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Nieuwe ontwikkelingen in de diagnostiek van het syndroom van Alport

C.H.SCHRODER, H.H.LEMMINK, L.P,W.,J.VAN DEN HEUVEL EN H.J.M.SMEETS

INLEIDING .

Het syndroom van Alport is een erfelijk ziektebeeld, ge-
kenmerkt door hematurie, doofheid, nierinsufficiéntie
en oogafwijkingen.! De hematurie wordt vaak op de kin-
derleeftijd gediagnostiseerd, bij routineonderzoek door
school- of huisarts. Indien doofheid optreedt (in circa
60% van de gevailen), ontstaat deze rond de puberteit;
deze wordt gekenmerkt door een symmelrisch percep-
tief gehoorverlies, vooral in de hoge tonen. Nierinsuffi-
ciéntie ontstaat bij mannen in het algemeen op jeugdige
leeftijd, terwijl deze bij vrouwen later of in het geheel
niet optreedt. Er zijn echter Alport-families waarin ook
bij mannen de nierinsufficiéntie relatief laat ontstaat.
Binnen een familie komt de leeftyd waarop bl) mannen
nierinsufficiéntie ontstaat meestai overeen. Hasstedt et
al. onderscheiden 6 typen van het syndroom van Alport,
waarbij het vroeg (< 31 jaar) dan wel laat (> 31 jaar)
voorkomen van nierinsuffici€ntie en het al dan niet aan-
wezig zijn van doofheid de belangrijkste criterta vor-
men.? In de door ons gewijzigde tabel wordt van 7 typen
pesproken. Behalve de doofheid zijn ook cogafwijkin-
gen deel van het syndroom: een lenticonus anterior 1s
vrij karakteristiek voor het syndroom, maar wordt by
een minderheid van de pati€nten gevonden.’” De zoge-
naamde perimaculaire stippeling kan bij zorgvuldig oog-
heelkundig onderzoek gevonden worden bij ruim 9o%
van de patiénten.? Voorts gaat het syndroom van Alport
bij sommige families samen met macrotrombocytopenie’
en leiomyomatosis van de oesofagus.®’ Ten slotte moet
vermeld worden dat bij een aantal patiénten na nier-
transplantatie een antiglomerulaire basaalmembraan-
glomerulonefritis ontstaat, waarbij de patiént antilicha-
men vormi tegen de glomerulaire basaalmembraan
(GBM) van de donornier.?*

Het pathologisch-anatomische beeld van de nier toont
kenmerkende afwikingen by elektronenmicroscopisch
onderzoek van de GBM, terwijl lichtmicroscopie en im-
munotluorescentieonderzoek normale resultaten geven,
By elektronenmicroscopie wordt in het algemeen een
onregelmatige verdikking van de GBM gezien, met op-
splitsingen van de lamina densa, waardoor een zoge-
naamd bladerdeegaspect ontstaat. In de GBM worden
meestal dense granula gezien.

Omtrent het erfelijkheidspatroon van het syndroom
van Alport 1s in het verleden veel discussie gevoerd. Thans
is duidelijk dat het ziektebeeld in de overgrote meerder-
heid van de families X-gebonden dominant overerft. On-
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duidelijk is of er ook een autosomaal dominante vorm
bestaat, omdat steeds meer blijkt dat overerving bij fa-
milies met oorspronkelijk autosomaal dominante over-
erving in werkelijkheid X-gebonden blijkt te zijn. Wel
staat vast dat, in zeldzame gevallen, een autosomaal re-
cessieve vorm van het syndroom aanwezig is. In de be-
treffende families komt de aandoening bij meerdere broers
en (of) zusters voor, terwijl bij de ouders en de vorige ge-
neraties geen afwijkingen kunnen worden aangetoond.
Enige jaren geleden werd door verschillende groepen
onderzoekers aangetoond, dat het gen voor de X-gebon-
den vorm van het syndroom van Alport is gelegen in het
midden van de lange arm van het X-chromosoom. "

VOORUITGANG IN HET GENETISCH-BIOCHEMISCH

ONDERZOEK
De GBM bestaat voor een belangrijk gedeelte uit colla-
geen van het type IV (figuur 1), Tot voor enkele jaren
werd aangenomen dat collageen IV was opgebouwd uit
een tweefal ketens, de aur- en de o2-keten. In 1991 werd
vastagesteld dat ook een o3- en een o4-keten aanwezig
waren in de basaalmembraan.”? * De genen voor de al-
en de o2-keten werden naast elkaar gelokaliseerd op
chromosoom 13,” en voor de 03- en de og4-keten op
chromoscom 2. Onlangs werd halverwege de lange
arm van het X-chromosoom hel gen voor een tot dan toe
onbekende collageenketen gevonden,'® exact in het ge-
bied waar het gen voor het syndroom van Alport was ge-
lokaliseerd. Het leek nu aannemelijk dat (verschillende)
defecten in dit gen tot (verschillende vormen van) het
syndroom van Alport zouden leiden. De betreffende ke-
ten werd as-keten genoemd en het coderende gen het
COL4As-gen. Het vinden van mutaties in dit gen byj pa-

Indeling van het syndroom van Alport in 7 typen gewijzigd naar Has-
stedt;? de chromosomale lokalisatie van deze klinische fenotypen is niet
voor alle typen bekend

(ype erfelijk- leeftijd symptomen
heid
doofheid  andere

type | AD/X-dom < 31 jaar + eventuele
oogalwijking

type 11 X-dom < 31 jaar + evenluele
oogafwijking

type [II X-dom > 31 jaar + —

type [V X-dom > 3] jaar - —~

type V AD < 31l jaaren + trombopathic

> 31 jaar

type VI AD < 31 jaar + eventuele
oogalfwijking

type VII AR < 31 jaar +/— eventuele

oogafwijking

AD = autosomaal dominant; X-dom = X-gebonden dominant; AR =au-
tosomaal recessiel,
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FIGUUR I. Opbouw van de basaalmembraan. De basaalmem-
braan bestaat uit een netwerk van type IV-collageen (a). Het
type 1V-collageen is samengesteld uit een tripele helix van 3 o-
ketens (b), waarvan tot dusverre 6 verschillende soorten ont-
dekt zijn. Een o-keten bestaat uit een collageendeel en —aan de
uiteinden - 2 niet-collagene domeinen, het NCi-domein en het
NC2- (of 7S-)domein (c). De 51 exonen van het voor de
COL4As5-keten coderende gen zijn schematisch weergegeven
(d). De tot nu toe geanalyseerde exonen zijn omlijnd.

tienten was het definitieve bewijs voor de rol ervan by
het syndroom van Alport.

Op dit moment worden door een groot aantal groepen
onderzoekers de mutaties in het COL4A5-gen by pa-
ti€nten in kaart gebracht. Eerst wordt gezocht naar grote
deleties via een Southern-blot-analyse van patiénten-
DNA met COL4A5-cDNA (= terugvertaald boodschap-
per-RNA) als probe. Vervolgens wordt exon voor exon
nagezocht op kleine veranderingen met een aantal spe-
cialistische technieken (figuur 2). Omdat het COL4A35
groot 1s (51 exonen), is dit een zeer tijdrovende bezig-
heid. Na 1,5 jaar intensief onderzoek hebben wij bij 20%
van onze patiénten mutaties in het COL4A5-gen gevon-
den. Inmiddels is een internationaal Alport-consortium
opgericht, dat tot doel heeft te komen tot een snelle uit-
wisseling van nog niet gepubliceerde onderzoeksge-
gevens op het gebied van de mutatiedetectie. De cotrdi-
natie ligt in de handen van de ontdekker van het
COL4As5-gen, K.Tryggvason van de Universiteit van
Oulu (Finland). Onze onderzoeksgroep vertegenwoor-
digt Nederland in dit consortium. Binnen dit consortium
zijn 30 mutaties in het COL4As-gen gerapporteerd,
waarvan 9 door onze groep.’?’ Zoals gebruikelijk bij X-

chromosomale aandoeningen met een (vroeger) letaal
karakter, zijn vrijwel alle mutaties verschillend. Bij circa
10% van de patiénten blijkt een grote deletie in het
COL4As5-gen aantoonbaar. De overige mutaties zijn
mutaties die leiden tot een afwijkend boodschapper-
RNA . met aminozuursubstituties of de vorming van een
incompleet eiwit tot gevolg. Inmiddels is bekend gewor-
den dat grote deleties aan de 5°-kant (het begin; 75-do-
mein) van het gen samenhangen met het ontstaan van
lciomyomatosis van de oesofagus,” terwijl grote deleties
aan de 3’-kant (het uviteinde; NCi-domein) samenhan-
gen met het ontstaan van anti-GBM-nefritis na nier-
transplantatie.?? # Over de rol van het COL4A5-gen bij
het sporadische of geisoleerde leiomyoom Is weinig be-
kend; uit een ongepubliceerd onderzoek blijkt dat bi)
22% van de patiénten met een erfelijke oesofageale lero-
myomatosis ook een syndroom van Alport bestaat
(J.Zhou, persoonlijke mededeling, 1992).

HET ONTSTAAN VAN ANTI-GBM~-NEFRITIS NA

NIERTRANSPLANTATIE
Bekend is dat bij een aantal pati€nten met het syndroom
van Alport een anti-GBM-nefritis ontstaat na niertrans-
plantatie. Ecn parallel met het Goodpasture-syndroom,
waarbij auto-antilichamen tegen de GBM worden ge-
vormd, wordt hierbyj getrokken. Inderdaad kon worden
aangetoond, dat de antilichamen van een aantal Alport-
patiénten gevormd tegen hun donornier (vrijwel) iden-
tiek zijn aan de Goodpasture-antilichamen.® 2 Qok anti-
lichamen gericht tegen een andere epitoop (‘familial
nephritis antigen’) zijn echter beschreven.?? Goodpas-
ture-antilichamen zijn gericht tegen het carboxyterminale

—

3052 3053 3054 3060 3001 controle  controle

FIGUUR 2. Mutatieanalyse in een exon van het COL4A5-gen in
een familie met het syndroom van Alport. De mutaticdetectie
1s gebaseerd op het feit dat DN A-fragmenten die verschillen in
samenstelling ook naar verschillende hoogten migreren na gel-
elektroforese. Alport-patiénten zijn zwart ingekleurd. DNA-
fragmenten van de vader (3054) liggen op dezelfde hoogte als
die van de 2 controlepatiénten. Alle 4 patiénten (3052, 3053,
3000 en 3061) hebben [ragmenten die verschillen ten opzichte
van de vader (gezond) en beide controlepatiénten. Na DNA-

sequentieanalyse kon voor alle 4 patiénten een mutatie aange-
toond worden.
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einde van de COL4A3-keten, het zogenaamde niet-col-
lagene NCi1-domein* Dit correspondeert met de 3'-kant
van het COL4A3-gen. Bij een aantal patiénten met het
syndroom van Alport die een anti-GBM-netritis na
transplantatie doormaakten, werden grote defecten aan
de 3’-kant van het COL4A5-gen gevonden. = Dit bete-
kent dat deze patiénten een belangrijk deel van de
COL4As-eiwitketen niet maken, met name het NCI-
domein niet. Na transplantatie met ecn donornier, waar-
in dit deel van het eiwit wel voorkomt, liggen antistof-
vorming en dus het ontstaan van een anti-GBM-nefrilis
yoor de hand. |

DE TOEKOMST
Een eerste doel voor verder onderzoek 1s de correlatie
van de gevonden defecten in het COL4AS5-gen met de
klinische expressie van het ziektebeeld (zie de tabel).
Een verband met grote deleties aan de 3'- respectievelijk
de 5’-kant met het ontstaan van anti-GBM-nefritis na
transplantatie respectievelijk lelomyomatosis van de oe-
sofagus is reeds vastgesteld.?? # %7 Verdere onderzoeken
zijn gericht op de samenhang van kleinere mutaties met
het klinische beeld.

Daarnaast blijkt clat niet bij alle families met een kli-
nisch bewezen syndroom van Alport een mutatie in het
COL4As5-gen wordt gevonden. Tot nu toe werd door
ons ongeveer de helit van dit gen m detail geanalyseerd.
Hierbi) konden bij 9 van 45 patiénten (20%) mulaties
worden aangetoond. Naarmate het onderzoek vordert,
zal dit percenlage ongetwijfeld nog stijgen. In onze
oroep werd in één familie koppeling met het COL4AS5-
gen nitgesloten. In deze familie 1s autosomaal recessieve
erfelijkheid op basis van een mutatic in het COL4A3-
gen aangetoond.?’’ Ook de eersle 2 mutaties tn het
- COL4A4-gen zyn inmiddels beschreven.! Op dit mo-
ment 1s het nog niet zeker bij welk deel van alle Alport-
patiénten een verband bestaat met mutaties van het
COL4A5-gen. Inmiddels is een a6-keten aangetoond,
eveneens gecodeerd door een X-chromosomaal gen.*
FHet 15 mogelijk dat ook mutaties zullen worden gevon-
den in het COL4AG6-gen bij X-gebonden vormen van dit
klinisch heterogene ziektebeeld. Voor diagnostisch on-
derzoek komen dus mecerdere genen in aanmerking.
Omdat er veel verschillende mutaties zijn gevonden in de
lamilies waarin het syndroom van Alport segregeert, moet
voor elke familie opnieuw het hele gen onderzocht worden.

Mutatiedetectie in dergelijke grote collageen-genen is
echiter beslist geen roufineactiviteit en het vinden van
een defect kan meerdere jaren duren. Bij een bewezen
X-chromosomaal Alport-syndroom in een bepaalde fa-
milie kan op indirecte wijze (door de aanwezigheid van
een hoogpolymorfe merker in het COL4A5-gen) toch
snel en betrouwbaar post- en prenataal onderzoek wor-
den aangeboden. Bij patiénten met een onduidelijk kli-
nisch beeld 1s het stellen van de diagnose met behulp van
rechtstreekse mutatiedetectic nog steeds heel moeilijk.

Tenslotte vormt een interessante patiéntengroep voor
verder onderzoek de patiéntenpopulatie met benigne fa-
miitaire hematurie, een aandoening die door sommigen
als verwant aan het syndroom van Alport wordt be-
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schouwd.” Deze — prognostisch gunstige — aandoening
wordt gekenmerkt door ecen dominant erfelijke, geiso-
leerde hematurie, waarbij bij het elektronenmicrosco-
pisch onderzoek van het nierbiopt uiterst dunne glome-
rulaire basaalmembranen worden aangetroffen, die er
overigens normaal uitzien.* In hoeverre aan deze aan-
doening een afwijking in een van de collageen I'V-genen
ten grondslag ligt, 1s volstrekt onbekend.

Belangrijke delen van het onderzoek van onze groep, zoals hier
gepresenteerd, konden worden uitgevoerd dankzij de steun van
de Nierstichting Nederland. Het onderzoek maakt deel uit van
een samenwerkingsverband, waarin participeren de afdelingen
Antropogenetica (drs.H.Brunner, klinisch geneticus, ir.H.
Lemmink, moleculair bioloog, dr.B.van Oost, moleculair bio-
loog, prof.dr.H.Ropers, klinisch geneticus, dr.H.Smeets, mole-
culair bioloog) en Kindergeneeskunde (dr.L.van den Heuvel,
biochemicus, ir.H.Lemmink, moleculair bioloog; prof.dr.
L.Monnens en dr.C.Schroder, kinderartsen) van het Acade-
misch Ziekenhuis Nijmegen. De auteurs zijn M.Nelen, analjst,
en J.Melenhorst en L.Kiujjtmans, studenten, erkentelijk voor
hun belangrijke bijdrage in het hier beschreven onderzoek,
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Aanvaard op 10 maart 1994

Oorspronkelijke stukken

Aangeboren urethrakleppen, ervaringen bij 73 kinderen

J.DE JONGH~VAN HOOF, J.D.M.DE VRIES EN L. A.H. MONNENS

Z1ie ook het artikel op bl. 61.

Urethrakleppen komen voor bij jongetjes en worden
omschreven als abnormale slijmvliesplooien, meestal ge-
legen distaal van de colliculus seminalis (verumonta-
num) in het proximale gedeelte van de urethra (figuur 1).
Het lijjkt een eenvoudige diagnose, omdat een minder
krachtige urinestraal wordt geproduceerd dan verwacht.
Ook de behandeling lijkt eenvoudig, omdat een ervaren
kinderuroloog met zijn geperfectioneerd instrumenta-
rium cystoscopisch de kleppen kan verwijderen. Toch
zijn in Europa bij ongeveer 10% van de pati€nten met
chronische nierinsufficiéntie urethrakleppen de oorzaak
van hun aandoening.
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SAMENVATTING
Doel. Vaststellen van symptomen/klachten bij jongens met
urethrakleppen en van de prognose op middellange termijn.

Opzet. Descriptief.

Plaats. Afdeling Kindernefrologie/-urologie, Academisch
Ziekenhuis Nijmegen.

Methode. Gegevens werden verzameld door statusonder-
zoek en door interview van de ouders van 73 kinderen. De glo-
merulaire filtratiesnelheid (GFR) werd bepaald met de serum-
creatinineconcentratie (volgens Counahan).

Resultaten. Algemene klachten zoals braken, onvoldoende
drinken, stilstand van groei al of niet met koorts overheersen.
Slechts bij ongeveer 20% van de kinderen waren er aanwijzin-
gen voor urethra-obstructie, zoals een verminderde straal. Bij
53 kinderen kon de GFR na de leeftijd van 2 jaar worden geme-
ten: by 11 was de GFR < 25 ml/min/1,73 m? llchmmSOppuvhk
Dit maakt uiteindelijk dialyse noodzakelijk.

Conclusie. Algemene klachten kunnen wijzen op urcthra-
kleppen. Specifieke symptomen zijn zeldzaam. De prognose
voor wat betreft de nierfunctie op lange termijn is onzeker bij
een groot aantal van de patiénten. Preventieve maatregelen
tegen nierfunctieverlies zijn er nict.
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