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Summary and genera discussion 

The postspaptic membrane of the neuromuscdar junction JNMJ) is a highly specialised 
structure that initiates muscle contraction after activation by the neurotransmitTer acetylcho- 
line. Because control ofmovement is vitally important, the NMJ has been s~rbject to many in- 
dependent targeted attacks in the course of evolution. Toxins against neuron~uscular proteins 
are used both as a weapon and defence and well known examples include cobra-toxin, curare 
and botdinum-toxin. T%e similarity of symptoms caused by these toxins compared to con- 
genital and acquired disorders of muscle movement has helped! to find the cause of human 
diseases involving the NMJ. The first treatment for the muscle weakness of myasthenia gravis 
(MG) patients was the acetflcholine esterase inhibitor phpostigmlne, an antidote against 
curare I:Jolly 1895; Walker, f 9134). However, treatment effects of acetylcholine esterase inhibi- 
tars are only short lasting and incomplete. Thymectomy was introduced as a treatment for 
MG following the observation of thymic abnormalities such as thymon~as and follicular hy- 
perplasia during autopsies of MG patients (Star, 1912). Thymectorny proved to be beneficial 
for some MG patients. The discovery of Patrick and Lindstrorn in 1973 that MG is caused 
in 85% of patients by anti-AChR antibodies attacking the NMJ led to the develoy~nent of 
immunosuppression and plasmapheresis therapies (Patrick and Llndstrom, 19731, The latter 
treatments are efficacious in most MG patients, including those without anti-AChR antibod- 
ies, a4beit with occasional severe side effects. Intravenous immunoglobulin (IYIg) has also 
successfully been used to treat MG (Fateh-Moghadam et al., 19134). Unfortunately, none of 
the aforementioned treatments, alone or in combination, is sufficient to treat a11 MG patients. 
Particularly the treatment of WIG patients without anti-AChR antibodies is difficult because 
the pathogenesis is not welJ understood. The recent discovery of anti-MUSK antibodies in 
some, but not all patients without anti-AChR antibodies (Hoch et al., 2001), has shown thcrt 
MG is a heterogeneous disease with different causes and varying responses to treatment. 
Hence, more efficient and specific treatments are required and the subtypes of MG need 
f~~r the r  characterisation. For the analysls of WIG, not only the changes of the immune system, 
but also the response of the muscle is of particular interest. The rnolecurar composhtiol? of 
the neuromuscullar junction determines the susceptibility to the autoantibody attack. The in- 

teraction of the AChR with r apsp  is pivotal for the integrity of the postsynaptic membrane. 
Gene therapy to increase synaptic rapsyn expression facilitated enhanced resistance and re- 
covery of the treated muscles (Chapters 2 and 3). Because dso adverse effects of extrasynap- 
ric rapsyn expression in ongoing chronic EAMG were observed, further research is needed 
to ensure endplate specific rapsyn expression and to establish safe and efficient gene transfer 
protocols for muscle therapy. 



Swmma~ and generaJ dsow%lrin 

An altcn~ativc therapeutic approach thaf could potentially be realised with the avail- 

able bio~echrrology on a short term is the treatment with neuroprotective recombinant hu- 
man antibodies [Chapter 5). Far this purpose a human IgG4 specific for the AChR was 

procliured. Because thls lg64 can compete with pathogenic IgGI anti-AChR auroaazt~bod- 

ies, anid dales not by itself damage the posnsy~aaptic membrane, it prevented the d~seasr? in a 
non-human primate model. 

Both aforen~entioned experimental therapies are only appliclable to hIG with anti- 

AChR antibodies. MG patients with anti-MUSK antibodles have normal AChR levels [Sel- 

cen et al,, 2004) and a high pnrpartion of IgG4 autoantibodies (Horch et al., 2001). Anti- 
MUSK antibodies do not affect all irtuscles equally, and the identification of the  underlying 

diaerences between afFected and resistant endplates could help to find targets for therapy. 

"lhe wadable diagnostic method for the analysis of anti-MmSK antibodies is an in~portant 

step for evaluating the eacacy of conventional therapies (Chapter 6). Moreover, it will be 
important to cnimic the clinical effect of these antibodies in an aninqal model. 

Chapter I reviews the use of experimental models for MG. Experimental auiloirn- 

mune myasthenia gravis (EAMC) can be induced in a large number of animal species by 
actwe immunisatio~m with AChR, by passive transfer of anti-AChR antibodles, by autolo- 
gous bone marrow transplantation and cylclosparin, or occur spontaneously. Depending 

on the model used, difFerealt ~~mmunological 1nechanisn.t~ are opetatior~al. In the active im- 
munisation n~odei, rhe 'r cell is pivotal m directing the anti-AChR antibody production 
towards pathogenic, that is, cross-linking and complement-fixing antibodres. Injection o l  
antl-AChR antibodies alone suffices to induce EAMG, excl~lding the role of specific cell- 
mediated rlnrnune responses in the eRector phase of the disease. Aged rats are resistant: 

to the induction of EAMG by passive transfer and active irnrriur~lsation. Illis resistance 

correlates with increased amount of rapsyn and s-laminin (laminin c t l P 2 ~ 1 )  relative to the 
AChR 31 the neuromuscular juxiction. In bone marrow transplantia(ionr and cyclosporin 

EXMG, dysregulakion of the anllnune system in  the absei~ce of immunisation is capable 
of inducing nrynsthenia. 

Chapter 2 describes the experimental approach to sludy the role ofthe postsynaptic 
prateia~ ropsyn in the stabilisation oftthe AChW in EAMG. Because the AChR is clustered 
and sncl~ored in1 the postsynaptic rnernbravme of the neursrrruscular  unction by rapsyn, 
we l~yrpotlacsiseil that clldoge~zotts r d p s p  expression may be a11 important determinant 

o i  ACh12. loss and neuronruscular arallsmlssioir failure rn the human? disease and that up- 

reg~tla~ion of rapsyn expression coil~ld be used therapeutically. To examine first a potential 
tlner~peilitnc application of rdpsyn ~lpregulation, we lnduced acute EAMG in young rats by 
passive trmsfer of AChK aa~blbody, mAb 35, and used t r l  vivo electrogoratio~~ to over-ex- 
press rLlysyn unil~terally irr one muscle. We looked at the conapoutld muscle action poten- 
taols, at rapsyn and AChR expression by quantitat~ve radiolmmunoassay and immunofluo- 

rescence, and at the morphology of tire NMJs, comparing between the electrayorated and 
untre,~ted muscles, as well as between cosltrol a~lidl EAMG rats. In cormtrol rats transfected 



muscle fibres had extrasynapt~c rapaps]rrn aggregates, as well as shghtl~r increased rapsyr .rnd 
AChR concentrations at the NMJ. In EAMG rats, despite deposits of the membralle d t -  

tack compllex, the rapsp-overexpressi~lg ~~luscles skrotvcd no decrement irr, the cornpound 

muscle action potentials, no loss of AChR, and the majority had normal postsynaptic foIds, 
~vhereas endplates of untreated muscles showed typical AChR loss and morphological 

damage. These data suggest that individual diWerences in ~nnate rapsyn expressio~~ c o ~ ~ l d  
be the key factor in determining disease seventy, more than the concenrrdtion of clrculat- 
ing anti-AChW antibodies. 

In Chapter 3 the potential of sapsyn overexpression as a therapy for ongoing chronic 
EAMG is investigated. Despite of the presence of high titres of anti-AChR antibodies, the 
rapsyn owerexpresslon resulted in an increase of total nlernbrane AChR levels in ongojng 

chronic EAMG co~mpared with the contralateral untreated ~lnuscles. This increased AChK 
was localised at endplates and In extrasynaptic nzemlarane aggregates, and bound by rat 
anti-AChR antibodies. Endplates in transfectcd fibres of EAMG muscles w ~ t h  a high level 

of rapsyn recovered from AChR loss and were co~nparable to endplates from lrealthy ani- 
mals, but: the average AClrli level at the neuromuscular ju~rctions was not changed colz.1- 
pared to the contralateral untreated ri~usdes. At  the ultrxstruc"lura1 level, a large nui~zber of 

endplates in rapsynl-treated muscles had an increased damage of tlze postsytlaptic rnelz-1- 
Ibrane. The results suggest that extrasynaptic rapsyn might interfere with synapse recov- 
ery in EAMG and possibly MG, wlrile endplate-specific upregulakion of rapsyn expression 

might be therapeuticallly helpful. 
Chapter 4 reviews the role of non-human primate studies in the development of 

therapies for the treatment of MG. The phylogenetic proximity between higlier prin~aie 
species and hurnans is reflected by a high degree of immunological similarity. Non-human 
primates are therefore important experimental models for immune-based diseases 111 the 

human population. Nan-human primate disease models are becoming increasingly impor- 
tant for the preclinical develop~lrent and eflicacy evaluatron oh new iherapres, in particular 
those based on blologlcall mollecmles, whlch by their high specilicity cannot be lrstecl in  

rodents. For the researclr of MG, active irn~nun~isat~on with Torpedo AChOt and passive 
transfer of humam autoantibodies have been used Active in~nnunfsatior~ causes a severe 

disease and can lead to a high rate of respiratory faflure and death. Per colaira, passive im- 
rnunisation leads lo milder and reversible .MG symptoms and is tl-rerefore more suitable for 

the study of antibody eficts on the neiuronlusc~ilar junction. 
Chapter 5 describes a therapeutic approach for the protection of the AGhR against a 

rncanoclonal human auto-antibody in rhesus monkeys. The burnan antigen binding frag- 
rnent. I;ab 637, which 1s specific for the humat1 acetylcholune receptor (AGhR), protects 

against loss of AChRs by blocking the binding of pathogenic MG autoantibodies in vitro 
Fab 637 was used for the productiosi and analysis ofwhole l-~uman JgG1 637 and BgG4 637. 

FIhese antibodies bound to the hu~lna~a AChR with h1g11 afifinity. Immuno11istoclae1~1ica1 
studies showed that the antibodies cross-reacted with the rnuscle AChR of rl~esus tnon- 



keys, but not from lower primates. IgGP 637 bound and activated complement, where= 
IgG4 637 did not. Both recombinsant antibodies were brvalent and induced degradation 
of AChR of TE671 cells by antigenic modulation. The pahogeniciq of the antibodies 
was tested in a passi've transfer experimental MG model with rhesus monkeys. lgGE 637 
hduced muscle w a h e s s  and a decrernental response of the muscle compound action 
potential afier repetitive nerve stimulation, IgG4 637 did not have any pathogenic effect 
when injected, even at high concentrations tested, Thus, cross-linking of the A C ~ R  is not 
sufficient and complement binding is essential for induction of the disease. The iaduc- 
Eion of the disease was prevented in animals that received IgG4 637 prior to the challenge 
with IgGl 637. The resuhs indicate that IgGl anti-AChR antibodies arc sufficient to induce 
~nuscle weakness m d  IgG4 can. prevent the pathogenic egects d lgG1 autoantibodies in 
non human primates. These studies suggest a novel approach for the development of a 
treatment of patients snffering from MG. 

In Chapter 6 the effect of anti-MUSK antibodies on the clinical manifestation of se- 
ronegative patients were studied by comparing clinical features of anti-MUSK positive and 
anti-MUSK negative MG patients. The aim was to determine if myasthenia gravis (MG) 
with antibodies to MUSK is a distinct subgroup of seronegative MG. Antibodies to muscle 
specific tyrosine kinase (MUSK) were assayed in 55 N G  patients who had no antibodies 
to acetylchdine receptors. MG with anti-MUSK antibodies was characterised by a strik- 
ing prevalence of female patients (15 women, two men). Age at onset ranged from 22 to 
52 years, with 70.6% of patients presenting at t40 years of age. The majority of patients 
(82.4%) had prevalent involvement of facial and bulbar muscles, One third of them did 
not respond well to anticholinesterase drugs. Steroid immunosuppression was effective in 
eight patients (44.4%). Nine patients underwent thymectorny; six of these had no t h p ~ u s  
pathology, while three had a hyperplastic thymus, At the end of the observation period, six 
(35.3%) patients were in remission, five (29.4%) improved, four (23.6%) did not change, 
end two (11.7%) had died. Hence, MG patients with antibodies to MUSK have characteris- 
tic clinical features that are different from those of the remaining seronegative MG patients. 
This emphasises the predictive value of anti-MUSK antibody analysis in seraruegathe MG 
patients. 

The disease mechanisms in MG with anti-MUSK antibodies are not yet understood. 
One of the key questions is if complement mediated damage is also involved in this disease. 
Tile high titres of SgG4 anti-MUSK autoantibodies (McConville et al., 2004) and the intact 
morphology of endplates found in biopsies (Selcen et a]., 2004) suggest that the effector 
rneclzanism is entirely different from MG with anti-AChR antibodies. It would be of great 
value to isolate monoclonal anti-MUSK autoantibodies and to reproduce the patients' clinl- 
cal features in an animal model. 

The effect of ACbR antibodies has been analysed in detail using the experimental 
autoimmune IWG animal model. In convbinatiom with the aforementioned results, there 
is accumulating evidence that the changes of the postsynaptic membrane after binding of 
anti-AChR are the result of a dynamic interaction of the immune system with the muscle, 



The muscle actively enhances AGhRs turnover and removes AlChRs hrum the cell-mem- 
brane that are cross-linked by antibodies (antigenic modulation). This eRect of mti-AChR 
antibodies is insuflicient to cause destruction of the NMJ by itsdf (Chapter 5 )  and it is not 
pt clear if it Is an essential step of the following steps of the pathogenesis. When hunrnad 
Igf.331 ar lgG3 bind to AChRs at the NMJ, the axtibodies are further cross-linked by the 
complement molecule Clq. Also this step does not cause the disease directly but it nvedides 
the activation of the classical cascade of the complement system leading to the insertion of 
membrane attack complexes (MAC) into the postspaptic membrane (Tuzm et al., 21003). 

The membrane attack complex is a transmembrane pore that causes loss of cytoplasmic 
proteins and depolasisation of the membrane. It is intended for killing pathogens, hut upon 
auto-antibody binding, MAC can also cause depalarisation of the pas!sjmapfic mcnlbrme 
(Mozrzymas et al., 3993). However, nucleated cells can remove autologous co~nylenlenr 
from the membrane by vesiculation of MAC containing membranes. Because endocytosis 
is involved in AChR degradation (Kuncl et al., 1993), it is possible that this mechanism is 
responsible for the loss of postsynaptic membrane folding and AChR loss (Morgan, 1989). 

The degree of MAC induced AChR loss and postsynaptic membrane damage strongly de- 
pends on the anchoring of membrane protelns to the cposkeleton and the basal lamina. The 
AChR is clustered in the membrane by rapsyn which, in turn, is linked to the cytoskeleton 
via P-dystroglycan, utrophin and F-actin (Chayterll, Figure 1, page 21). Moreover, P-dystro- 

FBgure 1. Hypothetical scheme of complement induced degradation of the postsynaptic rnernbra~ne. Left: 
K~he AChR IS weaklly anchored to the cytoskeleton by rapsyn, dystuogl~ycan a~nd ur~rophin and ~rrterraalised by 
the muscle after complement activation. Right postsynaptic pratieins are protected by lg64 and stabilised 
by anchoring to the cytoskeleton. Complement is removed from the membrane, but withou~t concomitant 
loss of AChR. 



glplcarl is linked to the basal mernbrane vra a-dystroglycan and s-laminin (Bezakozra dstd 
Ruegg, 20013). Increased sapsyn expression stabllises the WMJ and increases the resistance to 
camplement [Figure 1). Rapsyn expression determines the degree of destruction at the NMJ 
after antibody binding to the AChR (Chapter 2). 311s hypothes~s can explain why some 
inuscles are more afFected than others in MG patients. Simllaaly, differences nn rapsyn ex- 
pression could influence the severity of MG and explain why anti-AChR antibody tltres do 

not generally correlate well with cclilrical symptoms. Therefore, ~t will be interesting to study 
if sapsyn expressIan is influenced by promoterpolymorphislns and how the r a p s p  promot- 
er is regulated by transcription factors such as Kaiso in digerent muscles and individuals. 

Increased sapsyn expression does not only protect bur can help to recover the AChR 
levels of the damaged NMJ in ongoing EAMG (Chapter 3). In tlae presence oiautoant~bod- 

ies, only synaptic expression of rapsyn Increases AChR levels in the postsynaptic mem- 
brane. For this reason, it: will be interesting to study the therapeutic effect of rapsyn expres- 
sion under the control of the endplate specific promoter of the AChR E-subunit. 

Because anti-AChR antibodies do not directly damage the NMJ, but elicit a patha- 
genic eiTect via the MAC, the prevention of complement binding to the endplate could 

potentially treat MG. Human lg64 does not bind complement, and AClrR specific BgG4 
blocks the binding of IgGl (and likely IgG3) auto-antibodies (Chapter 5). This effect is 
potentially therapeutic at 3 levels: firstly by decreasing complement binding: at tlae NMJ, 

secondly by prolecting AChIi-expressing myoid cells in the thyinus and thirdly by inhibi- 
tion oysonisation of AGlrR lnunune complexes by B-cells wa cornple~nent receptors. All 
these processes could h i t  the immune-response to the AChll. Because antibody titres of 
MC patients are 111 the nano-molar range, srm~all amounts of IgG4 would pr~bably suffice 
For an effective competition with auto-antibodies, thus rnahng ~t feasible to treat patlents 
for longer periods. This would be an advantage over IVlg which is only effective iin high 
consentsalians and is usually only prescribed in severe MG because of the limited avail- 
abil~ty of donor blood. 
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Samen vatting en algemene discussie 

Het postsynaptische mei~~braan van de neuromuscdaire j~inctie (NhSI) is een zeer gespeci- 
aliseerde structuur die de betreReende spier laat samentrekken ria activering door de neuro- 
trmsmntter acetylcholine. Aangezien beweglngscontrole valx vitaal belang is, heef de NR4J 
gedzrrende de evolutie blootgestaan aan diverse gerichte aanvalleil. Toxinen tegen tteui-omiis- 
culaire eiwitten zijn zowel als wapen als ter verdediging ingezet. Bekeiide voorbeelden zijn 

cobragif, curare en botulinumgif De overeenkoconist kusseii de symptoiiien die deze toxinen 
teweegbrengen en congenitale ofverworven spierziekten heeft ertoe bijgcdsagen dat de oor- 

zaak is ontdekt van nekten b ~ ?  de meiis waarbij de NMJ is betrokken. De acetylcholinesteraser- 
emmer fysosdgmine, een aaltidatum regen curare, was 11eí eerste nnedicijn dat werd gebruikt 

voor de behandeling van spierzwakte bij patienten met rnyastheniia gravis (MG) (lolly, 1895; 

Walker> 1934). I-let behandelingseffect van ace~ylcl~oliiriesierilise~e~~~niers .is echter slechts nij- 
deli~k en onvolledig. ïhymectornle werd als behandeling van MG toegepast g la dat bij obduc- 

tie van overleden MG-gatienten afwijkingen aar1 de thymus, zoals thy~mom~zs en folliculaire 
hyperplasie, waren vastgesteld (Starr, 1912). Bij sommige MG-patienten bleek thymectoriaie 

een gunstig effect te hebben. In 1973 oittdekten Patsick en Lindstrorn dan MG bij 85% van 
de patiënten wordt veroorzaakt door antistofin tegen acetylckolii~ereceptore~~ (AChll) die 
de NMJ aanvallen. Dit heeA geleid tot de oi~t~vikkelirtg van behandelingen met immmno- 

suppressie en plasmaferese (Patrick aild Lindstrom, 1973). Beide bellandelingen z i p  bij de 
meeste MG-patienten effectief, ook bij pa.tiënten zondcr a~~tistoKe~i tegen AChR. In soiiimige 

gevallen kunnen echten ernstige bijwerkingen optreden. Qok beharideling met intraveneuze 
inin~unoglobuline (IWEg) is met succes toegepast by MG-patienten (F"ate1.i-Moghada~ el al., 
1984). Maar ook in combinatie is geen van deze behaizdelitrgen werkzaam bij alle MG-1x1- 
tiikrrten. Vooral MG-patienten zonder amtustofkn tegen AChR blijveil riloeilijli tc bel aandelen^, 

omdat bij hen de pathogenese niet geheel duideliijk is. De recente ontdekkii.ig vair ~lniistofíe~~ 
tegen NuSK, die bij sommige, maar niet alle patreilten zoi~der anlistoKe11 legen AChR (I-ioch 
et al., 2001) worden aangetroffe11, heefi aangetoond dat MC een heterogeile anildocnang 1s 

met diverse oorzaket1 en een w~sselende respons op behandeling. Een eficíenlerr en iareer 
specifieke l-rehandeliiig is daarom noodzakelijk en de MG subtypen dienen verder ie wtrrdei~ 
gespecificeerd. 01-11 MG verder te onderzoeken zijn nief alleen de verarideririgen van liet ian- 

nuuunsysteem maar is ook de spierreactie van groot belang. De moleculaire samenstelling 
van de NM] bepaalt de gevoeligherd voor de aanval van atrtoantistoffen. De interactie vaii 

AChR met rapsyne is bepalend voor de integriteit van het postsynapkisclie inembraan Gen- 
therapie, waarmee de synaptische raysyne-expressiie wordt verhoogd, leidt tot een grotere 
resistentie en beter herstel van de behandelde spieren (hoofdstuk 2 en 3) în proefdieren met 
experimentele auto-iimmune qasthenia  gravis (EPIMG). Aangezien bij actieve, chroinisch~e 



EkMG ook een verergering van de zieke optrad door extrasynap~ische raps>~ne-expressie, 

is nader aliderzoek noodzakelijk om eindplaabpecifieke ra~syne-expressie te garanderen 
en om veili- en efiïciknte geritrasisferpra~toco1Je1~ voor spierbehandeling vast te stekleil. 

Een alternatiew therapeutische benadering is behandeling met neiiroprotectieve hu- 
mane recombinant antistoffeeai (hoofdstuk 5) .  Een dergelijke behandeling is met de huidige 

biotechnologischc mogelijkheden in principe op korte termijn te realiseren. Hiervoor is 

een AChK-specifiek hunraan IgG4 geproduceerd. Dit IgG4 kan met pathogene IgGl anti- 
AChR-autoantistofTm competeren en beschadigt her posasynaptische membraan niet, 
waardoor het myastheriie in een niet-humaan primatenmodel kan voorkomen. 

Beide bovenigenoemde experimentele behandelingen larinen alleen worden roege- 

past bij MG-patienten met antistoffen tegen AChR. Patiénten met arrtistoffen tegen MuSK 
hebben een normaal PLCP-iR-gehalte (Selcen et al., 2004) en een hoog IgG4-autoantistaffen- 
gelzalte (Hoch et al., 2001). De antistoffen tegen MuSK hebben niet op alle spieren hetzelfde 
schadelijke effectt. Her bepalen vaal de onderliggende verschillen tussen aangetaste en reci- 
stente eindplaten zou daarom kunnen lieipen om targets voor behandeling te vlndeii. De 
beschikbare diagnostische methode om antistoffeii tegen MuSK te analyseren is belasigryk 

o111 de lyerlc~aamhe~d van conventionele behandeling te kunnen evalueren (hoofdstuk 6). 
Bovendien is heb van belang het klii~ische effect van deze antistoffen te kunnen i~aboëttsen 
in een diermodel. 

In hoofdstuk 1 wordt hel gebruik van experimentele modellen voor MG besproken. 

EAMG kan bij een groot aantal diersoorteri worden opgewekt door aclieve AChR-irnmu- 
nisatie, door passreve transcer van aiutistoffen tegen AChR, door autologe beeninergtrms- 
plantatie en cyclosporine of kan spontaan optreden. Afhankelijk van het gebruikte model 
treden verschillende irn~nunologiscl~e rnechanldsrnen in werking. Bij een actief immnunisa- 
tiemudel spelen de ï-celleir een cruciale rol bnj de initiatie van de prodilictie van pathogene 

antistoffen antistoffen tegen AChR, die complement fixeren en kunnen cr«sslinken. Hei 
inspuiten van antistofkn cegcii ACIiR is al voldoelide om EAMG op te wekken. Hierbij 
wordt dan de rol var1 een specifieke, door de cel gemedieerde Irniiuuunireactie in de effec- 

lorfase van de zielite oizizeild. Oudere ratten worden door p s s ~ w e  overdracht ei1 actieve 
rrnmur~isat~e resistent legen EAMG. Deze resisfentie correleert met een verlieogd gehalte 
rapsyne en s-laminiae (lamjiiine alP2yl) in verhouding tot de AChR ter hoogte van de 

~icuron~~~scillaire junctie. Bij de overdracht van EAMG via beenmergtra~zs~lmntatie en cy- 
closporine raakt het immuunsysteem ontregelt door het ontbreken van immunisatie en kan 
n~yasihei~ia worde~i opgewekt. 

In hoojFdSft~k S wordt de experiinenrele onderzoeksbcnader~iig beschreven voor de 
rol die liet postsynapriische eiwit rapsyne speelt bij de stabilisermg van de ACh R. Rapsyne 
zorgt voor clustering en verankering van AChR i11 het pnstsynaptisclie membraan vaii de 
NMJ. Daarom veronderstellen wij dat endogene rapsyne-expressne inogelijk een belangrijke 

bepalende factor is voor ACIiR-verlies en storing van neuroinwsc~ilaire signaaloverdracht 
bij humane MG en dat verhoging van rapsyne-expressie als behandeling kan worden taege- 
['at. Om eerst de rilogelijke therapeutische toepassirrgen van rapsyllie te onderzoeken, heb- 



ben we acute E U f G  in jonge ratten opgewekt door rniddel van passieve overdracht van een 
AChR-antistof, m& 35, en hebben we met irr vivo elektroparatie ui~ilatrerde r~psyine-owr- 

expressie in &én spier bewerkstelligd. \~ervolgeiic is ~iaet behulp vali kivaritrtatieve radioliiii- 
m o a s s a y  eew imnurioflorescentie gekeken naar de samengestelde spieracdepoteintiaal bij 
rapsyne- er1 AChR-expressie es1 naar de rriorfologie van de NMI5, waarhij spieren iaiet en 

zoi~der elebroporatie in EAMG-ratten en controle railen mek elkaar werden \rclrgdeken. 
In de getransfecteerde spiervezels var1 controle ratteil hebben we extr~synupt1sche ray- 
syne-aggregaten aangetroffen en licht verhoogde rapsyne- en AChR-gehalteil ten hoogte 
van d e  NMJ. Bij EAMG-ratten vertoonden de spieren niet rapsyile-ovcrexpressie, oi1~2anks 

afzettingen van geactiveerd complement, geen afname van het spieractiepotieli~tiaal, geeii 
verlies van AChR eia had de meerderl~aid normale yostsynaptische plooien, terwijl b$ de 
eindplaten van onbehandelde spieren typisch AChR-verlies e11 rnorifologhche beschddi- 

ging optrad. Deze gegevens doen vernloeden dat de individuele verschillen in aailgeboren 
rapsyne-expressie de  bepalende factor kunnen zijn voor dc ernst van de ziekte, nneer dan 
de  concentratie circulerende antrstodfen tegen AChR. 

In hoofdstuk J wordt de  mogelijkheid oilderzoclzt lain actieve, cE.ironiiscE.ie EAMG 
Le behandeleii met rapsyne-overexpressie. Ondanks de aanwezigheid vali hoge tirers van 

antistoffen tegen AChR leidde rapsyne-overexpressie bij actieve, chronische EAMG tot een 
toename wan de totale AChK-gehalten in het nieinbraaii vergelelte11 met cie contral~terailc, 
onbehandelde spieren. Deze toename was te zien bij eindplaten en in aggregateri van hel 

extrasyriaptische membraan. Een grote hoeveelheid antistoffen tegen AChR was aai1 de 
AChR in de  celmembraan gebonden. De eindplaten in getransfecteerde EAMG-spiervezels 
rnet een I~oog rapsyne gehalte herstelden, van het AChR-verlies en waren te vergel~jkeil niet 

de  eindplaten van gezonde dieren. Het gemiddelde AChR-gehalte ter hoogte van de lieuro- 
musculaire juncties was echter niet veranderd vergeleken niet coi~tralaterale, onlreliandelde 
spiel-en. Op ultrastructureel niveau bleek het postsyiiaptische meinbraan bij een groot aan- 
tal eindplaten in mixt rapsyne behandelde spiereia grotere schat.ie ie hebben upgelopen. Uil  

deze resultateri blijkt dar extrasynaptische rapsyne her herstel vam de synaps bij EAMC; en 

r~ïogelijk MG kan belcainmeren, terwijl eindylaatspt.cifieke verlioginrg vaii rapsyne-expres- 

,ie als behandeling kan dienen. 
Iri hoofdstuk 4 wordt ingegaan op de rol vrin studies inel niet-huinane priiïzalen onn 

therapieen w o r  MG te ontwikkelen. De filogeruelischc verwari~schap iussen hogere pri- 
maatsoorten e11 de  mens komt tot uitdrukking in een sterke maie van ovcrccnkori~si Eucscn 
de  inimuiliologie va beide soorten. Niet-l~cuinatie priinateri zrormen~ daarom een belai-igrujk 

experimenteel rnodel voor ~minuunziekten bij de iriens. Zieli~emodelleiz mei niet-la~iniane 
primaten zijn van belang voor de preklinische ontw~kkehng en evaluatie vali clc werkzaam- 
heid van nieuwe therapieen, vooral behandelingen die op biologische inolec~ilen zijn ge- 
baseerd en vanwege de specificiteit nset bsj knaagdieren kunnen word ei^ getest. Biiliien 

het  MG-onderzoek is actieve immunisatie nnet Torpcde AChR en passicvc overdracht wan 
humane antistoffen toegepast. Actieve immunisatie leidt tot eriistiige ziekte en i i i  soi~~rnige 
dieren tot   es pi rat oir falei1 en overlijden. Passieve immunisatie veroorzaakt daareiaregen 



Bich;er.e en reversibele MG-symptomen en is daarom geschkter om het e f i c t  van antistof- 
fen o p  de NMJ te ondlerzoeken. 

Hoofdstuk 5 is een beschrijving van de experimentele therapie waarbij de bescher- 

ming van AGhR tegen monoklonale humane a~itoantistoffen in resusapen wordt getest. Her 
humane antigenbindende fragment Fab 637, specifiek voor de menselijke aceitylchollinere- 
cegtor (PIChR), beschermt tegen AChR-verlies door de binding tussen pathogene m.jas- 
thenia gravis-aiutoantistoEen in vitm te blokkeren. Fab 637 werd gebruikt om een volledig 
humaan IgC1 637 en lgC4 637 te produceren en te analyseren. Deze antistoffen binden 
met hoge affiniteit alm humane AGhR. Wit immunohistocbern~sch onderzoek blijkt dat de 

antistoîfen een kruisreactie aangaan met AChR in de spieren van resusapen, maar niet bij 
lagere prianaten. IgGl 637 bindt en activeert complement, terwijl IgG4 637 dah nieil doet. 
Reide recombinant antistoffen waren bivalent en wehen AChJR-degradatie van TE671-cel- 
len op door antigene rnodula~ie. De pathogeniciteit van de antistoffen werd! in een model 
mei resusapen getest waarin EAMG passief werd overgebracht. Door IgG1 637 ontstond 
spierzwakte en een verlaagde respons van de sameragesielde spieractiepotentiaial na her- 
haalde zenwwstin~ulatie. Bij inspuiting heeft PgG4 637 geen pathogeeiii effect, zelfs niet bil 
de Iïoge concentraties die in het oniderzoek werden gebruikt. Crosslinking van de AChR i s  

dus niet voldoende, inaar complementbinding is essentieel om de ziekte te kunnen opwek- 
ken. 

'Ii)ch werd opwekking van de ziek~e volledig voorkomen bij dieren die Tg64 637 kre- 

gen ioegediend voorafgaand aan de challenge met IgG1 637. Deze resultater] tonen aan dat 
%gG! airtlstoReein tegen AChR voldoende zijn om spierzwakte o p  te wekken en dat IgG4 de 
pathogene eflecten van IgGl-autoarutistoffen bi) niet-huinane primaten kan voorkoinen. 
Deze st~idies geven bovendien een nieuwe benadering aan om behandelingen van ME- 
patiënten te ontwikkelen. 

111 koofi8Jtuk 6 wordt het efect van amthtoiffen tegen MuSK op de kliriiscl.ie rnaxïifes- 
fatie bij seroiieg,ltieve patiënten bestudeerd. 1lierl.iij worden de klinisclae kenmerken van 
ítnl i-MiiSK-positieve ei? anti-M uSK-negatieve MG-pati@nteil vergeleken Het doel hiervan 
was vast le stellen of ~rnyaslheriia gravis (MG) met antistoffen legen MuSK een) akonderlilke 
subgroep van seronegatieve MG vormt. Antistoffei~ tegen spierspecifieke tyrasine kinase 
IMuSK) werden bij 55 MC-patikiïteiz onderzocht die geel1 atïtistoflën hadden tegen acetyl- 
chaliiïereceptoren. MG niet antistalTeli tegen ML~SK h ~ a n ï  opvallend vaak voor bij vrou- 
wei) (15 ~~rowwei-i, twec iïïanrien). De leefiìjrl bij her ontstaail van de ziekte liep uiteen van 

20 tot 52 jaar, waarbij 70,696 van de patientem jonger was dan 40 jaar. Bij clle meeste patiën- 
ten (82,4%) waren vooral de gezichtsspieren en bulbaire spieren aangedaan. Eei? derde van 

l.ieli reageerde nier goed op al~ticholinestcrase-middelen. Bij acht patuëntei~ ($4,4%) bleek 
steroide imriliinosirppressie eflbctieF. Negen patieiriten ondergingen thyn.rrectomie, zes van 
lierz haddeii geen afwijkeilide Il-iymus, drie vertoonden hyperplasie van de tbynïus. Aan het 
einde van de observalieperiode waren zes patiënten (35,3%D in remissie, vertoonden 
pat~kiiten (29,4%) een vcrbeteriilg, vier (23,696) geen verandering en ware11 twee patienten 
(1 1,7%) overledeii. Hieruit blijkt dat MG-patipnten met aintistoRen tegel? MuSK bepaalde 



kli,nische I n m e r k e n  hebben die verschillen van die andere seronegatieve MG-patiSn- 
ten. Dit benadrukt. de liwarspellende waarde van tests op antistoKetu tegen hlLuSK bij sero- 
negatieve MG-patiënten. 

Het zîekterizecElanisrne van MG inet antistoffen tegen MuSK ~hrordii nog rilet gelieel 
begrepen. Een van de hoofdvraigen is of beschadigirrg door complement trok een rol spedt 
bij deze vorm van MG. De hoge ititers van IgG4 autoarmtistofTen tegen Mu5K [RdCcCoiiville 

er ail., 2004) exil de nioritologisch intacte eindplaten in biopten (Selcen et al., 2004) doen vrr- 

rnoeden dar het effectormechdnisnle totaal verschild van clat bi] MG met. antistoft-en tegen 
AChR. Het zou zeer waardevol zijn onn de monoklonale autoantistoffen tegen MuSK re 
isoleren en  om de klinische kenmerken van patiënten in een diermodel te reproduceren. 

Het effect van AChR-antistoRei~ is met bel-iulp van hel experimentele diermodel 
m o r  MG iin detail onderzocht. T317 combinatie met de Iiiervoor genoemde resultaten levert 
dit een steeds sterker bewijs dat de veranderingei? lirail het postsynaptisclze nneili~braair na 
anti-ACllR-binding her gevolg z ~ j n  van een dynamische interactie tussen het inaniuutl- 

systeem en de spier. De spier zorgt actief voor verhoging van de omzetting van AClilZ en 
verwijdering van AChK uit het celmernbraan dat door antilichamen is geb0ndet.i (antigene 
modulatie). 

Dit effect van antistoffen tegen AChR is op zich o~~voldoencle om de NMJ le bcschadi- 

gen (hoofdstuk 5) en het is nog nier dinidelijk of het een essentiële stap is in de pathogenese. 
Wanneer liurnaan IgG1 of lgG3 bindt aan AChR in de NMJ vindt verdere crossli~ikinlg 
plaats van de antistoffen door coniplernentmolecuul Clq. Deze stap leidt. rliet direct tot de 
ziekte maar activeert de Massieke cascade wan laet complementsysteena, waardoor mem- 
brane attack complexes (MAC) in het posasynaytische onernbraani gevormcl worden ('rtizun 
et al., 21003). Het MAG vormt een porie in het mensbraan waardoor verlies vdn cytoplasnw- 
eiwitten en depolarisatie vaii het membraan optreedt. Het MAC is bedoeld oin pathogeiien 
te doden, maar door binding aan autoai~tistoffen kan liet ook depolarisatie van het pos~sy- 
naptische rraembraail veroorzaken (Mozrzymas et al., 1993). 

'Ioch kunnen celkern bezitre~~de cellen auiolrrog coinple~z-reiat uit ecn membraal1 ver- 
wijderen door vesieulatle va11 MAC-bevatteilde membranen. Omdat er bij ACErlX-degra- 

datie sprake is van rndacytose (Kuncl et  al., 19933, is het n-siogelijk dat dit i~~ech<i i~is i i~e  
verapitv~oordelijl is voor het verlies wan postsynaiptissl-le plooiing e11 Achli-verlues (Mor- 
gan,  1989). De nnate wan AChR-verlies en beschadiging van het postsyrriiptisclze mcinhradn 
door MAK hangt sterk af van de verankering van de i7ic1mbraai~tii1vitten aan 11et cytoskelet 
en de basale lamina. AChR wordt in het menubraan geclusterd door rapsyne, dak weer via 
P-dgisiroglycan, utrofine en 1;-actine gekoppeld is aai1 Iiel cytoskelet (hoodfstuk 1, figuur 1 ,  

pagina 211 ). Bovendien is P-dysdroglycan via ca-dystroglycrzn en s-laininine aan 1 x t  basale 

membraan gekoppeld (Bezakova aild Ruegg, 2003). Door verhoogde rapsyrie-expressie 
wordt de NMJ gestabiliseerd en de resistentie iegen campieinent vergrooi (general disczls- 

sjon, figuur 1, pagina 11 1). Rapsyne-expressie bepaalt de mate van beschadrging aan de 
NMJ nadat de antistoffen aan AChR binden (hoofdstuk 2). Dime hypothese kair een ver- 
klaring zijn voos Ilet feit dat sorrimiige spieren bij MC-patienten sterker worden aangetast 



dan andere. Zo k~uinnen de verschrllen In rapsyne-expressie ook de ernst van de ziehe bij 

MG-patlZ13ten be,invIoeden en wrklnren waarom er geen goede correlatie is tussen de titers 

van antistoffen tegen AChR en de klinische symptomen. Het zou daarom interessant zijn te 

onderzoeken of rapsyne-expressie door prornotor polporfismen wordt beinvloed en hoe 
de promotor van rapsyne in verschillende spiererr en ~ndividueii wordt gereguleerd door 

transcdptiefactoren als Ka~so. 
Verhoogde rapsyae-expressie kan daarnaast ook bijdragen aan het herstel van het 

AGhR-gehalte van een beschadagde NMJ bij actieve EAMG (hoofdstuk 3). Bnj aanwezig- 
heid van autoantistoffen wordt alleen door synaptische rapsyne-expressie de XLhR-gehal- 
ten in her postsynaplische membraan verhoogd. Het zou daarom interessant zijn onder- 

zoek te verrichten naar het therapeutische effect van rapsyrie-expressie onder controle van 
de eindplaat-specifieke promotor van de AChR- &-subunit. 

Aangezien antistoffen tegen AChR de NMJ niet direct beschadigen rilaar een patho- 
geen effect opwekken via de MAC, kan preventie van complenuentbindlng aan de eindplaar 

mogelijk een behai~deling zijn bij MG. Humaan IgG4 bindt geen complement en AChR- 
specifieke IgG4 verhindert de bindirrg van IgG1- (en waarschij~ilijk ook van EgG3-1 anti- 

slof£sn (hoofdsieik Si). Dit effect kan op drie niveaus een therapeutische werking hebben: 

allereerst door de connplemnentbiruding ter hoogte van de NMJ te vermindenen, ten tweede 
door de XChR-expressie van myonde cellen in de ~hyinus te beschermen eiz ten derde door 

de opsoriisatie van AChIi-immuun complex ei^ door Pd-cellen Ma corniplei~ientrecep~orei~ 

te reinmen. Al deze processen kunnen de iminuuinreactie op AChR beperken. Omdat de 

antistoftiters bij MG-palienten i11 het nanornelaire bereik liggen, zullen kleine hoeveell.~e- 
den IgG4 wamschijnlijk voldoende zijn voor een effectieve competitie met aut<oantistoEen. 

Hierdoor is het rniogelijk om patiënten gedurende langere tijd te behandelen. Dit ZOLI een 

voordeel ki~nr~en zijn ten opzichte van IWlg, dat alleen in hoge coneentratle effectief is en 
ineestal slechts bij ernslige MG wondt voorgeschreven i11 verband met het beperkte aariboid 
vnia doilorbloed. 
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