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Nieuwe inzichten in de moleculaire oorzaken van nefrogene diabetes insipidus

N.V.A.M. KNOERS, A.F. VAN LIEBURG, B.A. YAN QOST, C.H. VAN OS5, P.M.T. DEEN EN L.A.H. MONNENS

SAMENVATTING

Nefrogene diabetes insipidus (NDI) is een zeldzame erfehjke
nierziekte gekarakteriscerd door ongevoeligheid van het
distale nefron voor het antidiuretisch effect van arginine-
vasopressine. In de afgelopen jaren zijn twee verschillende
genetische defecten voor deze aandoening ontdekt. Muta-
ties in het gen dat codeert voor de vasopressine type 2 (V,)-
receptor zijn verantwoordelijk voor de geslachtsgebonden
recessieve vorm van NDI, terwij]l mutaties in het gen voor het
vasopressine-afhankeljjke waterkanaal aquaporine-2 ten
grondslag liggen aan de autosomaal recessieve vorm van de
ziekte. De detectie en analyse van natuurlijk voorkomende
mutaties in deze genen hebben het inzicht in de biologische
functie en de relatie tussen de structuur en functie van de
V,-receptor en het aquaporine-2-waterkanaal verruimd, en
daarmee het begrip van de celfysiologische processen die ten
grondslag liggen aan het concentrerend vermogen van de
nier vergroot. Tevens hebben deze bevindingen geleid tot
een verbetering van de diagnostische mogelijkheden en er-
feljjkheidsadvisering bij NDI.

SUMMARY

Nephrogenic diabetes insipidus (NDI) is a rare genetic renal

disorder characterized by insensitivity of the distal renal

nephron to the antidiuretic effect of arginine vasopressin.
In recent years two different genetic defects underlying the
disease have been identified. Mutations in the gene encod-
ing for the vasopressin type-2 (V,) receptor cause the X-
chromosomal form of the disease, whereas mutations in the
gene encoding for the vasopressin-dependent water channel
aquaporin-2 are responsible for the autosomal recessive
type of the disease. The identification and analysis of natu-
rally occuring mutations in the V, receptor and the aqua-
porin-2 water channel have increased the insight into the
structure~-function correlates of both proteins and thus have
led to a substantial progress in understanding the cellular
mechanisms underlying the concentrating ability of the kid-
ney. In addition, these findings have considerable impact on
diagnosis and genetic counseling of NDI.

INLEIDING

Congenitale nefrogene diabetes insipidus (NDI) is een
zeldzame erfelijke nierziekte waarbij het distale nef-
ron ongevoelig is voor het uit de neurohypofyse af-
komstige antidiuretische hormoon arginine-vasopres-
sine (AVP). Als gevolg daarvan verliest de nier zijn con-
centrerend vermogen en produceert grote hoeveelhe-
den hypotone urine (50-100 mosmol/kg water), het-
geen kan leiden tot ernstige dehydratie en elektrolyt-
verstoringen. De meest kenmerkende symptomen van
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het ziektebeeld zijn polyurie en polydipsie. In het eet-
ste levensjaar worden deze verschynselen niet snel her-
kend en staan aspecifieke symptomen zoals prikkel-
baarheid, anorexie, braken, groeiachterstand, koorts,
obstipatie, en ontwikkelingsachterstand op de voor-
grond.! De diagnose wordt daarom vaak pas gesteld
wanneer bij routine-laboratoriumonderzoek een hy-
pernatriémie wordt gevonden. Na het eerste levens-
jaar vallen polyurie en polydipsie meer op. Polyurie
kan in enkele gevallen leiden tot dilatatie van het uri-
newegsysteem. Een andere belangrijke complicatie
van NDI, die vooral in de oudere literatuur veelvuldig
wordt beschreven, is mentale retardatie. Algemeen
wordt aangenomen dat dit het gevolg is van ernstige
dehydratie van de hersenen in de eerste levensjaren.
In een recente psychometrische studie 1s aangetoond
dat de huidige prevalentie van mentale retardatie on-
der NDI-patiénten aanzienlijk lager is dan in de litera-
tuur wordt gesuggereerd.? Mogeljjk is dit het gevolg
van vroegere herkenning en betere behandeling van
de aandoening. NDI is een genetisch heterogene ziek-
te. In de meerderheid van de gevallen erft de aandoe-
ning geslachtsgebonden recessief over. In een aantal
families vertoont NDI echter een niet-geslachtsgebon-
den overerving. Zowel autosomaal recessieve als au-
tosomaal dominante overervingspatronen zijn be-
schreven. Recent werden de gendefecten ontdekt be-
horend bij de geslachtsgebonden vorm en bij een au-
tosomaal recessieve vorm.3"® Deze bevindingen heb-
ben niet alleen geleid tot een verbetering van de dia-
gnostische mogeljjkheden en erfelijkheidsadvisering
van NDI maar ook, en vooral, tot een beter begrip van
de basale celfysiologische processen die ten grondslag
liggen aan het concentrerend vermogen van de nier.
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Fig. 1. Model van de cellulaire processen betrokken bij de antidiu-
retische werking van vasopressine in de verzamelbuizen van de nier.
VP: vasopressine; R: V,-receptor; G: stimulerend G-eiwit; C: cata-
lytische subunit van adenylaatcyclase; PKC: proteinekinase C; pG:
prostaglandines; ANP: atriale natriuretische factor.
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In dit artikel geven wij een overzicht van recente in-
zichten in de renale werking van AVP en de molecu-
laire oorzaken van NDI.

DE WERKING VAN AVP IN DE NIER

AVP wordt uitgescheiden door de neurohypofyse wan-
neer de serumosmolaliteit stiygt en als reactie op hy-
povolemie. In de nier bindt het hormoon aan spe-
cifieke receptoren in de basolaterale membraan van
de cellen in het laatste gedeelte van de distale tubulus
en de verzamelbuis (fig. 1). Stimulatie van deze vaso-
pressine type 2-receptoren heeft een stijging van cy-
clisch AMP (cAMP) tot gevolg, een eigenschap waar-
door deze receptoren, reeds lang voordat hun mole-
culaire structuur was opgehelderd, onderscheiden
werden van de vasopressine type I-receptoren. In 1992
werd door Birnbaumer et al. de DNA-structuur van het
humane V,-receptorgen opgehelderd.” Vertaling van

Intracellulair

de DNA-code resulteert in een receptoreiwit van 371

- aminozuren met een molecuulgewicht van 41.000. De

V,-receptor heeft de algemene structuur van G-eiwit
gekoppelde receptoren, bestaande uit 7 transmem-
braandomeinen van 20-25 hydrofobe residuen, ver-
bonden door intracellulaire en extracellulaire lussen
(fig. 2). De interactie van AvP met de V,-receptor in-
duceert de activatie van adenylaat-cyclase en de stij-
ging van CAMP via tussenkomst van een stimulerend
G-eiwit. CAMP 1nitieert vervolgens een aantal opeen-
volgende, gedeeltelijk nog onbekende, intracellulaire
stappen, die uiteindelijk leiden tot fusie van intracel-
lulaire blaasjes, waarvan de membranen waterkana-
len bevatten, met de luminale membraan. Hierdoor
neemt de waterpermeabiliteit van de luminale mem-
braan toe en kan door de osmotische werking van het
hypertone mnterstitium van het niermerg water vanuit
het tubuluslumen geresorbeerd worden. Uiteindelijk
resulteert dit in de vorming van geconcentreerde uri-

Extracellulair

Fig. 2. Model van de vasopressine V,-receptor en lokatie van de de 10 mutaties waarvan het effect op de functie van de receptor met in vi-
tro-expressie 1s bestudeerd. De grijze symbolen geven de aminozuursubstituties aan; dunne strepen in het derde intracellulaire domein ge-

ven de ‘frameshift’-mutaties aan.
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ne. De waterkanalen blijven in de luminale membraan
aanwezig zolang stimulatie door Avp plaatsvindt.
Wanneer deze wegvalt treedt endocytose van de wa-
terkanalen op en vermindert de waterreabsorptie. Dit
mechanisme van exo- en endocytose van blaasjes
wordt ‘membrane shuttling’ genoemd.

Tot voor kort was de moleculaire structuur van de-
ze waterkanalen onbekend. In 1993 identiliceerden
Fushimi et al. een waterkanaaleiwit in de luminale
membraan van de verzamelbuiscelien van de ratten-
nier. Dit eiwit behoort tot een familie van mem-
braaneiwitten, de aquaporines, die functioneren als
selectieve watertransporteurs in planten en zoogdie-
ren. Bij zoogdieren zijn immiddels § verschillende
aquaporines geidentificeerd. De aquaporines 1, 2, en
3 komen zeer hoog tot expressie in de nier. Op grond
van de exclusieve lokalisatie van het door de groep
van Fushimi gevonden waterkanaaleiwit aquaporine
2 In de luminale membraan van de verzamelbuiscel-
len, postuleerden zij dat dit het vasopressine-afhan-
kelijjke waterkanaal is. Deze hypothese werd onder-
steund door de bevinding dat dehydratie en chroni-
sche Avpr-infusie bij ratten een toename van de aqua-
porine-expressie in het niermerg teweegbrengen.?'°
Na de ontdekking van het aquaporine 2-gen byj de rat
volgde de klonering van de humane homoloog, die
zich op chromosoom 12 bleek te bevinden.”

GESLACHTSGEBONDEN NEFROGENE DIABETES INSIPI-
DUS

Sedert eind jaren 8o werd door de meeste onderzoe-
kers aangenomen dat het defect bij geslachtsgebon-
den NDI op het niveau van de V,-receptor gelegen is.
Deze hypothese was gebaseerd op receptorstudies bi)
NDI-patiénten waarbij gebruik werd gemaakt van de
V,-receptoragonist  1-deamino-8-D-arginine-vaso-
pressine (DDAVP). DDAVP heeft naast antidiuretische
werking ook een aantal extrarenale effecten, namelijk
vaatverwijding en een verhoging van de bloedspiegels
van een aantal stollingsfactoren (factor VIII, Von
Willebrand-factor) en fibrinolytische factoren (weef-
sel-type plasminogeenactivator). Bij patiénten met ge-
slachtsgebonden NDI bleven deze extrarenale reacties
op DDAVP uit, hetgeen het bestaan van een gegenera-
liseerd V,-receptordefect suggereerde.'’ Deze veron-
derstelling werd ondersteund door genetische studies
en functionele expressiestudies. In 1988 werd het gen
voor geslachtsgebonden NDI door middel van koppe-
lingsonderzoek met polymorfe DNA-merkgenen gelo-
kaliseerd in het Xqg28-gebied, de subtelomere regio
van de lange arm van het X-chromosoom.'? Aange-
zien het vermoeden bestond dat NDI veroorzaakt werd
door een V,-receptordefect, werden vervolgens ham-

I10

ster-humane hybridecellyjnen met verschillende frag-
menten van het humane X-chromosoom functioneel
getest op de aanwezigheid van het V,-receptorgen. Al-
leen cellijnen die het distale deel van de lange arm van
het X-chromosoom (Xqter) bevatten vertoonden na
toevoeging van AVP aan het medium een toename van
cAMP-produktie, duidend op V,-receptoractiviteit.!3
Deze resultaten vormden een sterke indicatie voor de
aanwezigheid van een functioneel gen voor de V,-re-
ceptor in Xqter. De lokalisatie van het V,-receptor-
gen stemde overeen met de genetische lokalisatie van
het NDI-gen en suggereerde dat het V,-receptorgen en
het NDI-gen identiek zyn. De klonering van het hu-
mane V,-receptor cDNA In 1992 maakte het vervolgens
mogelijk het bewijs voor deze hypothese te leveren.”
Door drie onderzoeksgroepen werden de eerste mu-
taties in het V,-receptorgen bij NDI-patiénten gevon-
den.35 Inmiddelsis het totaal aantal verschillende mu-
taties dat in de literatuur beschreven 1s toegenomen
tot 64 (overzichten in Knoers™ en Fujiwara's). De
mutaties zijn niet geclusterd in een bepaalde regio,
maar worden verspreid door het hele gen gevonden.
De gevonden deleties en inserties van nucleotiden heb-
ben over het algemeen tot gevolg dat de tripletgroe-
pering van het DNA wordt verstoord (‘frameshift’),
waardoor de verkeerde aminozuren worden inge-
bouwd en de eiwitsynthese meestal vroegtijdig stopt.
Het is dus aannemelijk dat deze mutaties functionele
consequenties hebben. Het merendeel van de mutaties
in het V,-receptorgen zijn echter nucleotidesubstitu-
ties die resulteren in vervanging van een aminozuur
door een ander (‘missense’-mutaties). Om na te gaan
of deze mutaties inderdaad tot dysfunctie van de re-
ceptor leiden werd het effect van een aantal van deze

mutaties op de receptorfunctie bestudeerd door mid-

del van in vitro-expressiestudies. Daarbij werden de
natuurlijk voorkomende mutaties experimenteel aan-
gebracht in het normale V,-receptor-cDNA. Dit ge-
muteerde cDNA werd in niercellen tot expressie ge-
bracht, waarna de binding van radioactief AVP en de
cAMP-produktie werden gemeten. Tot op heden zin
op deze wijze 8 ‘missense’ mutaties en tevens twee ‘fra-
meshift’ mutaties bestudeerd.'®'9 Bij 4 van de 8 ‘mis-
sense’ mutaties (Y 128S in het derde transmembraan-
domein, Y205C en V206D in het tweede extracellu-
laire domein, en P286R in het zesde transmembraan-
domein) en de twee ‘frameshift’-mutaties (‘frameshift’
na R230 en ‘frameshift’ na H261 in het tweede inf-
racellulaire domein) werd een totale afwezigheid van
in vitro-AvP binding-gevonden'®'7 (fig. 2). Drie muta-
ties (Rr13W in het eerste extracellulaire domein,
Ri81C in het tweede extracellulaire domein, en
T204N 1n het tweede extracellulaire domein) hadden
geen volledige afwezigheid maar afname van Avp-bin-
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Extracellulair
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Fig. 3. Veronderstelde topologie van het aquaporine 2-eiwit. De plaats van de nucleotide deletie (369delC) en de aminozuursubstituties
(G64R, R187C, S216P) gevonden bij pati€nten met autosomaal recessieve NDI is aangegeven door pijlen. De aminozuren di¢ zijn gecon-
serveerd in de familie van aquaporines zijn aangegeven door de zwart gekleurde symbolen.

ding en caMP-produktie tot.gevolg.'®'® In overeen-
stemming met deze laatste in vitro-resultaten bereikte
de patiént met de T204N-mutatie na een dubbele do-
s1s DDAVP een hogere urineosmolaliteit dan gebruike-
Ik 1s voor NDI-patiénten.'? Bij één ‘missense’-muta-
tie (R137H in het tweede intracellulaire domein, fig.
2) vonden Rosenthal et al. een normale AvVP-bin-
dingscapaciteit, maar geen stimulatie van het adeny-
laatcyclase.’® Deze bevinding reflecteert vermoedeljjk
een onvermogen van de gemuteerde receptor om het
G-eiwit te activeren. Ondanks het grote aantal ver-
schillende mutaties dat in het V,-receptorgen is ge-
vonden, zijn er vooralsnog geen duidelyjke fenotypi-
sche verschillen binnen de groep patiénten met ge-
slachtsgebonden NDI gevonden.

AUTOSOMAAL RECESSIEVE NEFROGENE DIABETES
INSIPIDUS

Alhoewel de geslachtsgebonden vorm van NDI veruit

de meest voorkomende vorm van NDI 1s, vertoont on-
geveer 10% van de families een niet-geslachtsgebon-
den overervingspatroon. Bij één patiént uit een der-
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gelyke familie werd bovendien een normale extrare-
nale reactie (vaatverwijding en stijging van stoflings-
parameters en fibrinolytische parameters) op toedie-
ning van DDAVP waargenomen.?? Dit leidde tot de hy-
pothese dat een postreceptordefect de niet-geslachts-
gebonden vorm van NDI veroorzaakt. Deen et al. on-
derzochten of bij deze patiént mutaties aanwezig wa-
ren in het aquaporine 2-gen.® De patiént bleek sa-
mengesteld heterozygoot te zyn voor twee verschil-
lende puntmutaties (fig. 3): een puntmutatie resul-
teerde in substitutie van een arginine door een cystei-
ne (R187C) in een van de evolutionair meest gecon-
serveerde regio’s van de aquaporine familie, de ande-
re veroorzaakte substitutie van een serine door een
proline (S216P) in het zesde transmembraandomein
van het waterkanaaleiwit. Deze tweede mutatie ver-
stoort waarschiynlijk de alfa-helix-structuur in dit deel
van het transmembraandomein. De ouders van de pa-
ti€nt waren ieder heterozygoot voor een van de twee
mutaties en hadden geen symptomen van de ziekie.
Vervolgens werden in drie andere families mutaties in
het aquaporine 2-gen gevonden (fig. 3).2! In deze fa-
milies waren de pati€nten, die allen consanguine ou-
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ders hadden, homozygoot voor een mutatie. Om na
te gaan of mutaties in het aquaporine 2-gen ook in-
derdaad een niet-functioneel waterkanaal tot gevolg
hebben, werd de expressie van de mutante aquaport-
nes bestudeerd in odcyten van de Xenopus laevis
(klauwpad). Daartoe werden deze odcyten, die een
hoge translatiecapaciteit bezitten, geinjecteerd met
normaal of mutant aquaporine 2-RNA. De waterper-
meabiliteit van odcyten geinjecteerd met mutant RNA
verschilde niet van die van controle-odcyten geinjec-
teerd met water, terwijl de permeabiliteit van odcyten
geinjecteerd met normaal aquaporine 2-RNA met een
factor 10 toenam. Gelyktijdige injectie van mutant en
normaal aquaporine 2-RNA resulteerde in een norma-
le waterpermeabiliteit, hetgeen in overeenstemming 1s
met het ontbreken van symptomen bij heterozygoten
en dus met het autosomaal recessieve overervingspa-
troon dat NDI in de betrokken families vertoonde.%?!
Door middel van immunoblot-analyse en immunocy-
tochemie toonden Deen et al. aan dat de alwezigheid
van toename 1n waterpermeabiliteit in odcyten gein-
jecteerd met mutant aquaporine 2-RNAs wordt ver-
oorzaakt door een verminderd transport van de mu-
tante aquaporine 2-eiwitten naar de plasmamem-
braan.?? De resultaten van deze studies vormden het
definitieve bewijs dat aquaporine 2 het vasopressine-
afhankelijke waterkanaal i1s en essentieel voor de con-
centratie van urine onder invloed van vasopressine.
De recente studie van Van Lieburg et al. bevestigt
de hypothese dat de aanwezigheid van een normale
extrarenale respons op DDAVP geéxtrapoleerd mag
worden naar andere patiénten met aquaporine 2-mu-
taties (fig. 4).*3 Het lijkt dus mogelijk om door mid-

t-PA:Ag (%)
500 |- [ )
4 R187C
& QB4R
400 | ’Caegdﬂ
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Fig. 4. Weeflseltype plasminogeen-activator-antigeen (tPA:Ag)-re-
actie op DDAvVP-administratie bij 3 NDI-patiénten met een aquapo-
rine 2-defect. De gemiddelde waarde en standaardfout van het ge-
middelde van 6 patiénten imet een V,-receptormutatie worden even-
cens weergegeven. De tPA:Ag-waarden zijn nitgedrukt als percen-
tage van de waarden op t = 0 (100%).
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del van een DDAVP-test pati&nten met aquaporine 2-
NDI te onderscheiden van patiénten met V,-receptor-
NDI. Behoudens dit verschil zijn er vooralsnog geen
duidelijke fenotypische verschillen tussen beide groe-
pen gevonden.

VASOPRESSINE-ONGEVOELIGHEID BIJ VROUWEN

In de literatuur is een aantal vrouwen beschreven met
een klinisch manifeste NDI (overzicht in Van Lieburg
et al.?4), Na de ontdekking van agquaporine 2-muta-
ties als oorzaak van de autosomaal recessieve vorm
van NDI leek het zeer waarschijnlijk dat deze vrouwen
een aquaporine 2-defect zouden vertonen. Recent
werden vier families beschreven waarin vrouwen met
een manifeste NDI heterozygoot bleken te zijn voor een
mutatie in het V,-receptorgen.?+*5 Bij vier vrouweljj-
ke patiénten bleef de maximale urineosmolaliteit na
DDAVP beneden 200 mosmol/l. Daarnaast waren b
twee van hen de extrarenale reacties na DDAVP afwe-
zig, terwijl één pati€nte een normale stijging van fac-
tor VIII vertoonde.?#?5 In drie van de vier families
bleek ook bij asymptomatische vrouweljjke familiele-
den heterozygotie voor dezelide V,-receptormutatie
aanwezig te zijn. De beste verklaring voor het voor-
komen van verschillende fenotypen, variérend van
geen symptomen tot volledige manifestatie van de
ziekte, bij draagsters van een mutatie in het V,-re-
ceptorgen 1s een scheve verdeling van het X-inactiva-
tiepatroon. In dat geval zou bij symptomatische vrous-
wen 1n meer dan 50% van de cellen tnactivatie van het
normale allel optreden, een fenomeen dat ook is waar-
genomen bij andere geslachtsgebonden aandoeningen
zoals hemofilie en de ziekte van Duchenne. De dis-
crepantie tussen renale en extrarenale reacties op
DDAVP bij een van de bovengenoemde patiénten wijst

op variatie in het X-inactivatiepatroon tussen ver-
schillende weefsels.

DISCUSSIE

Tot op heden zijn twee genetische defecten geiden-
tificeerd die verantwoordelijk zijn voor het NDI-feno-
type. De detecte genen coderen voor eiwitten die het
begin en einde van de cellulaire vasopressinesignaal-
keten vormen. De detectie en analyse van natuurlijke
mutaties in deze genen hebben het inzicht in de bio-
logische functie en de relatie tussen structuur en func-
tie van zowel de V,-receptor als het aquaporine 2-wa-
terkanaal verruimd. In de toekomst zal dit inzicht met
de 1dentificatie en in vitro-expressie van nieuwe muta-
ties verder toenemen. Er is een aantal patiénten be-
kend dat noch een mutatie heeft in het codetende ge-
deelte van het V,-receptorgen, noch in het coderende
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deel van het aquaporine 2-gen. Of deze patiénten mu-
taties hebben in de niet-coderende gedeelten van deze
genen, dan wel een derde categorie patiénten verte-
genwoordigen met een defect 1n een ander eiwit van
de cellulaire vasopressinesignaalketen, is onbekend.
Uiteraard zou de 1dentificatie van zo’n derde catego-
rie NDI-patiénten de kennis van de processen die in de
cel plaatsvinden na Avp-stimulatie verder vergroten.
De ontdekking van twee genetisch verschillende de-
fecten heeft ook consequenties voor de genetische
counseling, met name wanneer het sporadische pa-
tiénten betreft. In die gevallen kan een DDAVP-test, al-
thans bij mannelijke patiénten, een eerste indicatie ge-
ven of het defect in de receptor dan wel in het water-
kanaal gelegen moet zijn. Vervolgens kan door gericht
DNA-onderzoek de oorzakelyke mutatie worden vast-
gesteld. Bij vrouwen met een klinisch manifeste NDI
bij wie de stamboom geen zekerheid geeft over het
overervingspatroon, kan alleen DNA-onderzoek uit-
sluitse] geven over de genetische oorzaak.

Wi danken M.A.J. Verdijk voor haar technische as-
sistentie. Het Niymeegse NDI-onderzoek wordt gesub-
sidieerd door de Nierstichting Nederland.
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