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Summary

In the present thesis the role of murine FcyRs in autoimmune diseases is analyzed with special
focus on arthritis and lupus. Series of studies performed with a variety of arthritis models
established in mice deficient for one or more FcyR provided direct evidence for a prominent
role of FcyR in arthritis (Chapter 2). However, the precise contribution of the individual
members of the FcyR gene family, FcyRI, FeyRII, FcyRIIL, FcyRIV, to joint pathology is not
fully understood. In this thesis we show by using FcyRI and FcyRIII KO mice that FeyRI and
FcyRIII can fully compensate for each other in the development of collagen-induced arthritis
(CIA). Our observation that destructive arthritis develops in FcyRI/II/III knockout (KO) mice
but not in FcyRII /FcRy KO mice (deficient for all FcyR) provides for the first time strong
indications that FcyRIV alone can be sufficient to drive the downstream antibody effector
pathways that induce arthritis pathology (Chapter 3).

During passive Immune Complex (IC)-induced experimental arthritis FcyRIII mainly
regulates onset and degree of joint inflammation, whereas FcyRI is predominantly involved
in mediating severe cartilage damage. Local over-expression of IFNy in FcyRI KO mice
enhances inflammation but not severe cartilage damage. In Chapter 4 we show, using FcyRIII
KO mice, that in [FNy-accelerated IC-induced experimental arthritis FcyRI can take over the
role of FcyRIII in mediating enhanced joint inflammation.

We have confirmed that FcyRIIB plays an important negative regulatory role in both the
central and effector phase of arthritis (Chapter 3). In addition, we have shown that in FcyRI/
IIT KO mice, FcyRIIB can act as a potent endocytic receptor and can reduce joint inflammation
by IC-clearance during the development of arthritis (Chapter 5). These results with different
murine arthritis models established in different combinations of FcyR KO mice provide new
insights into the complex role of FcyRs during the development of arthritis.

The precise contribution of FcyRIIB to the development of autoimmunity has been a matter
of debate in the last decade. It has been suggested that 129-derived loci closely linked to
the FcyRIIB gene may contribute to the strong autoimmune phenotype of FcyRIIB KO
mice generated by gene targeting in129-derived ES cells and subsequently backcrossed on
C57Bl/6 background (FcyRIIB .7 mice). In Chapter 6, we provide for the first time, direct
evidence that FcyRIIB on its own plays a limited role in the development of spontaneous
autoimmunity in C57B1/6 mice. FcyRIIB, " mice, generated on full C57BI/6 background,
exhibited a milder (non-lethal) autoimmune phenotype compared to FcyRIIB ,,~ mice.
However, our data suggest that impaired FcyRIIB function has the potential to amplify the
development of lupus-like autoimmune disease, when combined with other loci associated
with autoimmunity, such as the 129-derived Slel region. FcyRIIB, " mice still lack both a
negative feedback loop on the antibody production of B cells and a negative control of FcyR-
mediated antibody effector pathways. Importantly, FcyRIIB  mice remained susceptible for
the induction of CIA. All together these data enabled us redefine the intrinsic role of FcyRIIB
in autoimmunity. We conclude that the role of FcyRIIB in the development of spontaneous
autoimmunity (Systemic Lupus Erythematosus) is more restricted as originally postulated on
the basis of the phenotype of FcyRIIB 7" mice, whereas its role in induced autoimmunity
(CIA) is prominent supporting the hypothesis that FcyRIIB represents a late checkpoint in B
cell tolerance.
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In Chapter 7 we describe the generation and characterization of anovel B cell-specific inducible
Cre transgenic mouse line. The conditional knockout models for FeyRIIB and inducible B
cell-specific FeyRIIB,,” mice enable detailed in vivo analysis of FcyRIIB function.

The results presented in this thesis provide new insights in the role of FcyRs in protective
immunity and immuno-pathology; thereby support the design of new therapeutic
interventions.
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Nederlandse samenvatting

In dit proefschrift worden de resultaten beschreven van onderzoek naar de rol van de
receptoren voor IgG, Fey receptoren (FcyR) in de ontwikkeling van de auto-immuunziekten
artritis (reuma) en lupus (SLE) in muizen. Studies waarbij gebruik werd gemaakt van
verschillende artritis modellen in muizen met genetisch geinactiveerde FcyR (FcyR knockout
muizen) leverden een direct bewijs voor een belangrijke rol voor FcyR in artritis (Hoofdstuk
2). Het is echter onduidelijk wat de afzonderlijke bijdrage is van de individuele leden van
de FcyR genfamilie, FcyRI, FeyRII, FeyRIII, FcyRIV in de pathologie in het gewricht. In dit
proefschrift, wordt met behulp van FcyRI en FcyRIII knockout (KO) muizen aangetoond
dat FcyRI en FcyRIII elkaars rol in de pathologie van collageen-geinduceerde artritis (CIA)
volledig kunnen overnemen. De waarneming dat destructieve artritis zich kan ontwikkelen
in FeyRI/I/IIT KO muizen maar niet in FcyRII/FcR v keten KO muizen (missen alle bekende
FcyR) levert voor de eerste keer een sterke aanwijzing dat de aanwezigheid van FcyRIV
alleen voldoende is om met behulp van auto-antilichamen een reeks processen in gang te
zetten die tot de pathologie in artritis leiden (Hoofdstuk 3).

Tijdens passieve immuun-complex (IC)-geinduceerde artritis, blijkt FcyRIII vooral van
belang voor de eerste aanzet van het ziekteproces en de mate van ontsteking in het gewricht,
terwijl FcyRI een grote rol speelt bij het ontstaan van kraakbeenschade. Locale over-expressie
van IFNy in FcyRI KO muizen resulteert, ondanks toenemende ontsteking, niet in ernstige
kraakbeenschade. In Hoofdstuk 4 wordt met behulp van FcyRIII KO muizen aangetoond dat
in IFNy-versnelde IC-geinduceerde artritis, FcyRI de rol van FcyRIII kan overnemen in het
induceren van gewrichtsontsteking.

De in dit proefschrift beschreven resultaten bevestigen de belangrijke remmende regulerende
rol van FcyRIIB in zowel de vroege als late fase van artritis (Hoofdstuk 3). Bovendien kon in
FeyRI/IIT KO muizen worden aangetoond dat in IC-geinduceerde artritis FcyRIIB sterk kan
bijdragen aan de vermindering van de ontsteking in de gewrichten omdat binding van de IC
aan deze receptor resulteert in efficiénte opname (endocytose) en dus verwijdering van de
IC (Hoofdstuk 5). Al deze resultaten met diverse muismodellen van artritis in verschillende
combinaties van FcyR KO muizenstammen hebben geleid tot nieuwe inzichten in de complexe
rol van de verschillende leden van de FcyR gen familie in artritis.

Op basis van waarnemingen met FcyRIIB KO muizen is gepostuleerd dat FcyRIIB een
centrale rol speelt in de ontwikkeling van auto-immuniteit. Deze hypothese is echter in de
afgelopen jaren in toenemende mate ter discussie komen te staan. De tot nu toe beschikbare
FcyRIIB KO muizen zijn gemaakt door het gen te muteren in ES cellen afkomstig van de
inteeltstam 129 en zijn vervolgens teruggekruist op de C57Bl/6 achtergrond (FcyRIIB .
muizen). In deze muizen ontwikkelen zich spontaan zeer ernstige auto-immuun ziekten en
kunnen gemakkelijk auto-immuunziekten worden opgewekt zoals collageen geinduceerde
artritis. Met recent genetisch onderzoek zijn aanwijzingen gevonden dat loci afkomstig van
het 129 genoom, die naast het FcyRIIB gen liggen (0.a. het SLE1 locus) en bij het terugkruisen
mee overerven met het gemuteerde FcyRIIB gen, een substanti€le bijdrage zouden kunnen
leveren aan het sterke auto-immune fenotype van de FcyRIIB ,,” muizen. In Hoofdstuk 6,
wordt voor het eerst aangetoond dat in zuivere C57Bl/6 muizen afwezigheid van FcyRIIB
een beperkte bijdrage levert aan de ontwikkeling van spontane auto-immuniteit. FcyRIIB,, "
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muizen, gemaakt op volledig C57Bl/6 achtergrond, lieten een mild (niet-lethaal) auto-
immuun fenotype zien in vergelijking met FcyRIIB ,,” muizen. Deze data suggereren dat
een verstoorde FcyRIIB functie de ontwikkeling van een lupus-achtig auto-immuun ziekte
kan bevorderen wanneer andere loci, geassocieerd met autoimmuniteit, zoals bijvoorbeeld
het van 129 muizen afkomstige Slel locus, ook aanwezig zijn. Overigens missen de
FcyRIIB,, "~ muizen de negatieve feedback regulatie op antilichaam productie in B cellen
en de negatieve controle van FcyR-gemedieerde antilichaam effector functies en zijn ze in
deze eigenschappen niet van de FcyRIIB ,,” muizen te onderscheiden. Met deze resultaten
kon de intrinsieke rol van FcyRIIB in auto-immuniteit opnieuw worden gedefinieerd. De
rol van FcyRIIB in de ontwikkeling van spontane auto-immuun ziekten (Systemic Lupus
Erythematosus) is beperkter dan tot op heden op basis van het fenotype van de FcyRIIB ;"
muizen werd aangenomen. De prominente rol van FcyRIIB in geinduceerde autoimmuun
ziekten ondersteunt de hypothese dat FcyRIIB een laat ‘check point’ vertegenwoordigt in B
cel tolerantie.

In Hoofdstuk 7, wordt het maken en karakteriseren van een nieuwe B cel specificke
induceerbare Cre transgene muislijn beschreven. De conditionele celtype specifieke KO
muizen modellen voor FcyRIIB en de induceerbare B cel-specifiecke FcyRIIB, "~ muizen
zullen een gedetailleerde in vivo analyse van de biologische functie van FcyRIIB mogelijk
maken.

De resultaten beschreven in dit proefschrift hebben geleid tot nieuwe inzichten in de rol
van FcyR in zowel bescherming (immuniteit) als in de immuun-pathologie van ziekten, en
zullen daarmee bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe strategieén voor therapeutisch
interventies bij ziekten waarin (auto-) antilichamen een belangrijke rol spelen.
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