligand/FcyRI & la surface et ’agrégation de ces récepteurs a la membrane. En
effet, il a été démontré que Iaffinité de FcyRI pour son ligand est augmentée de cinq fois
lorsque la chaine y est co-transfectée avec la chaine FcyRla dans des cellules COS [89].
Puisque des interactions intracytoplasmiques peuvent modifier ainsi la structure et I’affinité
de liaison du domaine extracellulaire de FcyRI, DAP12 pourrait influencer 1’attachement des
IgG2a-SRBC grice a des mécanismes intracellulaires encore inconnus.

DAPI12 pourrait en outre agir sur des protéines en aval de Syk qui sont impliquées
dans la phagocytose, telle la PI 3-kinase. Cette derniére est requise lors de la phagocytose via
les FcyR [107, 116] et serait impliquée dans la fermeture du phagosome [169]. L’extension
de pseudopodes et ’effet de DAP12 sur ’activité de la PI 3-kinase devront donc étre étudi€és
afin de bien cerner I’impact de DAP12 dans toutes les étapes de la phagocytose via les FcyRL

Ce projet de recherche nous a permis de mettre en évidence un réle pour DAP12 dans
la phagocytose via les FcyRI chez le macrophage. La participation de DAP12 dans cette
fonction critique confirme, en concert avec plusieurs études récentes portant sur le role de
DAP12 chez les cellules myéloides, que cette protéine influence de fagon capitale la
régulation de ’activation de ces cellules. En effet, lors de I’étude de souris DAP12" et de
patients humains atteints de la maladie Nasu-Hakola, plusieurs symptomes observés semblent
la conséquence de 1’absence de DAP12 chez les cellules myéloides plutdt que chez les
cellules NK [24, 25, 66, 76]. Par contre, les connaissances acquises jusqu’a présent sur le role
de DAP12 dans les fonctions de ces cellules ne peuvent complétement expliquer tous les

effets observés chez les souris et humains DAP12”". Des études supplémentaires sont donc
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nécessaires afin de connaitre la totalité des fonctions modulées par DAP12.

L’étude de DAPI12 est relativement compliquée par le fait que cette protéine
s’associe simultanément A plusieurs récepteurs différents qui peuvent étre exprimés
simultanément a la surface de la méme cellule. De plus, de nombreuses protéines associ€es a
DAP12 et exprimées chez les cellules myéloides n’ont toujours pas été identifiées. 1l est par
conséquent impossible pour ’instant de déterminer lequel de ces récepteurs associ€s 8 DAP12
est responsable des effets observés lors de la phagocytose via les FcyRI dans notre modéle.
L’identification et la caractérisation de molécules a la fois associées &8 DAP12 et impliquées
dans la phagocytose via les FcyRI facilitera la compréhension du réle de la protéine DAP12

dans ce processus.
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