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ENGLISH SUMMARY
Muscle-specific kinase (MuSK) myasthenia gravis (MG) is a neuromuscular autoimmune 
disease that is hallmarked by fatigable muscle weakness of in particular the cranial 
and bulbar muscles and a high frequency of respiratory crises. MuSK regulates 
neuromuscular junction formation and maintenance by relaying the neuronal agrin-
Lrp4 signal through binding with Lrp4 and activating intracellular signaling cascades 
facilitating acetylcholine receptor (AChR) clustering. The extracellular portion of MuSK 
consists of three Ig-like domains and a Frizzled-like (Fz) domain. Interaction with Lrp4 
is facilitated through the Ig-like 1 domain, which also harbors the main immunogenic 
region (MIR) for MuSK auto-antibodies in MuSK MG. The other domains have been 
implicated in interactions with other proteins like ColQ and biglycan as well as a role 
as a trophic Wnt receptor.   

Although the cause of the presence of the auto-antibodies is not known in MuSK 
MG, earlier studies have shown that auto-antibodies of the IgG4 subclass correlate 
with disease severity. In this thesis we have provided evidence for the pathogenicity 
of the IgG4 subclass antibodies by selectively purifying them from plasmapheresis 
material from patients and infusing them in NOD/SCID mice. These passive transfer 
experiments in mice lacking a functional innate and adaptive immune system, 
demonstrated progressive body weight loss and severe myasthenia. These effects 
could be attributed to declustering of the AChRs and dysregulation of neuromuscular 
transmission. Mice that received control IgG4 or IgG1,2,3 fractions from the same 
patients did not show these effects. 

To further understand how the IgG4 auto-antibodies against MuSK cause 
myasthenia we tested the effects of these antibodies on the naturally occurring agrin-
dependent MuSK-Lrp4 interaction in vitro. IgG4 MuSK patients’ antibodies compete 
dose-dependently with the interaction between MuSK and Lrp4. Again, this was 
unique to the IgG4 subclass antibodies of patients only, and was not observed for the 
other antibody subclasses. Patient IgG4 antibodies did not cause inhibition of MuSK 
dimerization or MuSK internalization. As agrin-dependent MuSK-Lrp4 interaction 
is essential for maintaining the neuromuscular junction and its functionality, we 
concluded that loss of this interaction is the main pathomechanism by which the 
auto-antibodies cause myasthenia. This has now been confirmed by several  
independent studies. 

As the different domains of MuSK have been implicated to support different roles 
in neuromuscular junction maintenance, and patients sometimes experience adverse 
effects of the first-line treatment of acetylcholine esterase inhibitors (AChEi), we 
studied how the immune response against MuSK patients changes over time and 
whether potential changes in the auto-immune repertoire may contribute to the 
AChEi hypersensitivity. Epitope mapping experiments showed a dominant response 
in all patients against the N-terminal Ig-like domain, which correlated tightly with 
disease severity both within and amongst patients. Epitopes outside this domain 
were identified in many patients, but epitope spreading was seen in only 19% of  
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the patients. Reactivity against other domains did not correlate with disease severity, 
nor did epitope specificity correlate to treatment responsiveness. These observations 
suggest that auto-antibodies against the first Ig-like domain are crucial determinants 
in the disease and support the idea that functional inhibition of MuSK-Lrp4 interaction 
is the predominant pathomechanism.

Because of the predominant bulbar weakness, MuSK patients can sometimes 
be misdiagnosed as amyotrophic lateral sclerosis (ALS) patients. We identified four 
patients that were initially diagnosed with having a bulbar form of ALS based on 
clinical examination, but later on were recognized to actually suffer from MuSK 
myasthenia. This misdiagnosis is rare as we did not find any other MuSK MG patients 
amongst a cohort of 256 ALS patients. 

In addition to MuSK MG, 13 other neurological and non-neurological diseases 
have been identified to be associated predominantly with IgG4 auto-antibodies. From  
the diseases of which the pathomechanism has been studied, exciting parallels can be 
drawn to MuSK MG: (1) In all these diseases the antigens involve proteins responsible 
for maintaining cell-cell interaction and are often stabilizing essential receptors, and 
(2) the antibodies cause disease by interfering in protein-protein interaction, thereby 
inhibiting cell-cell interaction, resulting in severe disease. These observations suggest 
the presence of a specific sub-group in antibody-mediated auto-immune diseases. 
MuSK MG might therefore represent a promising model to study the cause and 
consequence of IgG4-mediated auto-immunity. 
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NEDERLANDSE SAMENVATTING
Muscle-specific kinase (MuSK) myasthenia gravis (MG) is een neuromusculaire auto-
immuunziekte die wordt gekenmerkt door vermoeibare spierzwakte van in het 
bijzonder de craniale en bulbaire spieren en het vaak voorkomen van respiratoire 
crises. MuSK regelt de vorming en instandhouding van de neuromusculaire synaps 
door het doorgeven van het neuronale agrine-Lrp4 signaal. Door binding van Lrp4 
aan MuSK activeren intracellulaire signalering cascades die acetylcholine receptor 
(AChR) clustering faciliteren. Het extracellulaire domein van MuSK bestaat uit drie 
Ig-achtige domeinen en een Frizzled-achtig (Fz) domein. Interactie met LRP4 wordt 
bewerkstelligt door het Ig1 domein, dat ook de belangrijkste immunogene regio 
(MIR) herbergt. De andere domeinen zijn betrokken bij interacties met andere eiwitten 
zoals ColQ en biglycan of heeft een rol als een trofisch Wnt receptor.

Hoewel de oorzaak van de aanwezigheid van auto-antilichamen in MuSK MG 
niet bekend is, heeft onderzoek aangetoond dat de auto-antilichamen van de IgG4 
subklasse correleren met de ernst van de ziekte. In dit proefschrift hebben we de 
pathogeniteit van de IgG4 subklasse antilichamen onderzocht door ze selectief 
uit plasmaferese materiaal van patiënten te zuiveren en in NOD/SCID muizen te 
injecteren. Deze muizen, die een functioneel aangeboren en adaptief immuunsysteem 
missen, ontwikkelden gewichtsverlies en ernstige spierzwakte. Deze effecten werden 
veroorzaakt door het verlies van AChR clusters en de resulterende ontregeling van 
neuromusculaire transmissie. Muizen die IgG4 van gezonde controles of IgG1,2,3 
fracties van dezelfde MuSK MG patiënten ontvingen ontwikkelden geen myasthenie.

Om beter te begrijpen hoe de IgG4 antistoffen tegen MuSK, myasthenie 
veroorzaken, hebben we de effecten van deze antilichamen op agrine-afhankelijke 
MuSK-Lrp4 interactie getest in vitro. IgG4 van MuSK MG patiënten veroorzaakte 
dosis-afhankelijke verlies van MuSK-Lrp4 interactie. Ook dit was uniek voor  
de IgG4 antilichamen van patiënten. De patiënt IgG4-antilichamen veroorzaakten 
geen inhibitie van MuSK dimerisatie of MuSK internalisatie. Aangezien agrine-
afhankelijke MuSK-Lrp4 interactie essentieel is voor de stabiliteit en functionaliteit 
van de neuromusculaire junctie, hebben we geconcludeerd dat het verlies van 
deze interactie het belangrijkste mechanisme is waardoor de auto-antilichamen 
myasthenie veroorzaken. Dit is inmiddels bevestigd door verschillende andere  
onafhankelijke studies.

Omdat de diverse domeinen van MuSK verschillende functies hebben in  
de neuromusculaire junctie en patiënten soms nadelige effecten van de eerste-
lijnsbehandeling met acetylcholine-esterase-remmers (AChEi) ondervinden, hebben 
we onderzocht hoe de immuunrespons tegen MuSK varieert in de tijd en of een 
mogelijke verandering in het auto-immuun repertoire bijdraagt ​​aan de AChEi 
overgevoeligheid. Epitoop mapping experimenten toonden een dominante respons 
bij alle patiënten tegen het N-terminale Ig1 domein dat nauw correleerd met  
de ernst van de ziekte binnen en tussen patiënten. Epitopen buiten dit domein 
komen voor bij veel patiënten, maar actieve epitoop spreiding werd waargenomen 
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bij slechts 19% van de patiënten. Reactiviteit tegen de andere domeinen van MuSK 
correleert niet met de ernst van de ziekte noch correleert epitoop specificiteit met 
de response op AChEi. Deze waarnemingen suggereren dat auto-antilichamen tegen 
het eerste Ig domein van cruciaal belang zijn in de ziekte en het ondersteunt het 
idee dat de functionele remming van de MuSK-Lrp4 interactie de hoofdoorzaak van  
de myasthenie is.

Door de dominante bulbaire spierzwakte, worden MuSK MG patiënten soms 
verward met patiënten met amyotrofe laterale sclerose (ALS). We hebben vier 
patiënten geïdentificeerd waarbij een verkeerde diagnose gesteld werd. Deze 
patiënten werden primair gediagnostiseerd met een bulbaire vorm van ALS, terwijl 
ze eigenlijk MuSK MG hadden. Het stellen van een verkeerde diagnose is zeldzaam 
aangezien we geen andere MuSK MG patiënten hebben gevonden in een cohort van 
256 ALS patiënten.

Naast MuSK MG zijn er tot nu toe 13 neurologische en niet-neurologische 
ziekten geïdentificeerd die worden geassocieerd met auto-antilichamen van het 
IgG4 subtype. Van de ziekten van wie het ziekte mechanisme is onderzocht, kunnen 
duidelijke parallellen worden getrokken met MuSK MG: 1) In al deze ziekten zijn  
de antigenen verantwoordelijk voor cel-cel interactie, en zijn ze vaak betrokken bij 
de stabilisatie van essentiële receptoren. 2) De auto-antilichamen remmen eiwit-eiwit 
interacties, waarbij cel-cel interacties verloren gaan, wat resulteert in ernstige ziekte. 
Deze waarnemingen suggereren dat het hier gaat om een specifieke subgroep onder 
de antilichaam-gemedieerde auto-immuunziekten. MuSK MG kan een veelbelovend 
model zijn om de oorzaak en gevolgen van IgG4-gemedieerde auto-immuniteit  
te bestuderen.
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