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2. BEVEZETES

2.1. A komplementrendszer

A komplementrendszer szervezetiink természetes immunitasanak része. A természetes
(velesziiletett) immunitas részét képez6é komplementrendszer leirasa Jules Bordet
nevéhez kotddik, de mar korabban Fodor Jozsef felfedezte a vérsavo baktériumold hatdsat
(1887), mig a komplement (C) elnevezés Paul Ehrlich nevéhez (1899) kapcsolhato (1, 2).
A komplementrendszer részt vesz a patogének eltavolitasaban, illetve kapcsolatot teremt
a természetes és adaptiv immunitas kozott (3). A komplementrendszert t6bb, mint 40
szolubilis és membranhoz ko6tott fehérje alkotja, melyek lehetnek a komplementrendszer
komponenseit alkoto fehérjék, receptorok és szabalyozo proteinek (4). A komponenseket
elsésorban a maj termeli, de lokalisan makrofagokbol, monocitakbol és epitélsejtekbol is
felszabadulhatnak. A fehérjék zimogén-formaban szekretalodnak, majd kaszkadszeriien
aktivalodnak proteolitikus hasitasok altal (5).

A komplementrendszer harom kiilonb6z6 utvonalon keresztiil aktivalodhat (1.4bra). Az
aktivalodast kivalhatjak idegen antigének, illetve karosodott sajat struktiurdk is. Az
aktivator tipusatol fliggben klasszikus (CP), alternativ (AP) és lektin ton indulhat be a
folyamat, A rendszer aktivalodasi utjait kiilon részben ismertetem. Mindharom a C3
molekula proteolizisén at egy kozds terminalis utba torkollik, melynek végén egy C5-t6l
C9-ig aktivalodott komplementfehérjékbdl all6 membran-karosité komplex (membrane-
attack complex:MAC, vagy mas néven terminal complement complex: TCC) jon létre,
mely a membran integritasanak megszakitasaval a célsejtek lizisét eredményezi (6).

Egy tovabbi, a korokozok eliminalasat célzo lehetéség, hogy a komplement fehérjék
hasitasa soran létrejové termékek, els6sorban a C3 hasitasa soran keletkez6 C3b
segitségével megjeldli az idegen sejteket, €s igy opszonizacidval eldsegiti a korokozdk
eltavolitasat a komplement-receptorral rendelkezé effektor-sejtek részvételével. A
komplementrendszer ezen talmenden eldsegiti az adaptiv immunvalasz kialakulasat az
antigénprezentacid, a B-limfocitak antigénreceptorokon keresztiil torténd kostimulacioja
¢és az immunologiai memoria kialakulasa altal (3). Emellett a gyulladasos folyamatokban
IS szerepet jatszik elsGsorban a komplement fehérjék hasitasabol szarmazé C3a és CSa
anafilatoxinok részvételével, (melyek koziil a C5a hatékonyabb anafilatoxin a C3a-nal).

Ezek a polipeptidek a kornyezetbe diffundalva a granulocitak, monocitak kemotaxisat és

crer
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simaizom kontrakciojat okozzak. Aktivalnak és modulalnak kiilonboz6 sejteket, mint a
trombocitak, mieloid-sejtek, T-sejtek, illetve a citokinek termelddését is fokozzak.
Emellett a szervezet sajat, elpusztult sejtjeinek eliminaciojaban is szerepet jatszanak.

A komplementrendszer fontos szerepet tolt be az immunkomplexek, apoptotikus sejtek
felismerésében és elimindldsaban, a szdveti regeneracioban, az angiogenezisben, és a

hematopoetikus progenitor sejtek mobilizilasaban (7, 8).

Alternativ ut Klasszikus ut Lektin at
Patogén felszinek, LPS, 1gG-t, IgM-et tartalmazo Apoptotikus/nekrotikus sejtek,
spontan aktivalédas immunkomplexek, CRP, N-acetil glikézamin, N-acetil
FXII galaktézamin mintazat

MBL, MASP-
ok, fikolinok
B-faktor INH
\r D-faktor
C4bp, CR1
C3(H,0)bBb I_m C4b2a e
\r c3
C3(H,0)bBbC3b C4b2aCb3
C5-konvertaz C5-konvertaz
C3a
anafilatoxin
/ cs, C7,
C8, C9
C5a

anafilatoxin

Membran karosité CD59, clusterin,
vitronektin

komplex
C5bC6C7C8(C9)n

l.abra. A komplementrendszer (Mella és mts.-i dbrdja alapjan modositva)
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2.1.1. Klasszikus ut

A klasszikus Gton torténd aktivacio elsdsorban IgG vagy IgM izotipusi immunkomplexek
segitségével jon Iétre, de a folyamatot kiilonbozo bakterialis, viralis struktarak, a XII-es
faktor és pentraxinok is beindithatjak.

A C1 molekulakomplex C1q alegysége ismeri fel és koti meg az aktivald agenst, mely
Ca?*-fiiggd modon kapcsolodik a C1s-Clr-C1r-Cls tetramerhez, mely négy szerin-
proteazbol all (9). A Clq globularis feji része megkdti az aktivald struktarat, mely
immunkomplexek esetében annak Fc része, egyéb aktivalo dgensnél annak toltéssel
rendelkez6 vagy hidrofob része. Ez a kotddés a Clr alegység konformacid valtozasat
eredményezi, mely autokatalizis révén aktivalodik és hasitja a Cls alegységet (10). Az
ilyen modon aktivva valo Cls szubsztratja a C4 és C2. A Cls eldszor a C4-et hasitja, és
a hasitas eredményeként létrejové C4b kovalensen lekotddik az aktivald felszinre. A
lekotodott C4b megkdti a C2-t, amely igy proteolitikusan hasithatova valik a Cls
szamara. Az igy létrejové C2a kotddik a C4b-hez, mely altal 1étrejon a klasszikus Ut
kozponti C3-konvertaz enzimkomplexe (C4b2a). Ennek katalitikus alegysége a C2, ez
képes hasitani a C3-at, melybdl a hasitott C3b fragmentum hozzako6tddik a komplexhez,
¢s létrehozza a C5-konvertazt (C4b2a3b). Ezutan a komplement aktivacié a C5 hasitasa
utan egy kozos terminalis utban folytatodik (11).

A klasszikus ut szabalyozasa tobb ponton torténhet. A C1 enzimkomplex aktivalodasat a
C1l-inhibitor (C1-INH) oly modon gatolja, hogy kovalensen kotddik hozza, és egy stabil
C1rC1sC1-INH-komplex alakul ki, mely ezek utan nem képes a tovabbi komponensek
hasitasara (C2, C4) (12). Masik szabalyozasi pont a C3-konvertaz szintjén van, ahol a
C4b tovabbi degradalasat C4c-re, illetve C4d-re a C4b-koto fehérje (C4bp) és az I-faktor
végzi (13, 14).

2.1.2. Lektin ut

A lektin utat baktériumok, virusok és mas mikroorganizmusok, illetve elhalt gazdasejtek
felszinén talalhatdo szénhidrat molekuldk (mannoz,N-acetil-D-gliikozamin, fukoz)
képesek aktivalni mannoz-koté lektinhez (MBL), fikolinokhoz és kollektinekhez vald
kotodésiikon keresztiil. Ezek a MBL-asszocialt szerin proteazokkal (MASP-o0k) alkotott

komplexként keringenek. Az aktivalt MASP-2 hasitja a C4-et és a C2-t, igy 1étrehozva a
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klasszikus uttal k6zos C3-konvertazt (C4b2a) (11). A MASP-1 egyfeldl autoaktivacioja
utjan képes hasitani a MASP-2-t, mely ezaltal aktivva valik, illetve sajat maga is képes
lesz C2-t hasitani, igy felerésitve a MASP-2 altali aktivaciot. A MASP-1 ezen szerepe
jelentdsen megnoveli a lektin Uton keresztiili aktivaciot, hiszen a MASP-2
autoaktivalodasa egy nagyon lassi folyamat (15-17). A 1étrejové C3-konvertaz a
klasszikus uton leirtakhoz hasonldan egy tovabbi C3 hasitasaval és a C3b megkotésével
C5-konvertazza alakul, és a kozos terminalis uton halad tovabb a lancreakcio.

A MASP-3-nak valdsziniileg a komplementrendszer alternativ utjanak aktivalasaban
lehet szerepe (18).

A lektin Gt szabalyozasaban a MBL/fikolin asszocialt fehérje-1 (MAP-1), illetve a kis
MBL/fikolin asszocialt fehérjék (SMAP) vehetnek részt azaltal, hogy a MASP-2-vel
versengenek az aktivalo felszinhez vald kotddésben. Ezen tilmenden a C1-INH és az
alfa-2-makroglobulin is részt vesz a szabalyozasban, amelyek a MASP-1 és MASP-2
fehérjékkel komplexeket képezve fejtik ki gatld hatasukat (19-22).

2.1.3. Alternativ at

Az alternativ ut aktivalodasat nukleofil csoportokkal rendelkezd, szidlsavban szegény
patogén felszinek, lipopoliszacharidok (LPS) inditjak el. A szervezet sajat sejtjei nagy
mennyiségben tartalmaznak szialsavakat, igy ezek fiziologias koriilmények kozott nem
képesek aktivalni az alternativ utat. Az alternativ ut a szervezetben viszont alacsony
szinten folyamatosan aktivalt allapotban van, melyért folyadék-fazisban a C3 fehérjében
talalhato tioészter-kotés hidrolizise a felelos (23). A C3 teljes frakcidjanak koriilbeliil
1%-a folyamatosan hidrolizalt allapotban van (24). Az igy keletkez6 C3(H20) B-faktort
tud kotni, melyet a MASP-3 hatasara aktivalodo, keringésben proenzimként jelen levd,
adipocitakbol felszabaduldo D-faktor hasit (25). Ennek eredményeként a B-faktor
hasitasabol keletkez6 Bb hozzakotédik a C3(H20)-hoz (C3(H20)Bb) és egy instabil,
folyadék-fazisban miikodé C3-konvertazt hoz létre. A kotott Bb tovabbi C3-at képes
hasitani, melybél a C3b Mg?" jelenlétében a felszinhez, illetve B-faktorhoz kotddik,
melynek D-faktor altali hasitasa utan 1étrehozzak az alternativ Gt C3-konvertazat (C3bBb)
(26). A komplex féléletideje nagyon rovid, stabilizalasara fiziologias koriilmények kozott
a properdin képes (C3bBbP) (27). A properdin emellett képes direkt aktivalni az alternativ
utat az apoptotikus és nekrotikus sejtek megkdtésén keresztiil (28-30).
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A kialakult konvertdz tovabbi C3-kat képes kotni, igy amplifikdlva a reakciot. A
keletkez6 C3b hozzakotddik a komplexhez, létrehozva a C5-konvertazt (C3bBbC3b),
mely a C5 hasitasan keresztiil a kozos terminalis ttban folytatodik (31).

Az alternativ Ut szabalyozasaért a folyadék fazisban elsésorban a H-faktor, illetve a H-
faktor-szerti fehérje 1 (FHL-1) tehetd feleléssé (5). A H-faktor C-terminalis régioja
felelds a felszinhez vald kotddésért, mig az N-terminalis régidja rendelkezik a regulator
funkciokkal (32, 33). Ezzel magyarazhatd, hogy atipusos hemolitikus urémias
szindromaban (aHUS) elsésorban a H-faktor C-terminalis régiojat érinté mutaciokat irtak
le, melyek felszini diszregulaciot eredményeznek, mig C3-glomerulopatiaban (C3G) az
N-termindlis régiot érintdé mutaciok karosithatjdk a folyadék fazisban végbemend
szabalyozast. A H-faktor egyrészr6l gatolja a C3-konvertaz kialakuldsat, masrészrol
elosegiti a komplex szétesését, illetve az I-faktor kofaktora a C3b inaktiv iC3b-vé, illetve
tovabbi C3dg-vé, C3d-vé torténd hasitasakor. Az I-faktor nemcsak a C3b-t, hanem a C4b-
t is képes inaktivalni, igy a klasszikus ut regulatoraként is miikodik. Felszinhez kototten
elsésorban a membran kofaktor fehérje (MCP, CD46) és a komplement receptor 1 (CR1)
viselkedik az I-faktor kofaktoraként (34). A FHL-1 a C5-fehérjéhez kotédve gatolja a C5-
konvertazt. A konvertdz szétesését gyorsithatja még a decay accelerating factor (DAF)

nemcsak az alternativ, hanem a klasszikus uton is (5).

2.1.4. Terminalis ut

A C3-konvertaz kialakulasa utan egy k6zds utban egyesiil a harom aktivalddasi utvonal.
A C5-konvertaz hasitja a C5 fehérjét C5a és C5b fragmensekre. A C5a anafilatoxinként
viselkedik, mig a C5b leko6tddik a targetfelszinre és maga mellé koti a Co-ot, majd a C7-
et. Az igy létrejovo hidrofob komplexhez képes lesz a C8 hozzakotddni és a membranba
mélyedni, melynek eredményeként kismértekii lizis kezdddik. Végezetiil a C8-hoz tobb
C9 molekula kot6dik, mely porusképzédést eredményez a célsejt membranjaban, annak
lizisét okozva (6). A TCC kialakulasa szintén tobb modon szabalyozott: gatolhatja a
CD59 (protektin) membranfehérje, mely a C5b-8-hoz és a C5b-9-hez kotédik a
lipidkettésrétegben (35). A klaszterin a C7-hez kotédik, igy az nem lesz képes a
membranhoz kapcsolodni (36), mig a vitronektin a TCC membranba val¢ integralodasat
akadalyozza meg azéltal, hogy kotodik a C5b-7-hez, illetve gatolja a C9 polimerizaciojat
(37).
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2.2. Komplementrendszert érinté betegségek

A komplementrendszer részvétele a kiilonb6z0 patologias allapotokban nagyon
szertedgazo. A rendszert érintd sériilt szabalyozas vagy tulzott aktivalodas szédmos
korképben, elsésorban a vesét érinté megbetegedésekben jatszhat szerepet (34).

Koéros folyamatokat okozhat a komplement komponensek oOroklott vagy szerzett
deficienciaja, defektusa: ilyen példaul a C1-INH hianyaban kialakul6 6rokletes és szerzett
angioodéma (38, 39) vagy a regulatorok deficienciainak eredményeként kialakulo aHUS
(40), C3G (34) vagy az idskori makula degeneracio (41).

Masrészrél nagyon sok betegségben mutattak ki fokozott komplement aktivaciot,
konszumpciot:  Kiilonb6z6 szisztémas autoimmunbetegségekben, antitest-medialt
rejekcioban, ischémids-reperfuzids kéarosoddsban, neurodegenerativ betegségekben,
gasztrointesztinalis betegségekben, terhességgel asszocialt betegségekben, hogy csak
néhanyat emeljiink ki koziiliik.

Az aHUS esetében az alternativ ut diszregulacid felel6s a betegség kialakulasaért. Mind
szerzett, mind 6roklott faktorok ebben szerepet jatszhatnak. llyen lehet a H-faktor elleni
antitestek jelenléte, illetve kiillonbozé mutaciok a komplement-asszocialt génekben, féleg
a CFH ¢és C3 génekben, de ezen kiviil érintett lehet a CFB, CFI, CD46, THBD, DGKE,
CHFR5 gén is (42, 43). A komplement diszregulacio az aHUS esetében a felszinhez
kototten zajlik. Ezzel szemben a C3G esetében, ahol hasonld patogenetikai tényezok
azonosithatdbak a betegség hatterében, a sériilt szabalyozas a folyadék-fazisban
jelentkezik (44).

Immunkomplex-medialt membranoproliferativ glomerulonefritiszben (IC-MPGN) az
immunkomplex altal aktivalt klasszikus ut jatssza a fOszerepet. Az utdbbi évek
eredményei azonban az alternativ Ut részvételére is utalnak, mivel vesebiopszias
anyagokban a H-faktorral rokon 5-6s fehérje (FHR-5), a H-faktor és properdin
lerakodasat is tapasztaltak. Szintén kimutattdk az alternativ ut fehérjéinek csokkent
szintjét, illetve C3-nefritikus faktor (C3NeF), illetve egyéb komplement autoantitestek
jelenlétét a betegek egy részében. Nemcsak a szerzett faktorok kozott, de a genetikai
eltérések korében is detektaltak alternativ utat érint6 variaciokat (1).

Az IgA-nefropatia (IQAN) a glomerulonefritisz leggyakoribb formaja. A galaktdz-

deficiens IgA1 képes aktivalni mind az alternativ, mind a lektin utat. Vesebiopszian a
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klasszikus ut komponensei hidnyoztak a depozitumokbdl, mig C3, properdin és FHR-5
lerakodasok megtalalhatoak voltak. FErdekes megfigyelés, hogy a CFHR3-1 gének
gyakori delécidja protektiv hatassal bir IJAN-ban (45).

Lupusz nefritisz az SLE-s betegek 50%-ban alakul ki. Elsésorban a klasszikus ut
részvétele mutathato ki a betegség hatterében a keringé immunkomplexek miatt, de egyre
tobb adat 14t napvilagot arra vonatkozoan, hogy a masik két itvonal is érintett lehet.
Gyakori az alacsony C3 szint €és az alternativ utat érintd genetikai vagy masodlagosan
kialakulo elvaltozasok. A CFHR3-1gének delécidja az IgAN-nel ellentétben riziko
tényezd lupusz nefritiszben (46).

Pauci-immun  glomerulonefritiszben mind immunglobulin, mind komplement
depozitumokat kimutattak a glomerulusban. Itt is megtalalhatoak az alternativ ut
aktivaltsagara utal6 jelek, mint a csdkkent C3 szint emelkedett Bb szinttel.

Primer membran6zus glomerulopatidban az IgG4 alosztalyba tartozo foszfolipaz A2-
receptor elleni antitestek a podocitakon eredményezik a glomerularis elvaltozasokat és a
glomerularis bazalis membran (GBM) karosodasat. Az IgG4 nem képes aktivalni a
Klasszikus utat, viszont a lektin ut esszencidlis szerepet jatszhat a betegség

patogenezisében (1).

11
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2.2.1. Membranoproliferativ glomerulonefritisz

A membranoproliferativ glomerulonefritisz  (MPGN) egy patologiai entitdas. A
fénymikroszkopos képet a mezangialis hipercellularitas, endokapillaris proliferacio,
valamint a dupla kontar képzodéssel jarod kapillarisfal megvastagodas jellemzi. Habar
torténetileg diagnozisként hataroztdk meg, és harom csoportra osztottdk, ma mar
egyértelmiien a hisztoldgiai kép leirasaként hasznaljak.

Az MPGNI1-re mezangialis proliferacio6 mellett mezangialis interpozicio, GBM
duplikacio, illetve a mezangialis és szubendotelidlis depozitumok jelenléte jellemzo.
MPGNZ2-re a nagyon elektrondenz intramembranézus depozitumok karakterisztikusak,
mig az MPGN3-at altaldban a membranoproliferativ elvéaltozasokon kiviil membrandzus
elvaltozasok is kisérik, mezangialis, szubendotelidlis, szubepitelidlis és esetenként
intramembran6zus depozitumokkal. Eredetileg az MPGNI1 hatterében elsésorban 1C-
MPGN, autoimmun betegséghez vagy neoplazmahoz tarsulé glomerulonefritisz, illetve
C3G allhatott. MPGN2-ként a dense deposit betegséget (DDD) definialtdk. MPGN3
esetében két format kiilonitettek el egyértelmiien, a Burkholder-format, mely MPGNI1-
hez nagyon hasonlo, de szubepitelialis elektrondenz depozitumok is jelen vannak, illetve
a Strife/Anders format. Ez utobbi formaban az intramembranozus depozitumok mellett
irregularisan szubendotelialis és szubepitelialis depozitumok is megfigyelhetok (47).
Gyakran a Strife/Anders forma C3-glomerulonefritiszt reprezental (48).

Az utdbbi években bevezetett ujféle klasszifikacid esetében mar eldtérbe keriilt a
patogenezis alapi besorolas, amelyre nem reflektdl az MPGNI1-3 besoroldas. A
komplementrendszer alternativ utjanak szerepének feltérképezése a betegség hattérében
elkiilonitette az immunkomplex-medialt és a komplement-medialt formakat (C3-

glomerulopétia) (2. dbra).

Az immunkomplex-medialt formak esetében elsédleges a betegség kivaltd okanak
feltarasa: ezek lehetnek infekciok (HBV, HCV, EBV), szisztémas autoimmunbetegségek
(SLE, Sjogren-szindroma, reumatoid artritisz), kiilonb6zé malignus betegségek

(hematoldgiai neoplazmak, plazmasejt betegségek, karcinomak) (34).

Ezzel szemben a primer C3G hatterében az alternativ Gt sériilt miikodése all, bar ez is

kialakulhat szekunder folyamat eredményeként.
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ImmunkomplexmedialtGN (IGMPGN) Komplement-medialt(C3G)

e |F:C36éslg e IF:C3 dominans
— Infektiv — Alternativ ut diszregulacid
_ Malignus } betegségek l
— Autoimmun

Densedepozit betegség (DDD)
C3-glomerulonefritisz (C3GN)
CFHR5 nefropatia

2. abra. A membranoproliferativ glomerulonefritiszek patogenezis szerinti osztalyozasa

2.2.2. C3-glomerulopatia

2.2.2.1. Klinikai jellemzok

A C3G egy nagyon ritka betegség, incidenciaja 1-2/milli6 £6 (34, 49, 50) évente. A C3G
két csoportra oszthato a hisztologiai kép alapjan, a C3-glomerulonefritiszre (C3GN) és
dense deposit betegségre (DDD)..

A C3G Kklinikai képe nagyon sokféle lehet, széles spektrumon mozog, a
glomerulonefritisz klasszikus tiineteit mutatja (51). Tiinetmentes mikroszkopos
hematuria, valamint proteinuriatl a nefrozis szindromaig, veseelégtelenségig terjedd
tiinetek jellemezhetik. Magasvérnyomas szintén kialakulhat a betegség kovetkeztében.
Leggyakrabban gyerekeket, fiatal felndtteket érint. DDD altalaban fiatalabb korban
jelentkezik minta C3GN (34, 50). Id6sebb korban jelentkez6é C3G esetében fontos kizarni
egyeb betegségeket. A betegség progresszidja sordn sok esetben (~50%) végstadiumi
vesebetegségbe (end-stage renal disease; ESRD) torkollik. Prognézis tekintetében
egyértelmii kiilonbséget nem sikeriilt azonositani n a kiilonb6z6 csoportok kozott. (52)
Gyakran alakul ki kiilonféle trigger esemény, példaul felséléguti infekcio, Streptococcus
fert6zés utan (53). A laboratoriumi paraméterek koziil a vesefunkciot és a vizeletet érint6

vizsgélatok mellett elsédleges fontossaguak a komplementrendszer mitkddésére iranyulo
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tesztek eredményei. Kiemelend6 a gyakran tartésan alacsony C3 szint, normalis C4
szinttel. A komplement aktivaciés markerek szintje (C3a, sC5b-9) sok esetben
emelkedett. Ezenkiviil kiilonféle patogenetikai tényezok jelenléte is igazolhato (anti-H-
faktor, nefritikus faktorok), melyeket a kés6bbiekben fogok részletesen targyalni. Fontos
kizarni a monoklonalis paraprotein jelenlétét a betegben, amely triggerelheti a folyamatot.
Differencialdiagnosztikai szempontbo6l tobb betegség jar hasonlé klinikai képpel, mint az
IgAN, lupusz nefritisz, immunkomplex-glomerulonefritiszek. F6 problémat a
posztinfekcidozus glomerulonefritiszt6l (PIGN) valo elkiilonitése jelenti, mely a C3G-vel
ellentétben gyakori korkép. Megjelenésekor hasonld képet mutat a két betegség, am a
PIGN néhany hét alatt regredial, a progndzisa jo, a C3 szint altalaban 3 honapon beliil
normalizalodik, mig a C3G esetében ez nem torténik meg. Ezenkiviil a proteinuria tartos
fennallasa és a folyamatosan romld vesefunkcid szintén nem jellemzd a PIGN-re, igy
ezeknél az atipusos lefolyast mutaté PIGN eseteknél fel kell vetni a C3G gyanujat, amely
vesebiopszia elvégzését indokolja (54). Tovabbi differencialdiagnosztikai kihivast primer
betegség szekunder formaktol valo elkiilonitése jelenti . Ezek lehetnek malignus
betegséghez, autoimmun folyamatokhoz, paraprotein jelenlétéhez, virusfertdzésekhez

(HVC) tarsulé formak (34).

2.2.2.2. Hisztologia

A diagnozis felallitasa a vesebiopszia alapjan torténik. A fénymikroszkopos képet a
membranoproliferativ elvaltozasok jellemzik (3.abra), de nem minden esethen.
El6fordulhat még mezangiokapillaris és endokapillaris proliferativ formaban is, valamint
a multban hasznalt MPGN1-es és MPGN3-as képpel is. Ezen kiviil leukocita infiltracio,
intersticialis fibrozis, félhold képzddés, és a betegség progresszidja sordn glomerularis

szklerozis is gyakran el6fordul (48).
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3. abra. C3-glomerulopatia fénymikroszkopos képe jellegzetes membranoproliferativ

elvaltozasokkal (Riedl et al. C3 glomerulopathy (34))

A diagnozis alkotaskor donté jelentdsége az immunfluoreszcens mikroszkopias (IF)
képnek van (4.abra). Itt az immunkomplex-medialt MPGN-nel ellentétben a C3 jelolodés
minimum két nagysagrenddel nagyobb, mint barmelyik egyéb immunreaktdns esetén
(19G, IgM, IgA, C1q). A dominans C3 jel6lodés legszembetiinébb a kapillaris fal mentén

¢és a mezangiumban.

4. abra. Er6s C3 jelolédés C3-glomerulopatia immunfluoreszcens mikroszkopias képén

(Riedl et al. C3 glomerulopathy (34))
A C3 jelolodést az immunfluoreszcencia vizsgalat soran C3c elleni antitesttel mutatjak

ki, amely tobb C3 fragmentumot is felismer, mint a iC3b, C3c, C3dg. Egyes esetekben

nem kizarélagos a C3 jel6lddés a biopszias anyagon, kis mennyiségli immunglobulin is
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el6fordulhat. A DDD-s betegek egyharmadaban fordul eld IgG az IF-en. Ez alapjan
alkottdk azt a definiciot, hogy C3 ¢és Ig kozotti kiillonbségnek minimum két
nagysagrendnek kell lennie. Bar még ezzel a meghatarozassal is vannak olyan DDD-ben
szenvedo kivételek, akik rendelkeznek denz ozmofil depozitummal a GBM-ban, de nem
teljesitik az IF Kritériumait.

Bér a diagnoézis altalaban egyértelmii a fénymikroszkopos és az immunfluoreszcens kép
alapjan, az altipusok tovabbi elkiilonitése miatt elengedhetetlen az elektronmikroszkdpia
elvégzése is. Ez alapjan a C3G-nak két formajat kiilonithetjikk el: a C3GN-t kevesebb
mezangialis, szubendotelidlis, szubepitelidlis depozitum jellemzi, mig a DDD esetében
nagyon elektrondenz ozmofil depozitum talalhaté a GBM-ban, illetve a mezangiumban,

Bowman-tokban és a tubularis bazalis membran mentén (47, 48) (5.abra).

5. abra. Ozmofil denz depozitum elektronmikroszkdpos képe a glomerularis bazalis

membranban denz depozit betegségben (Riedl et al. C3 glomerulopathy (34))

Ezenkiviil egy ritka genetikai forma is elkiilonitheté, mely a CFHR5 gén interndlis
duplikacioja eredményeként 1étrejové CFHRS-nefropatia. Ennek klinikai képe eltérd
lehet. Altalaban torokfijas mellett jelentkezd makroszkopos hematuria jellemzi

magasvérnyomassal és progredialo veseelégtelenséggel (55).
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2.2.2.3. Patogenezis

A betegség patogenezisének hatterében az AP sériilt regulacidja all. Ez az aHUS-sal
ellentétben folyadék-fazisban zajlik, nem a felszinhez kototten (5). Az azonositott
patogenetikai tényezOk koziil az egyik csoportba a kiilonbozé szerzett, komplement
komponensek elleni autoantitestek tartoznak, melyek a komplement komponensek
modulalasan 4t eredményezhetik a diszregulaciot. A masik csoportban genetikai
abnormalitasok allnak, melyek elsésorban a komplement-asszocialt géneket érintik, &m
ma mar egyéb gének is a figyelem koézéppontjaba keriiltek. Az e moédon karosodott
fehérjék mennyiségiikk vagy funkcidjuk megvaltozasan keresztiil modosithatjak a
komplement regulacio folyamatat.

Annak ellenére, hogy szamos patogenetikai tényezot sikeriilt azonositani a betegség
hatterében, a betegek tobb, mint 30%-ban nem sikeriil a diagnosztikusan elvégzett
laboratoriumi és genetikai vizsgalatokkal etiologiai faktort kimutatni. Ezen esetek
tisztazasara és a patogenezis jobb megértése végett, kulcsfontossagu tovabbi faktorok

feltarasa, melyek magyarazatul szolgalhatnak ezekben a betegekben.

2.2.2.3.1. Autoantitestek

Az alternativ ut sériilt szabalyozasanak hatterében kiilonb6z6, a komplement fehérjék
ellen termel6dé autoantitestek allhatnak (56). Ezek lehetnek H-faktor-, C3-, illetve B-
faktor elleni autoantitestek, illetve kiilonb6z6 nefritikus faktorok, mint a C3 nefritikus
faktor (C3NeF), C4 nefritkus faktor (C4NeF) és a C5 nefritikus faktor (C5NeF) (57-62).
Ezeket az autoantitesteket els6sorban komplement-medialt glomerulonefritiszben
mutattak ki, de el6fodulhatnak IC-MPGN-ben is. Ezen antitestek nagyjabol az esetek 40-
80%-ban detektalhatok (34, 63, 64).

A nefritikus faktorok koziil el6szor a C3NeF-et irtak le (65). Ezt az antitestet rutinszertien
mérik a nagyobb komplement laboratoriumokban vilagszerte. Nemcsak C3G-ben
szenved6 betegekben, hanem lupusz nefritiszben, meningococcus meningitiszben és
egészséges egyénekben is kimutattak (66-68). Szintén detektaltak oroklott parcialis
lipodisztrofiaban szenvedd betegeknél (69) és okularis druzen jelenléte (70, 71) esetében,

mely lehet a C3G extrarenalis manifesztacidja is. A C3NeF az alternativ tton 1étrejové
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C3-konvertaz neoepitdpjahoz kotddve stabilizalja azt (68), akadalyozva a H-faktor, CR1,
DAF altali inaktivalasat, igy megnoveli az enzim féléletidejét par masodpercrdl akar 4-
60 percre (72-76). Ennek eredményeként fokozott komplement aktivacio jon létre.
Properdin-dependens és properdin-independens formajat kiilonithetjiik el. Properdin-
dependens formaja a properdin-independens formaval ellentétben nemcsak a C3-
konvertaz, hanem a C5-konvertaz stabilizalasara is képes (68). Properdin-dependens
C3NeF altalaban C3GN-ben, mig a properdin-independens formaja DDD-ben fordul el
gyakrabban (77, 78). A C3NeF koriilbeliil a DDD-s betegek 80 %-aban, mig a C3GN-
ben szenvedd betegekben ennél ritkabban, nagyjabol 40%-ban detektalhato (56, 63, 79).
A C3NeF jelenléte csokkent C3 szinttekkel jar C3G-ben szenvedd betegekben (56). A
C3NeF szintje fluktualhat a betegség lefolyasa alatt, de eddig nem sikeriilt egyértelmii
Osszefliggést kimutatni a C3NeF aktivitasa és a klinikai kép kozott. Bizonyos vizsgalatok
pozitiv Osszefliggést talaltak a C3NeF el6fordulasa és a betegség progresszidja kozott (80,
81).

A C5 nefritikus faktor (C5NeF) egy, a kézelmultban leirt IgG autoantitest, amely a C5-
konvertaz stabilizalasaért felelés. Nemcsak a C3 csokkent szintjével korrelal a jelenléte,
hanem a megnovekedett sSC5b-9 szintjével is. C5NeF-t leggyakrabban C3GN betegekben
azonositottak (82).

A C4 nefritikus faktort el6szor 1980-ban irtak le (83), a legtobb kapcsolodo publikacio
ezekbdl az évekbol szarmazik. Az autoantitestet C3G-n kiviil akut glomerulonefritiszben,
lupusz nefritiszben, kronikus glomerulonefritiszben és Neisseria szepszisben mutattak ki
(84). A C3NeF-hez hasonlé funkcidokkal rendelkezik, am vele ellentétben a
klasszikus/lektin tton 1étrejové C3-konvertazt (C4b2a) képes stabilizalni dozis-fiiggd
modon. A C5-konvertaz stabilizalasara is képes 10-szer akkora doézisban, mint a C3-
konvertaz stabilizalasara (84). A membranhoz kotott C4NeF-ral stabilizalt C3-, illetve
C5-kovertazokra a DAF altali inaktivalas hatastalan (76). 100 hipokomplementémias
MPGN-nek diagnosztizalt beteget vizsgalva kimutattak, hogy jelen lehet C3NeF-ral
egyiitt, illetve 6nalldan is. Erdekes megfigyelés, hogy dupla pozitiv (C3NeF-ra és CANeF-
ra is pozitiv) betegekben kifejezett terminalis it aktivaciot mutattak ki (85). A C4NeF-t
nem mérik rutinszeriien a laboratériumokban.

C3-elleni autoantitestet (anti-C3b) elészor a 20. szdzad kozepén irtdk le

immunconglutinin néven, majd kimutattak, hogy az autoantitest a C3(H20)-C3b-iC3b-
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C3c kozos epitopjat ismeri fel. Infekcio utan, lupusz nefritiszben mutattak ki, ahol a
betegség sulyossagaval és alacsony C3 szinttel is korrelalt a jelenléte, ezen kiviil C3G-
ban és IC-MPGN-ben szintén detektaltak (86). In vitro koriilmények kozott megnovelte
az alternativ 0t C3-konvertazanak aktivitasat, illetve csokkentette a reguldtorok
hozzaférését a komplexhez (57). C3G-ben még tisztazatlan, hogy relevans faktor-e a
betegség kialakulasaban vagy egyszerl epifenomenon.

B-faktor elleni autoantitest jelenlétét szintén igazoltak MPGN-nek diagnosztizalt
betegekben 6nalloan vagy anti-C3b-vel egyiitt. Az antitest jelenléte szintén megndvelte a
C3-konvertaz aktivitasat. A két antitestet az MPGN-es esetek kevesebb mint 10%-ban
sikeriilt izolalni. Az esetek felében infekcid szerepelt a korelézményben (57).

H-faktor elleni autoantitestet a betegek ~10%-aban lehet kimutatni. A C3G-ben
Kimutatott antitestek — ellentétben az aHUS-ban detektaltakkal, ahol a H-faktor C-

terminalis részéhez kotddnek, mely a felszinhez valo kotésért felelés — a H-faktor N-

cres

crer

Osszefliggést nem sikeriilt kimutatni C3G-ben szenvedé betegekben. A C3G-ben
jelenlevé anti-H-faktor antitestek kisebb aviditassal kotédnek a H-faktorhoz, mint aHUS-
ban kimutatott autoantitestek. Ezek az antitestek gyakran fordultak el6 C3NeF-ral egyiitt

gyermekekben, illetve monoklonalis gammopatiaval felnéttekben (62).

2.2.2.3.2. Genetikai hattér

A betegség kialakulasaban a komplement fehérjéket kodold géneket - elsésorban az
alternativ Uthoz tartozo fehérjéket - érint6 genetikai eltérések is szerepet jatszanak. Ezek
lehetnek funkciovesztéssel jar6 mutaciok, melyek elsdsorban a regulatorok csokkent
miikddését eredményezik, illetve funkcionyerd mutaciok, melyek az aktivatorok fokozott
miitkddésében nyilvanulnak meg. Az igy felborult egyensuly az alternativ Ut
tulaktivalodasahoz vezet, ami a sejtek sériilését eredményezi. A betegek kb. 20-25%-aban
mutathatd ki az eddig ismert patogenezisben érintett génekben mutacio vagy
feltételezhetéen patogén variacio, de a genetikai eltérésen kiviil mas tényez6 fennallasa

is sziikséges betegség kialakulasahoz (79, 89-91).
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A ritka patogén variaciok elsésorban a komplement-asszocialt géneket: a H-faktort
(CFH), I-faktort (CFI), C3-at (C3), membran-kofaktor proteint (CD46), B-faktort (CFB),
Thrombomodulint (THBD) és a H-faktorral rokon 5-6s fehérjét (FHR5) kodold géneket
érintik (79). Fenticken kiviil a genomialis atrendez6dés FH-FHR, illetve FHR-FHR hibrid
fehérjéket eredményezve, vagy az internalis duplikacioé a H-faktor-rokon fehérje (CFHR)
génekben szintén szerepet jatszhat a betegség kialakulasaban (92-94).

Nemcsak betegség okozd mutacidkat, de rizikd haplotipusokat is azonositottak a CFH,
C3, CD46 génekben (1. tablazat).

szemben az aHUS-val, ahol leggyakrabban a C-terminalist kodold szakaszon
azonositottak. Leirtak heterozigdta, homozigdta és compound heterozigdta mutaciokat is
(95). Ezek altalaban csokkent C3b kotédést és kofaktor aktivitast eredményezntek.
Bizonyos mutaciok megakadalyozzak a H-faktor kijutasat az endoplazmatikus
retikulumbol, annak csokkent szintjét okozva (96).

A CFH gén Y402H polimorfizmusa a DDD kialakulasara hajlamositott, mig a V62l
polimorfizmus védo hatasa (79).

A C3 és CFB gént érintd mutéaciok koziil elsdsorban funkcionyerd mutaciok fordulnak
eld, melyek eléfordulasa nagyon ritka, viszont a konvertaz csokkent inaktivalodasaval
jarhatnak. Az MCP, H-faktor és DAF altali inaktivaciora rezisztenssé valva a konvertaz
fokozott mitkodését eredményezik (97-101).

A C3 génben talalhatd R102G és P314L polimorfizmusok DDD kialakulasara
hajlamositanak (90).

A CD46 génben talalhato mutaciok szintén a komplement regulaciot karosithatjak,
tovabba a MCPaaggt haplotipusa gyakoribb volt C3GN-ben és IC-MPGN-ben (56).

A CFI génben szintén eléfordulhatnak mutaciok (52), melyek a konvertaz inaktivalodasat
gatolva fenntartjak a komplement aktivaciot (102-104).

THBD gén A473V polimorfizmusa szintén gyakrabban fordult el6 C3G-ban szenvedd
betegekben (105).
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1. Tablazat: Rizik6 polimorfizmusok és haplotipusok C3G-ben

o NC NC (7]
= S © ‘T © [} mc
I e T A R e REREEREERER S
Gén Intro | Fehérje L., . .| Tipus | = | = .8 = .© L ST
pozicié | azonosité s |®s < <33
n =} = = L X Q.2
2|25 |<5 |=282¢
= E |2 € g e
© ©
2 Kédolo-
CFH p.V621 | c.184G>A | rs800292 . A | 222% | 70,8% 43,5%
misszensz
(scrl)
9 Kédolo-
CFH p.Y402H|c.1204C>T | rs1061170 | . C | 38,2% | 36,3% 27,8%
misszensz
(scr7)
Ko6dolé-
C3 3 |p.R102G| ¢.304C>G | rs2230199 | . G | 209% | 4,8% 9,8%
misszensz
Kodolo-
C3 9 |p.P314L | c.941C>T |rs1047286 | . T | 205% | 4,0% 8,6%
misszensz
Ko6dolé-
THBD 1 |p.A473V|c.1418C>T | rs1042579 | . T |179% | 57% 16,5%
misszensz
- C.-652G>A | rs2796267 | Promoter | G na na 38,4%
- €.-366G>A | 152796268 | Promoter | G na na 36,7%
CD46
€.989- Nem-
- 0
(MCF’z?\ag 9 78GSA rs1962149 Kodolé A na na 30,3%
ot riziko
haplotipu c.1127+638 Nem
- : ) 0
S) GoA rs859705 Kodold A na na 31,8%
Nem-
- c.*897T>C| rs7144 L C na na 34,72%
kodolo

MAF: minor allél frekvencia

1: Az egy bazist érintd polimorfizmus (SNP - single nucleotide polymorphism) referencia szama a dbSNP

adatbazis alapjan (URL: www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).
2: A ritkabb allél gyakorisdga (MAF - minor allele frequency) 4300 eur6pai/2203 afrikai szdrmazasu
amerikai személy adatai alapjan az ESP (Exome Sequencing Project URL:
http://evs.gs.washington.edu/EVS/ (02.2014)) szerint.
3: A ritkabb allél gyakorisaga (MAF - minor allele frequency) 1094 kiilonbozo eredetii személy adatai
alapjan az 1000Genomes fazis 1 (May 2011) vizsgalat szerint.
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2.2.2.3.3. A H-faktorral rokon fehérje csalad

A H-faktorral rokon fehérje csaladnak 5 tagja ismert (FHR-1, -2, -3, -4, -5), melyek az
1932 kromoszoéman kodoloédnak a komplement aktivalodas szabalyozasahoz kapcsolodo
génklaszter (regulators of complement, RCA) részeként. Az FHR-csalad tagjai short
consensus repeat (scr) szekvenciakbol épiilnek fel, és nagyfokt homoldgidt mutatnak a
H-faktorral, de egyikiik sem tartalmazza a H-faktor regulator doménjét, az scrl-4-et (6.
abra). Az FHR-eket felépitd scr-ek szama 4 és 9 kozott valtozhat. Az 6sszes FHR képes
kotdédni a C3-hoz ¢és aktivacios fragmentjeihez, illetve tartalmazzak a H-faktor C-
terminalis felszin felismeré doménjét (95). A fent emlitett homologia miatt feltételezik,
részt, de az eddigi kutatasok eredményei még megerdsitésre varnak. A konzervalt
domének jelenléte alapjan az FHR fehérjék két csoportra oszthatok.

Az 1l-es csoportba az FHR-1, FHR-2 és FHR-5-6s proteinek tartoznak, melyek
homodimerek és heterodimerek képzésére képesek, és konzervalt N-terminalis doménnel
rendelkeznek (106).

A 2-es csoportba a FHR-3 és FHR-4 tartozik, melyekrél dimerképz6 tulajdonsagot nem
irtak le, mivel hianyzik a N-terminalis dimerképz6 motivuma (106). Nagyfoku
homologiat mutatnak a H-faktor scr6-8 doménjeivel, melyeka heparinhoz és a CRP-hez
val6 kotddést medialjak (107).

Scr1-4 Scr 19-20
regulator domén felismer6 domén

HAfaktor 1234+ 9ODDPDIDIIDHIDDD

FHR-1 M2 YY)
FHR-2 Lk R

FHR-5 309990 U
FHR-3 299 25
FHR-4 >3 a.,
> on-

6. abra. H-faktorral rokon fehérjék felépitése Skerka et al. Complement factor H related
proteins (CFHRS)-modositva (106)
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A H-faktor és az FHR-fehérjék kozott tapasztalt magasfoka homologia felveti annak a
lehetdségét, hogy ezek a fehérjék képesek kompeticioba 1épni a H-faktorral a C3b kotését
illetden (108, 109).

Az FHR-1 fehérjének két variansa ismert,a CFHRA (FHR-10) és CFHRB (FHR-1) (110,
111), mindketté magasfok homologiat mutat a H-faktor C-terminalis szekvenciajaval.
Az FHR-1 plazmaban mért koncentracidja 70-100 pg/mL (112). Az FHR-1 képes kotni
a C3-at és a C3b-t, illetve gatolni a C5-konvertazt és kovetkezményesen a MAC
kialakulasat (112), az scrl-2 domének altal.

Az FHR-2 fehérje 4 scr alegységbdl épiil fel, és a plazmaban homodimereket vagy
heterodimereket képez az FHR-1-gyel (113). Az FHR-2 becsiilt plazmakoncentracioja
1/10-e a H-faktorénak (H-faktor plazmakoncentracié: 250-880 mg/L) (114), és szintén
rendelkezik komplement regulator aktivitassal. Képes gatolni a C3-konvertazt, ezzel az
amplifikacios kort akadalyozni anélkiil, hogy C3b-t kotne (106, 115).

Az FHR-5-t részletesen a késdbbiekben, kiilon részben targyalom.

Az FHR-3 proteint 5 scr domén alkotja, de nem tartalmaz N-terminalis dimerizacios
domént (116). A plazmaban tobbféle variansa jelenik meg, koncentracioja megfelel az
FHR-1 koncentracidjanak (117).

Az FHR-4-es fehérjét 9 scr alegység épiti fel, és az FHR-3-hoz hasonléan hianyzik a
dimerizacioés motivuma. A fehérje scrl-4 doménjei nagy mértékben megegyeznek az ket
kovetd scr5-8 alegységekkel (118). A CFHR4 gén két fehérjét kodol, az FHR-4A-t és az
FHR4B-t, melyek koziil az FHR-4B egy alternativ splice variansa az FHR-4-nek (119).
Az FHR-4 funkcidja nem teljes mértékben tisztazott, &m irodalmi adatok alapjan képes
kotni a C3b-t, fokozni a H-faktor kofaktor aktivitasat, illetve komplement aktivalo hatasa
is ismert (120). Tovabba az FHR-4A a C-reaktiv proteinnel (CRP) kolcsonhatasba 1épve
a karosodott sejtfelszinhez vandorol (107).

A CFHR-ek kozotti nagyfoka homolodgia, illetve a kozeli elhelyezkedés az 1932
kromoszoéman szintén esélyt ad a genomialis atrendezédésére a CFHR génekben, mely
hibrid fehérjék képzddéséhez vezethet. Ezeket a fehérjéket szintén leirtak a betegség
hatterében. Az FHR1-FHRS hibrid protein familiaris C3G-t eredményezett, €s kimutattak
a hibrid protein versengését a H-faktorral a C3b kotéhelyért (92). Az FHR3-FHRL1 hibrid
szintén oki tényezonek tekinthetd csaladi halmozodast mutaté C3G-ben (93), mig DDD-
ben FHR2-FHRS5 hibrid fehérjét azonositottak (94).
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2.2.2.3.4. A H-faktorral rokon 5-6s fehérje

A H-faktorral rokon 5-6s fehérjét (FHR-5) 2001-ben irtak le eldszor McRae és
munkatarsai, komplement depozitumok részeként (121). A fehérje — melynek génje
(CFHR5) az RCA géncluster 132 régiojaban talalhato (109) — a majban szintetizalodik,
65 kD molekulasulyt és 9 scr régio épiti fel (55, 109). Az N-terminalis 2 scr doménjén
keresztiil dimereket képes alkotni, amely noveli a ligandkotés affinitasat (115). Az FHR
fehérjecsalad tagjai koziil az FHR-5 mutatja a legnagyobb foki homologiat a H-faktorral,
figyelembe véve a H-faktor scrl0-14-es doménjeivel, valamint a H-faktor C-terminalis
scr19-20-as doménjeivel észlelt nagy mértékii hasonlosagot (122).

Funkcionalis in vitro vizsgalatokkal igazoltak, hogy az FHR-5 fehérje képes kotddni a
heparinhoz, CRP-hez, pentraxin-3-hoz (PTX3), illetve az extracellularis matrix (ECM)
bizonyos komponenseihez (109, 123). Kimutattak azt is, hogy képes gatolni folyadék
fazisban a C3-konvertazt (109), valamint a PTX3 kotésével képes szabalyozni a H-
faktoron keresztiili komplement aktivaciot, tovabba ECM-hez kotédve gatolja a H-faktor
feliilet-asszocialt kofaktor aktivitasat (123).

Az FHR-5-6t — mint koroki tényezdét — eldszor Gale és munkatarsai irtak le 2010-ben a
C3G hatterében (124). A CFHR5-nefropatia egy autoszomalis dominans moddon
orokl6do, endémias formaja a C3G-nek, melyet ciprusi populacioban azonositottak. A
betegség kialakuldsaért a CFHRS gén 2-es és 3-as exonjanak interndlis duplikdcioja
felel6s (ezek az exonok az FHR-5 protein scrl-2-es doménjét kodoljak) (124) és in vitro
vizsgalatok alapjan a mutdns FHR-5 fehérje a membran-kotott C3b-hez gyengébben
kotédik, mint a vadtipust fehérje. A CFHRS5-nefropatia altalaban mikroszkopos és
torokfajassal egyidoben jelentkezd makroszkopos hematuria epizodjaival jelenik meg,
nagyjabol a betegek fele progredial ESRD-be. A C3 szintje nem csokkent a betegekben,
mely feltehetéen a lokalisan zajlo komplement aktivaciora utal a GBM-ban. A
hisztologiai képet szubendotelialis és mezangialis depozitumok jellemzik (124).

A CFHR5 genetikai analizise az utébbi években tobb betegségben is felvetette esetleges
patogenetikai szerepét, igymint aHUS-ban, IgAN-ban vagy MPGN-ben (125-127).
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2.2.2.4. Terapia

Mivel a betegség hatterében nagyon sokféle etiologia lehet, illetve még nem ismerjiik az
etiologia minden részletét teljes mértékben, igy a terapias megkozelités bonyolult. Mivel
nagyon ritka betegségrdl van szo, a terdpias evidencidk igazolasa akadalyokba iitk6zik
(48).

Stratégiaként elsdsorban a szupportiv és az immunszuppressziv terdpidk jonnek
szamitasba. Tineti terapiaként ACE-inhibitor, angiotenzin-receptor-gatld kezelés
alkalmazhatoé (34). Immunszuppresszioként egyrészrél szteroid jon szdba, amely
hosszitavon alkalmazva csokkentette a proteinuriat. A mikofenolat mofetilt 6nalldan
vagy szteroiddal kombinacidban alkalmazzak els6sorban idiopatias MPGN-ben.
Szteroiddal egylitt alkalmazva a betegek nagyobb része maradt a klinikai remisszid
stadiumaban az egyéb immunszuppressziv terapiaban részesiilokhoz viszonyitva (128).
Calcineurin-inhibitorokat, mint a tacrolimust és cyclosporint elsGsorban szteroid-
rezisztens nefrézis szindroma esetén alkalmazzak. Ezen kiviil autoantitestek jelenléte
esetén ciklofoszfamid, B-sejt gatld terapiaként rituximab jon még szamitasba. Szintén a
kezelések korébe tartoznak a kiilonboz6 plazmaterapiak, mind a plazmaferezis, mind a
plazmapotlas, attol fliggéen, hogy milyen patogenetikai tényezdket lehet azonositani, bar
hatékonysagukra egyértelmil bizonyitékot még nem talaltak (48).

2012 o6ta a terapias valasztasok nagyban modosultak, mivel a komplement-gatl6 terapiak
megjelenése Uj tavlatokat nyitott a betegség kezelésében. A human C5-elleni antitestet,
az eculizumabot eldszor paroxizmalis nocturnalis hemoglobinuridban hasznaltak
eredményesen (129, 130). Ezutan keriilt torzskonyvezésre aHUS-ban, ahol 4ttord
eredményeket értek el az alkalmazasaval (131). A komplement terminalis utjanak
gatlasaval megakadalyozza az alternativ ut diszregulaci6é eredményeként 1étrejovo sejt-
és szovetkarosodast.  C3G-ben még csak off-label terapiaként hasznaljak az
eculizumabot. A vele kapcsolatos tapasztalatok még nem szolgdlnak egyértelmi
bizonyitékként ebben a betegségben valo hatdsossdgarol. Ennek oka lehet egyrészrol,
hogy a C3G esetében elsGsorban a C3-Konvertaz szintjén 1évo regulacio érintett, mig
aHUS esetében a C5-konvertaz szintjén megvaldsuld regulaciéd sériilt. Masrészrdl mig a
C3G esetében a folyadék-fazisban jelentkezik a komplement diszregulacio, addig aHUS-

ban ez a felszinhez kototten zajlik.
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Egyéb uj komplement-gatld terapiak is kifejlesztés alatt allnak, az eddigi eredmények
reménykeltéek. Fazis II vizsgalatndl tart az avapocan, mely egy C5aR1 inhibitor;
ALXN1210, ami egy hosszihatasu anti-C5 humanizalt ellenanyag (132); D-faktor elleni
inhibor az ACHO0144471; intravénas MASP-2 gatlo az OMS721; C3-inhibitor az APL2.
Két tovabbi szer mar a klinikai kiprobalas stadiumanal tart, ezek az AMY101, mely egy
szubkutan C3-inhibitor, illetve a LPN023, ami egy oralisan szedhetd B-faktor inhibitor.
Kiilonos jelentéségli a TP10, amely egy C3-konvertaz gatld szolubilis komplement-
receptor, igy a C3G kezelésében remélhetdleg kulcsfontossaguva valhat a kozeljovoben
(132).

Ha a C3G ESRD-be progredial (atlagosan 10 év alatt) (133), akkor elengedhetetlen a
hemodializis vagy peritonedlis dializis megkezdése, illetve végsdé soron
vesetranszplantacio elvégzése. A betegség rekurrencidja a graftban igen magas (~50%)
és altalaban 2-3 év alatt kialakul (51, 134), ezért nagyon fontos a transzplantacio el6tt a
pontos kivizsgalés, genetikai hattér feltarasa, hogy adekvat kezelés, esetleges eculizumab

védelem mellett torténjen a transzplantacio.
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2.3. Uj megkozelités a membranoproliferativ glomerulonefritiszek osztilyozasiaban

Habar az ismereteink nagyban boviiltek a MPGN-nek patogenezisét illetOen, tobb kérdés
is megvalaszolatlan maradt. Az elkiilonités az immunkomplex-medialt és a komplement-
medialt csoportok kdzott nem minden esetben egyértelmi, mint ahogy ezt a ma 1étez6
klasszifikacidban meghataroztak. Egyrészrdl nem egyértelmii az elkiilonités sok esetben
a C3GN ¢s DDD kozott, néha még IC-MPGN ko6zott sem, illetve az ismételt biopsziak
sokszor kiilonb6z6é képet mutatnak (48, 135, 136). Az a tény, hogy az alternativ 0t
diszregulacio a legfontosabb az elkiilonitésben a Ig-negativ és Ig-pozitiv MPGN kozott,
nem tinik egyértelminek, mivel sok esetben IC-MPGN-ben is talalhatok AP
diszregulaciora utald tényez6k, mint C3NeF vagy alacsony C3 szint normalis C4 szinttel
(56, 79). A karakterisztikusnak mondott immunfluoreszcens C3 jel616dés
megallapitasahoz DDD-ben szenvedé betegeket vettek alapul, nem az igazolt AP
diszregulacioval rendelkezoket (135). A kiilonbozé patologiai kép a C3GN és DDD
esetében nem utal kiilonb6z6 patogenezisre (89, 137-139).

Ezen kérdések tisztazasara latropoulos €s munkatérsai egy 0j statisztikai megkdzelitést
alkalmaztak. Kizarolag a betegek klinikai, genetikai, hisztologiai és komplement
eredményei alapjan egy hipotézis-mentes, adatvezérelt hierarchikus klaszter analizist
végeztek, mely eredményeként 4 kiilonallo csoportot kaptak. Ezek hatterében kiilonb6z6
patogenezist feltételeztek (140).

Az 1-es klasztert nagy mértéki komplement aktivacio jellemezte alacsony C3 szinttel, a
valdsziniileg patogén genetikai variaciok (likely pathogenic variation; LPV) és C3NeF
magas el6forduldsi gyakorisdgaval. A betegek diagnoziskori atlagos életkora alacsony
volt (15 év). A biopszias képet kevés félhold képzddés jellemezte, mezangialis
depozicioval(140).

A 2-es klaszterbe tartoz6 betegeknél szintén intenziv komplement aktivacio volt lathato
az AP abnormalitas kialakulasaért felelossé tehetd tényezok magas prevalencidjaval
(LPV/C3NeF), illetve magasabb Ig jelolédéssel és gyakoribb szubendotelidlis
depozitumokkal a mikroszkdpos képen. A nefrdzis szindroma el6fordulasa magasabb volt
(140).

A 3-as klasztert ezzel szemben alacsonyabb sC5b-9 plazma szint jellemezte, alacsony C3

szinttel és LPV/C3NeF magas el6fordulasi gyakorisaggal, illetve az intramembran6zus
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elektrondenz depozitum jelenlétével. A legtobb DDD-ben szenvedd beteg ebbe a
klaszterbe esett (140).

A 4-es klasztert alacsonyabb mértékii komplement aktivacio jellemezte, magasabb C3
szinttel, ritkabban el6forduldo LPV/C3NeF-ral. Ebbe a klaszterbe idésebb betegek
tartoztak és tobb szklerotikus glomerulus volt lathaté a biopszian. 4 beteg esetében
trombotikus mikroangiopatiat diagnosztizaltak a betegség lefolyasa soran (140).

Ezek alapjan elkiilonitették az 1-3-as klasztert, ahol massziv folyadék-fazisu, és a 4-es
klasztert, ahol felszinhez kotott komplement aktivaciot feltételeztek. Az igy elkiilonitett
Klaszterek 0Osszefliggést mutattak a betegek vesetulélésével, mely a hisztologiai
besorolassal nem mutatott kapcsolatot. A 4-es klaszterbe tartozo betegeknek, akiknél a
szilard-fazishoz kotott komplement aktivaciot hipotetizaltak, rosszabb volt a vesettlélése
a tobbi klaszterhez viszonyitva (140).

Kérdéses, hogy ezek a klinikailag relevans klaszterek felvalthatjak-e a hisztologiai alapu
besorolast. A Klaszter alkotas nagyban fiigg a vizsgalt adatoktol, igy fontos, hogy
fiiggetlen beteganyagon is megismételhetdek-e a kozolt megfigyelések (141).
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3. CELKITUZESEK

A membranoproliferativ elvaltozasok hatterében lezajldé patomechanizmus még nem
teljes mértékben tisztazott. Sok esetben nem lehet egyértelmiien elkiiloniteni az
immunkomplex- és a komplement-medialt formakat. Habar sok tényez6t azonositottak a
betegség hatterében, mind genetikai, mind szerzett etioldgiai faktorokat, melyeknek
okozati vagy riziko szerepe lehet - mint példaul kiilonb6z6 autoantitestek vagy SNP-k -,
még mindig a betegek tobb mint 30%-aban nem sikeriil oki tényez6t talalni a napjainkban
rutinszeriien végzett diagnosztikus tesztekkel és genetikai analizissel.

Célunk az volt, hogy feltarjuk 10j, potencialis genetikai, illetve szerzett patogenetikai

faktorok szerepét a betegségben, tovabba 0j megkdzelitésbol vizsgaljuk betegeinket.

3.1. H-faktorral rokon 5-6s fehérje szerepének vizsgalata C3G/IC-MPGN-es

betegcsoportban

Az FHR-5 fehérje nagyfoku szerkezeti homologiat mutat a H-faktorral, igy korabbi
vizsgalatok alapjan felmeriilt, hogy patogenetikai szerepe lehet a komplement-medialt
vesebetegségekben. Ennek tisztdzasara eddig féleg kisebb esetszamu vizsgalatokat
kozoltek. Nagyobb esetszamu leird vizsgalatokat elsdsorban IgAN-ban szenvedd
betegekrdl irtak le . Vizsgalatunk az elsd, melyben nagyszamt C3G/IC-MPGN-ben
szerepét.

Az FHR-5 szérum koncentracié mérésére hazi ELISA modszert allitottunk be, és ezzel
parhuzamosan a CFHR5 gén szekvenalasaval meghataroztuk a betegek altal hordozott
genetikai variaciokat.

Vizsgalatunkban a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszokat:

1. Van-e kiilonbség a betegek és az egészséges egyének FHR-5 szérumszintjei

kozott?

2. Tapasztalhato-e eltérés a CFHRS variaciot hordozok és nem-hordozok FHR-5

szintjének tekintetében?
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3. Megfigyelhet6-e Osszefiiggés az FHR-5 szintek és a betegek klinikai,

laboratoriumi, genetikai és komplement paraméterei kozott?

4. Van-e Osszefiiggés a CFHR5 variaciok, az FHR-5 szérumszintek és a betegek

vesetulélése kozott?

3.2. C4 nefritikus faktor vizsgalata a C3G/IC-MPGN-es betegpopulacioban

A C4NeF-t rutinszertien nem mérik a komplementrendszer mikddésével foglalkozo
laboratériumokban. Az 1980-as években kozolt tanulmanyok szerint eldfordulhat
onalléban vagy C3NeF-ral egyiitt lupusz nefritiszben, membranoproliferativ
glomerulonefritiszben, akut glomerulonefritiszben egyarant. Célunk az volt, hogy az
irodalomban eldszor nagyszami C3G/IC-MPGN-ben szenvedd beteg bevondséaval
vizsgaljuk a C4NeF eléfordulasat és kapcsolatat egyidejiileg a betegek klinikai, genetikai
¢és egy€éb komplement paramétereivel sszefliggésben. Ennek elvégzéséhez bedllitottuk a
C4NeF aktivitasdnak hemolitikus modszeren alapuld mérését nagyszamu beteg ¢és

egeészseges kontroll bevonasaval.

A kovetkez0 aspektusokat vizsgaltuk:

1. Feltarhat6-e valamilyen Osszefiiggés a C4NeF el6forduldasa és a hisztologiai

csoportok kozott?

2. Milyen 0sszefliggést mutat a C4NeF eléfordulasa a betegek kiilonbozd klinikai,

laboratoriumi, genetikai és komplement paramétereivel?

3. Megfigyelhet6-e 6sszefliggés a betegek vesetulélése és a CANeF jelenléte kozott?
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3.3. A hisztologiai besorolastél fiiggetlen, adat-vezérelt, hipotézismentes
klaszteranalizis végzése a betegek klinikai, laboratoriumi, genetikai és komplement

eredményei alapjan

Iatropoulos és munkatarsai négy klasztert azonositottak kizardlag a betegek klinikai,
laboratoriumi, genetikai és komplement paraméterei alapjan. A igy kapott klaszterek
Osszefiiggést mutattak az AP diszregulacidval, genetikai €s szerzett abnormalitasokkal,
illetve a betegek vesetulélésével. Kivancsiak voltunk, hogy egy teljesen fliggetlen
betegcsoporton - mely megfeleltethetd az eredeti vizsgalatban k6zolt betegcsoportnak -

megismételve az analizist, validalhatdak-e az ott kozolt eredmények:

1. Osszevethetdek-e az altalunk kapott Klaszterek az eredeti vizsgilatban
karakterizalt klaszterekkel, illetve levonhatdak-e hasonld kovetkeztetések
bel6lik?

2. Mutat-e kiilonbséget a betegek vesettlélése a kiilonbozo klaszterek kozott? A
hisztologiai csoportokhoz képest jobban jelzik-e a klaszterek a betegség

lefolyésat?

3. Feltarhatéak-e tovabbi komplement paraméterek, melyekkel Osszefliggést
mutatnak a Klaszterek? Van-e eltérés a kiilonb6z6 klaszterekben a C4NeF
eléfordulasat illetden, illetve feltarhato-e valamilyen Osszefiiggés a kiilonb6zo

klaszterek és a betegek FHR-5 szintjei, illetve az azonositott variaciok kozott?
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4. MODSZEREK

4.1. Betegek

A bevalasztasnal célunk hisztoldgiaval igazolt MPGN diagnézissal (immunkomplex-
medialt vagy komplement-medialt forma) rendelkez6 betegek bevonasa volt a
vizsgalatba.

A betegek gytjtése 2008. januar és 2018. majus kozott tortént. 34 kozép-europai klinikai
kozpontbol 206 beteg vérmintaja érkezett komplement laboratoriumunkba feltételezett
komplement-medialt vesebetegség diagnozissal komplement mérésekre, illetve genetikali
analizisre. 86 beteg keriilt kizarasra alternativ diagnézis (n=21), szekunder folyamat
eredményeként kialakul6 MPGN bebizonyosodasa (n=2), illetve hianyzo klinikai adatok
(n=63) miatt (7. abra). A fennmaradd 120 beteget szovettannal bizonyitott MPGN-nel
diagnosztizaltak immunkomplex- vagy komplement-medialt formaban.

Ezen bevonasra keriilt 120 betegbdl (7. abra) 67 (55,8%) beteget diagnosztizaltak 1C-
MPGN-nel, 12 {6t (10%) DDD-vel, mig 41 egyént (34,1%) C3GN-nel. 1 betegnél nem
volt lehetdséglink a C4NeF meghatarozasara, igy az erre iranyuld vizsgalatokra 119
beteget vontunk be.

A 120 igazolt MPGN-nel rendelkez6 betegbdl 28 beteget zartunk ki a betegek klinikai,
hisztologiai, komplement és genetikai eredményein alapuld klaszter analizisb6l, hidnyzo
elektronmikroszkopia, immunfluoreszCens mikroszkopia miatt, mivel a Kklaszter
analizishez hianytalan adathalmaz sziikséges (a kizart betegek hasonloak voltak a bevont
betegekhez a meglévo vizsgalt paraméterek tekintetében) (7. abra).

A bevont 92 beteg koziil 11 (12%) betegnél diagnosztizaltak DDD-t, 37 fonél (40,2%)
C3GN-et és 44 személynél (47,8%) IC-MPGN-t. Nem volt kiillonbség a betegek neme és

kora kozott a hisztologiai csoportokban.
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205 beteg bevonva
Komplement-medialt vesebetegség gyanujaval

86 beteg
Kizarva: nem MPGN, szekunder MPGN vagy
i hidnyz6 Klinikai adatok
119 beteg
Vesebiopsziaval igazolt IC-MPGN vagy C3G
27 beteg
‘ Kizarva: hianyzo elektronmikroszkopia/
J/ immunfluoresszens mikroszkopia/pontos
leirasa a fénymikroszkopianak

92 beteg
Klaszter analizisbe bevonva

7. abra. Betegek bevalogatasa

A vizsgalatot az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai
Bizottsaga (55381-1/2015/EKU) engedélyezte.

A betegek, illetve gyermekek esetében sziileik felvilagositasuk utan irasos
beleegyezésiiket adtdk a vizsgéalatban vald részvételhez, a diagnosztikus tesztek és a

genetikai vizsgalatok elvégzéséhez.

4.2. Kontroll személyek

85 (67 felndtt, 18 gyermek) egészséges személyt vontunk be az FHR-5 szerepére iranyuld
vizsgalatba, illetve 48 egészséges egyént a C4NeF modszer beallitasahoz, illetve a
pozitivitds hatarértékének meghatdrozdsdhoz. A kontroll személyek egészségiigyi
szlirésen vettek részt. Ezen személyeknek ismert betegségiik nem volt a vérvétel

id6épontjaban.
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4.3. Biopsziak

A vesebiopsziak értékelése a fény-, immunfluoreszcens- és elektronmikroszkopiat
elemz0 kérddiv alapjan tortént. Ennek kitoltését 69 esetben a patologusok végezték, 50
esetben az eredeti biopszias lelet alapjan mi végeztiik. A diagnozis meghatarozasanal a
biopsziat leletez6 orvos véleményét vettiik alapul. Ha a diagnozis kérdéseket vetett fel,
illetve az immunfluoreszcencias kép nem felelt meg a jelenlegi klasszifikacio alapjan a
diagnozisnak, abban az esetben a hisztologiai kép alapjan feliilbiraltuk a patoldogus

véleményét .

4.4, Mintavétel

A betegektdl, illetve egészséges kontrolloktol a mintavétel (szérum, EDTA -antikoagulalt
plazma ¢és Na-citrat antikoagulalt plazma) konyokvénabdl, illetve centralis vénas
katéteren keresztiil tortént. A sejteket €s a feliiluszot a mintavétel utani centrifugéalassal
valasztottak el és szallitottdk a laboratériumunkba. A szeparalt alikvotokat -70 °C-on

taroltuk a mérésekig.

4.5. Klinikai adatok

A betegek klinikai adatait, illetve laborparamétereit mind a diagndziskor, mind a kdvetés
ideje alatt a klinikusok segitségével gyljtottiik 6ssze standardizalt kérddiv alapjan.

A glomerularis filtracios rata (GFR) meghatarozasa GFR-EPI egyenlet alapjan tortént
felnéttek, illetve ,,agy melletti Schwartz” egyenlettel gyermekek esetében. A
vesekarosodast 60 mL/perc/1,73m? alatti GFR-ként definialtunk, mig a
veseelégtelenséget 15 mL/perc/1,73m? GFR alatt vagy fennalld vesepotlokezelés

(dializis, vesetranszplantacio) esetében hataroztuk meg.

34



DOI:10.14753/SE.2021.2415

4.6. Komplement paraméterek meghatarozasa

segitségével tortént (Beckman Coulter, Brea, CA).

Az alternativ Ut aktivitdsanak mérése gyari forgalomban kaphaté Wieslab AP ELISA kit-
tel tortént (EuroDiagnostica, Malmo, Sweden) a gyarto instrukcidinak megfelelden.

A Klasszikus ut Osszkomplement aktivitdsa hemolitikus titracion alapuldé Mayer
modszerrel tortént (142).

Az |-faktor és a B-faktor antigén koncentracié specifikus antitestet (I-faktor elleni
antitest, B-faktor elleni antitest: Quidel) hasznal6 radialis immundiffuzié segitségével
keriilt meghatarozasra (143).

A H-faktor, Clg, anti-H-faktor és anti-Clq szinteket hazi ELISA moddszerekkel
hataroztuk meg, ehhez az alabbi reagenseket hasznaltuk: anti-H-faktor, Binding site; anti-
C1q, Binding site; H-faktor, Merck; C1q, Quidel) (143-145).

Az anti-C3 és anti-B-faktor titerek meghatarozasara hazi ELISA modszert alkalmaztunk.
Mikrotitralo ELISA lemezt 1 pg/mL PBS-ben oldott kereskedelmi forgalomban kaphatd
C3 fehérjével, illetve B-faktorral (Quidel) fedtiink egy éjszakan at. Masnap blokkoltuk a
lemezt PBS 0,5% BSA-t tartalmaz6 oldattal. A betegmintakat PBS 0,05% Tween-t
tartalmazd pufferben higitottuk 1:50-ben, és a lemezhez adtuk, majd 1 oran at
szobahOmeérsékleten inkubaltuk. A kotott antitesteket 1:2500-ban PBS 0,5% BSA 0,05%
Tween 20-at tartalmazé oldatban higitott, tormaperoxidazzal jeldlt anti-human-1gG
antitestekkel mutattuk ki TMB szubsztrat hozzdaddsa utdn. A mintak optikai denzitasat
450/620 nm-en mértiikk. A mintakat a normal human szérum keverék (NHS) kiilonb6z6
higitasaihoz hasonlitottuk és pozitivnak értékeltiik, ha az NHS megfeleld higitdsanak OD
értékénél szignifikansan (>2SD) nagyobb volt.

A C3NeF meghatarozasa Rother és munkatarsai éltal kidolgozott hemolitikus modszer
alapjan tortént a betegek szérumaban (146). Alseverben oldott birka vordsvértesteket
veronal puffer (VBS) -EDTA, majd VBS-EGTA pufferben mostunk. Ezutan a sejteket
tovabb oldva VBS-EGTA pufferben, beallitottuk a sejtszamot 5x108/ml-re. Az igy
létrejott sejtek 15 pl-hez 5-5 pul NHS-t, pozitiv kontrollt és a betegek szérumait adtuk
hozza. Ezutan 10 percig 30°C-on inkubaltuk a sejteket, majd tobbszér mostuk ket VBS-
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EDTA oldattal. Ezt kovetéen 25 ul VBS-EDTA-ban 1:1-ben higitott patkanyszérumot
adtunk hozza (C5-C9 forras) és inkubaltuk a sejteket 1 oran at 37 °C-on. Az inkubdécid
utdn hideg VBS-EDTA hozzaadasaval allitottuk le a reakcidt, és a feliiluszoban a
hemolizist detektaltuk 405 nm-en. A hemolizis mértékét a teljes lizishez viszonyitva
adtuk meg. A C3NeF aktivitas pozitivitasi kiiszobértéke 10% volt.

Tovabbi komplement komponensek, aktivacios markerek és hasitasi termékek (D-faktor,
sCbb-9, C3a, Bb, C4d) kereskedelmi forgalomban kaphat6 gyari ELISA kit segitségével
kertiltek meghatarozasra a gyartd utmutatasai alapjan (HyCult Complement Factor D,
Human, ELISA kit HK343-02; MicroVue C3a-desArgEIA, A032; MicroVue C4d EIA,
A008; MicroVue sC5b-9 Plus EIA, A029; MicroVue Bb Plus EIA, A027).

Roviden Osszefoglalva, a D-faktor szinteket anti-human D-faktorral fedett mikrotitralo
lemezeken hatdroztuk meg. A higitott standardokkal és mintdkkal 1 oran &t
szobahdmérsékleten torténd inkubdacié utan a kotott antigéneket biotinnal jelolt antitest
majd szterptavidin-preoxidaz konjugatummal mutattuk ki TMB szubsztrat hozzaadasa
utan. A mintdk optikai denzitids értékeit 450 nm-en sprektofotométer segitségével
detektaltuk.

A C3a, Bb, sC5b-9 ¢s C4d szinteket MicroVue Enzyme Immunoassay Kitek segitségével
hataroztuk meg: az egérben termelt, monoklonalis anti-human-C3a, anti-Bb,anti-sC5b-9
¢és anti-human-C4d ellenanyagokkal fedett lemezeken inkubaltuk a standardokat, a
kontrollokat és a gyartdi itmutatdsoknak megfeleléen higitott EDTA-plazma mintékat 1
oran at szobahdmérsékleten. Ezt kovetéen C3a-ra,Bb-re,sC5b-9-re, illetve C4d-re
specifikus, tormaperoxidazzal jelolt monoklonalis ellenanyagokkal inkubaltuk a
lemezeket 60 percig szobahdmérsékleten, majd TMB szubsztrattal szinreakciot idéztiink

el6. A mintak optikai denzitasat 405 nm-en, illetve 450 nm-en mértilk. A mintak

crer

4.6.1. A H-faktorral rokon 5-os fehérje szérumszintjének meghatarozasa

Az FHR-5 szérumszintjét hazilag bedllitott ELISA modszerrel hatdroztuk meg.
Mikrotitralo ELISA lemeztlug/mL PBS-ben oldott kereskedelmi forgalomban kaphatd
monoklonalis egér anti-human FHR-5 antitesttel (IgG1, clone #390513, R&D Systems)
fedtiink egy ¢jszakan 4t 4°C-on. Ezutan PBS 2% BSA-t tartalmaz6 oldat hozzéadasaval
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blokkoltuk 1 6ran 4t szobahdmérsékleten. A mintakatl:100-ban higitottuk PBS 1% BSA
Tween-20-at tartalmaz6 oldatban, majd a lemezhez adva 1 oran at inkubaltuk
szobahémérsékleten. Kovetkez6 1épésben poliklonalis kecske anti-human FHR-5 1gG-t
(R&D System) adtunk hozza és 1 6ran keresztiil inkubaltuk. A Kotott antitesteket 0,1
pug/mL tormaperoxidazzal (HRP) jelolt anti-kecske 1gG-vel mutattuk ki TMB szubsztrat
hozzéadasat kovetden. A mintak optikai denzitasat 450/620 nm-en detektaltuk. A mintak

crer

felallitott standard gorbe alapjan hataroztuk meg.

4.6.2. Western blot

A betegek és egészséges kontroll személy szérum mintajat 10%-0s SDS-PAGE-n
szeparaltuk nem-redukal6 koriilmények k6zott, majd blottoltuk nitrocellul6z membranra.
A blottolas utan a membrant blokkoltuk 4% tejport és 1% BSA-t tartalmazo PBS
pufferben.

A membrant inkubaltuk poliklonalis kecske-, illetve monoklonalis anti-FHR-5 antitesttel
(R&D) majd HRP-vel konjugalt szekunder antitesttel hivtuk el (nytl anti-kecske és
kecske anti-egér IgG; Southern Biotech, Birmingham, USA). A kotott antitesteket Clarity
Western Szubsztrattal (Bio-RAD, California, USA) detektaltuk.

4.6.3. C4 nefritikus faktor meghatarozasa

A C4 nefritikus faktor (C4NeF) aktivitasanak meghatarozasat Zhang és munkatarsai altal
kidolgozott protokoll alapjan allitottuk be (147).

Alsever oldatban oldott hemolizinnel szenzitizalt  birkavorosvértesteket (EA)
hasznéltunk a reakcidhoz. A sejteket Ca®*-ot és trietiléntetramin-N,N,N',N" ,N"" N"'-
hexaecetsav kelatképz6t tartalmazo zselatin-veronal (GVB) pufferben mostuk. Normal
human szérummal inkubaltuk a sejteket 30°C-on 5 percig, mely id6 alatt EA+C1+C4
sejteket épitettiink fel. Ezutan a sejteket Ca?*-ot tartalmazé GVB pufferben mostuk és
inkubaltuk 30 percig 0°C-on, majd tovabbi 30 percig 37°C-on. Ezutan Ca?*-ot és Mg?*-
ot tartalmazd GVB pufferrel mostuk a sejteket, mely lehetévé tette a human C2 fehérje
(Calbiochem) kotddését az EA+C1+C4 sejtekhez 30 °C-on 5 perces inkubaci6é utan.
Ezutan a kialakult EA+C1+C4+C2 sejteket EDTA-GVB pufferben szuszpendaltuk, mely
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ennél a pontnal leallitotta a reakciot. 100 pl sejthez 2,4 ml desztillalt viz adasat kdvetden
541 nm-en megmértiik az oldat optikai denzitasat, majd ez alapjan EDTA-GVB pufferrel
valé tovabbi higitasaval 5x108/ml-re allitottuk be a sejtszamot. 15 pl EA+C1+C4+C2
sejthez 5-5 ul betegmintat adtunk, illetve kontrollként NHS-t, illetve egy ismert C4NeF
pozitiv beteg mintdjat. A mintakat igy 10 percig 30 °C-on inkubdltuk, majd négyszer
mostuk 200 ul EDTA-GVB oldattal. A mosasi lépések utan 1:2-ben EDTA-GVB-ben
higitott patkanyszérumot adtunk a sejtekhez, mely a C5-C9 komplement komponenseket
tartalmazo forrasként szolgalt.. 1 6ran at tartd 37 °C-on torténd inkubalas utan 200 pl
hideg EDTA-GVB oldat hozzaadasaval leallitottuk a reakciot. 5 perc 3000 rpm-en térténd
centrifugalas utan a feliilisz6 150 pl-nek meghataroztuk az optikai denzitasat 405 nm-en
spektrofotométer segitségével. A C4NeF aktivitdsat, mely ardnyos a feliiliszoban
tapasztalhato lizis mértékével a teljes lizishez képest %-ban kifejezve adtuk meg. A
pozitivitasi hatarérték 48 egészséges kontroll személy C4NeF aktivitdsanak

meghatarozasanak atlag+2SD értékeként adtunk meg, mely 18%-nak adddott.

4.7. Genetikai vizsgalatok

Ritka variaciok, rizik6 polimorfizmusok, mutaciok feltérképezésére Sanger-szekvenalast
végeztiink a komplement fehérjéket kodold, illetve azokkal kapcsolatban levé génekben,
ugymint H-faktor (CFH; MIM# 134370), I-faktor (CFl; MIM#217030), membran
kofaktor fehérje (CD46; MIM#120920), thrombomodulin (THBD; MIM#188040), B-
faktor (CFB, MIM#138470), C3 (C3, MIM#120700) és FHR-5 (CFHR5; OMIM#
608593).

A DNS izolalast kovetéen PCR amplifikalasat végeztiink. A PCR reakcidhoz dNTP-t
(dezoxiribéz-nukleotid trifoszfat), 5x Promega GoTaq Flexi puffert (Promega, Madison,
Wisconsin, USA), 5 U/ul Promega GoTaq DNS polimerazt (Promega, Madison,
Wisconsin, USA), és 10-10uM forward ¢és reverse primert hasznaltunk. A
primerszekvencidkat irodalmi adatok alapjan és Primer premier program segitségével
terveztilk. Ezen kiviil a reakcidelegy tartalmazott még Q oldatot (Qiagen, Venlo,
Hollandia) és MgCl-t kiilonb6z6 aranyban. A reakcio soran a szalak szétvalasztasa 95°C-
on 5 percig tartd inkubacid sordn zajlott, majd 35 termocikluson at sokszorozddott fel a

vizsgalni kivant DNS szakasz: 15 madsodpercig denaturdlodott 95°C-on, 10-15
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masodpercig tartott az annelacio 59-60 °C-on, majd az extenzido 72 °C-on 60-150
masodpercig. Ezt kdvetden 4°C-ra hiitottiik le a mintakat.

A keletkezett termék mennyiségének meghatarozasa agaroz-gélelektroforézis
segitségével tortént. Ezt kovetden a termék tisztitdsa utan szekvenalasi reakciot
végeztiink.

A megfelelden higitott termék 1 pl-ét a reakcioelegyhez adtuk, mely 0,5x BigDye reakcio
premix-et (Life Technologies, Carlsbad, California, USA), 0,5x BigDye szekvenald
puffert (Life Technologies, Carlsbad, California, USA) és 1mM szekvenalé primert
tartalmazott. A reakcid soran keletkezett terméket Na-acetat-etanolos modszerrel
tisztitottuk meg, majd a mintak feloldasat, denaturalasat és a kapillaris elektroforézist a
Biomi Kft. (G6dollo) végezte. Az igy kapott szekvenciakat a CLC DNA Workbench 6
(CLC Bio, Aarhus, Denmark) programmal értékeltiik ki.

Uj variaciok lehetséges funkcionalis hatisat az alabbi online predikcids programok
segitségével hataroztuk meg: PolyPhen (version2) (148)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (149) (http://siftdna.org/www/Extended
SIFT chr coords submit.html), PROVEAN(150) (http://provean.jcvi.org/genome
submit.php), Human Splicing Finder (version 3.1, http://www.umd.be/HSF3/) és
Mutation-Taster(151) (http://mutationtaster.org). Ezek alapjan a variaciokat M1-ként
(koroki szerepe van), M2-ként (valészintileg koroki szerepe van) és M3-ként (koroki
szerepe bizonytalan) prediktaltuk.

A korabban mar betegekben azonositott (és bizonyos esetekben funkcionalisan
jellemzett) misszensz variansokat, illetve nonszensz és splice site mutaciokat feltehetéen
patogén hatastnak (likely pathogenic variant, LPV) prediktaltuk. Uj misszensz
variaciokat abban az esetben tekintettiink LPV-nek, ha a minor allél frekvenciaja <0,1%
nemzetkozi adatbazisokban (dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)), Exome Variant
Server (NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP), Seattle, WA
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) and 1000 Genomes Project phase 3
(http://browser.1000genomes.org/index.html)), és ha a CADD score-juk >10.
Kopiaszam variaciok (deléciok, duplikacidok) meghatarozasara a CFHR1, CFHR2,
CFHR3 ¢s CFHR5 kromoszomalis régidkban, multiplexligacido-dependens préoba
amplifikaciot végeztink (MLPA) SALSA MLPA probemix P236-A3-mal (MRC-

Holland, Amsterdam, Hollandia) a gyarté Gtmutatasait kovetve.
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4.8. Statisztikai elemzések

4.8.1. Leiro statisztika

A folytonos valtozokat, mivel eloszlasuk eltért a normal eloszlastol, a medidn, illetve 25-
75-6s percentilis értékekkel jellemeztiik. Kategorikus valtozok bemutatdsat
darabszdmmal, illetve szdzalékokkal végeztiik.

A csoportok dsszehasonlitasat folytonos valtozoknal két csoport esetében Mann-Whitney
U-teszttel, tobb csoport esetében Kruskal-Wallis teszttel, majd Dunn post-hoc teszttel
végeztiik. Kategorikus valtozokat a csoportok kozott Pearson Khi-négyzet teszt

segitségével hasonlitottuk dssze.

4.8.2. Klaszteranalizis

A klaszteranalizist Iatropoulus és munkatarsai munkaja nyoman végeztik (140). A
kovetkezokben felsorolt adatokat hasznaltuk az elemzéshez: nem, diagnoziskori életkor,
hematuria, proteinuria, vesekarosodas, trigger esemény, csaladi halmozodas, szklerotikus
glomerulus, félhold képzddés, mezangialis proliferacid, endokapillaris proliferacio,
intersticidlis gyulladés, intersticidlis fibrozis, C3-, IgA-, 1gG-, IgM-, Clq jelolédés
immunfluoreszcens mikroszkopian, mezangialis-, Szubepitelialis-, Szubendotelialis-,
intramembran6zus depozitum elektronmikroszkopian, szérum C3 és C4 szint, plazma
sC5b-9 koncentraci6, C3NeF, valoszinlileg patogén variaci6 (LPV), gyakori
polimorfizmusok (CFH V62l és Y402H, CD46 c.-366A>G, CFB R32Q/W, C3 R102G,
THBD AA473V). A valtozok és kodolasuk az 2. tablazatban lathatd. Az eredeti
vizsgélathoz képest az immunfluorszcencids fibrinogén jelolodést kizartuk a jelentOs

mennyiségli hidnyz6 adat miatt. Az intramembran6zus depozitum esetében a legtobb
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biopszias lelet nem tett kiilonbséget a granularis €s szalagszerii nagyon elektrondenz
depozitum kozott, igy ezt mi egy valtozonak tekintettilk. A C3NeF és az LPV jelenlétét
kiilon valtozoként értékeltiik a vizsgalatunkban, mivel az additiv hatasuk nem bizonyitott.
Négyzetes euklideszi tavolsdgok segitségével Ward-modszer szerinti hierarchikus
klaszter analizist végeztiikk a fentiekben felsorolt valtozok alapjan az IBM SPSS 20
program segitségével. A hidnyz6 értékeket (nem haladta meg a 3%-ot) linearis
interpolacid segitségével potoltuk. A klaszter analizis validaldsit random moddon
kettéosztott adatbdzison 100-szor ismételt analizisissel végeztiik. Az egyes esetek
eredményiil kapott klaszter szamat leellendriztiik az eredetileg kapott klaszter szamokkal,
melybdl Cohen kappa egyezési ratat szamoltunk. Ezek atlaga 0,885-nek adodott (az atlag
95%-0s Cl-a 0,859-0,910), mely majdnem tokéletesen konfirmalja az eredeti és az
ismétlések kozotti megfigyeléseket.

A zajok kikiiszobolésére a valtozok fékomponens analizise utdn is megismételtiik a
klaszter analizist, mely ugyanazt az eredményt adta 4 beteg kivételével, akik az 1-es
klaszterbdl a 4-es klaszterbe lettek csoportositva.

A prediktor valtozokat az eredeti adatok alapjan a Klaszter szamok kategorikus
valtozoként valo értelmezése alapjan hataroztuk meg. A prediktor valtozokat fontossaguk
sorrendjébe allitottuk. Dontési fa segitségével kivalasztottuk azt a minimalis valtozo

mennyiséget, amely alapjan a betegek besorolhatok a klaszterekbe.
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2. tablazat. Klaszter analizis soran felhasznalt valtozok és kodolasuk

Valtozoé Kodolas

nem 1:férfi 2:n6

diagnoziskori életkor ev

hematuria 0: nincs 1: mikrohematuria 2:
makrohematuria

proteinuria 0: nincs 1: nem-nefrotikus proteinuria 2:
nefrozis szindroma

veseelégtelenség 0:nincs 1: vesefunkcid csokkenés

GFR<60 mL/min/1,73 m2 2:
veseelégtelenség GFR<15 mL/min/1,73
m2/TX/HD

trigger esemény 0:nincs 1:van
csaladi halmozddas 0:nincs 1:van
szklerotikus glomerulusok % %
félhold képzodés % %

mezangialis proliferacio
fénymikroszkopos képen

O to 3 + skala

endokapillaris proliferiacio
fénymikroszkopos képen

0to 3 + skala

intersticialis proliferacio

0to 3 + skala

fénymikroszkopos képen

intersticialis fibrozis 0 to 3 + skala
fénymikroszkopos képen

arteriola szklerozis 0: nincs 1: van
C3 IF-en 0 to 3 + skala
IgA IF-en 0 to 3 + skala
IgG IF-en 0 to 3 + skala
IgM IF-en 0 to 3 + skala
Clq IF-en 0 to 3 + skala

mezangialis depozitum EM-en

0: nincs 1: van

szubepitelialis depozitum EM-en > nincs 1: van
szubendotelilis depozitum EM-en :nincs 1: van
intramembran6zus depozitum EM-en s nincs 1: van

szérum C3 szint

1<0,5 g/L 1:>0,5 g/L;<0,9 g/L 2: >0,9
/L

Q Ol OoO|lolo

szérum C4 szint

0:<0,1 g/L 1:>0,1 g/L;<0,2 g/L 2: >0,2
g/L

plazma sC5b-9 szint

0: <303 ng/mL 1: 2303 ng/mL<800
ng/mL 2: >800 ng/mL
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C3NeF 0: nincs 1: van
LPV 0: nincs 1: van
CFH V62l I allélek szama
CFH Y402H H allélek szama
CD46 c.-366A>G G allélek szama
CFB Q/W32R R allélek szama
C3 R102G G allélek szama
THBD A473V V allélek szama
4.8.4.Vesetulélés

A vesetulélés vonatkozasaban a csoportok kozti kiilonbséget a Kaplan-Meier analizis
segitségével elemeztiik.

Eseménynek a végstadiumu veseelégtelenséget (end-stage renal disease, ESRD) vettiik.
Ezt vagy a vesepotldo kezelés fennallasaval  (hemo-/peritonedlisdializis,
vesetranszplantacid) vagy 15 mL/perc/1,73m? alatti GFR értékkel definialtuk a kovetés

ideje alatt.

A szignifikancia szintet a kétoldalu p-értékeknél 0,05-nél allapitottuk meg, ha masképp

nem emlitjiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Betegek

A vizsgalatokba 120 biopsziaval igazolt C3G/IC-MPGN diagnodzissal rendelkezd beteg
keriilt bevonasra . 41 beteg C3GN-ben, 12 személy DDD-ben, 67 IC-MPGN-ben
szenvedett. A betegek demografiai, klinikai és komplement eredményeit az 3. tablazat,
hisztoldgiai jellemzdit a 4. tablazat tartalmazza.

A kiilonb6z0 hisztoldgiai csoportokban nem kiilonbdztek a betegek a korukat, nemiiket
illetéen. A betegek atlagéletkora a fiatal felndttkorra esett. Klinikai paramétereik, mint a
hematuria, proteinuria, vesefunkci6é tekintetében szintén nem taldltunk kiilonbséget
kozottiik. Az IC-MPGN-es betegeket csokkent C4 szint jellemezte erds immunglobulin
jelolédéssel az immunfluoreszcens mikroszkopias képen. Nem volt szignifikans
kiilonbség a csoportok kozott a C3, C4 szintekben, mig az AP aktivitasa a a DDD-vel
diagnosztizalt betegeknél volt a legalacsonyabb.

Az ismert patogenetikai faktorok tekintetében az irodalmi adatokhoz hasonld
prevalenciakat talaltunk.

Osszesen 23 beteg anamnézisében szerepelt infekci6, autoimmunités, illetve paraprotein
jelenléte. A legtobb, betegséget megel6z6 infekcidt a C3G-s (10/12) csoportban talaltuk,
mig autoimmun betegség gyakrabban fordult eld IC-MPGN-es betegekben (6/9).
Paraproteint 1 IC-MGN-es és 1 C3G-s betegben tudtunk azonositani.

A genetikai etiologiai faktorok koziil a betegek 20%-aban sikeriilt feltehetéen koroki
variaciot azonositani a komplement-asszocialt génekben: 10 mutacié a CD46,5 a CFH,
4-4 a C3 ¢és CFI, 3 a THBD és 1 a CFB gént érintette. 3 betegben FHR hibrid fehérjét
detektaltunk, mig 27 betegben azonositottuk az MLPA eredményei alapjan a CFHRL1 és
A betegek 22,5%-ban azonositottunk C3NeF-et, mely leggyakrabban a DDD-s betegek
esetében fordult elé (41,6%). A C3NeF el6forduldsa alacsonyabbnak adodott a mi
kohorszunkban az irodalomban kozoltekhez képest, ami valoszinlileg az antitest
aktivitdsanak direkt betegszérumbol — nem tisztitott IgG-bdol vald mérésének a
kovetkezménye . Am a csoportok kozotti aranyok (C3GN vs DDD 17,5% vs 41,6%)

megfelelnek a mas munkacsoportok altal meghatarozottaknak.
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Anti-Clg-t az esetek 13,4%-aban, anti-H faktort 5,9%-aban, anti-C3-at 4,3%-aban, anti-
B faktort 6%-aban tudtunk kimutatni.

A hisztologiai eredményeket Osszehasonlitva a csoportok kozott, szamottevod
kiilonbségek adodtak az immunfluoreszcens mikroszkopia alapjan, mely megfelel a
jelenleg hasznalatban levd diagnosztikus kritériumoknak. Intramembranozus elektron
denz depozitum a DDD-s betegek 100 szazalékaban jelen volt, mely a betegség

diagnosztizalasanak feltétele, am a masik két betegcsoportban is eléfordult.
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3. tablazat. A betegek demografiai, klinikai és komplement jellemz6i

C3GN DDD IC-MPGN osszes beteg "

n=41 n=12 n=67 n=120 P
nem % férfi 22(53,6) 3(25) 43 (64,2) 68 (56,6) 0,061
diagnéziskori kor, év 22 (15-38) 22 (16-42) 19 (11-41) 22 (13-40) 0,69
mikrohematuria, 25 (61) 8 (66,6) 38 (56,7) 71(61,2) 077
jelenléte '
makrohematuria, 9 (22) 2 (16,6) 12 (18) 23(19,8) 0.85
jelenléte )
nefrézis szindroma, 19 (46,3) 9 (75) 33 (29,3) 61 (52,1) 02
jelenléte )
vesekarosodas, 14 (34,1) 5 (41,6) 26 (38,8) 45 (38,4) 084
jelenléte '
veseelégtelenség, 5 (12,2) 1(8,3) 6 (8,9) 12 (10,2) 084
jelenléte '
trigger, jeenlée B195) 329 005 278 g
csaladi halmozddas, 6 (14,6) 0 (0) 5 (7,5) 11 (9,1) 023
jelenléte )
szérum C3, g/L 0,68 (0,27-1,06) 0,49 (0,25-0,87) 0,7 (0,48-0,99) 0,69 (0,3-1) 0,61

. 0,28 (0,2-0,39)! 0,21 (0,16-0,37) 0,21 (0,12- 0,22 (0,16-

szérum C4, g/L 0,25) 0,31) 0,005
sC5b-9, ng/ml 429 (277-809) 453 (248-970) 376 (248-658) 407 (256-719) 0,8
LPV hordozok 7(17.1) 2 (16,6) 13(194) 22 (19.8) 0,94
C3NeF, jelenléte 7(171) 5(416) 15 (22,4) 27 (22,5) 0,2
CANeF, jelenléte 7(175) 1(83) 9 (13,4) 17 (14,2) 0,69
Klasszikus ut aktivitas, 38 (19-62) 47 (23-57) 46 (30-60) 46 (26-60) 0.79
CH50/mL )
Alternativ ut aktivitas, 38 (1-78) 4 (0,3-66)! 70 (13-95) 58 (1-86) 0009
% '
C1q, mglL 108 (90-130) 95 (83-107) 101 (69-123) 11%2 (;3; 019
H-faktor, mg/L 528 (470-697) 715 (589-903) 495 (324-700) 534(381-715) 0,013
I-faktor, % 93 (79-112) 87 (78-98) 90 (74-1110) 91 (78-109) 0,41
B-faktor, % 90 (72-106) 88 (69-124) 82 (62-99) 86 (66-103) 0,3
D-faktor, ug/mL 1,9 (0,7-4,4) 2,8 (0,8-4) 2,4(0,95-36) 231(0,9-394) 0,93
C3a, ng/mL 160 (70-259) 221 (59-259) 125 (86-183) 132 (79-208) 0,6
Bb, ug/mL_ 1,57 (1,12-2,6) 1,7 (0,05-3,7) 1,4 (0,9-2) 1,42 ég,)gg- 0.19
C4d, ng/mL 6,2 (2,9-8,8) 6,1 (3,3-9,4) 4,1(3-8,8) 5,19 (3,1-8,9) 05
anti-H faktor, present 4 (10) 0(0) 3 (4.5) 7(5,9) 0,33
anti-Clgq, jelenléte 5(12,8) 1(83) 9(14,3) 15(13,4) 0,89
anti-C3, jelenléte 2(54) 1(83) 2(3) 5(43) 0,64
anti-B-faktor , jelenléte 3(81) 2(16,6) 2(3) 7(6) 0,15
Tébb, mint egy 7(18,9) 1 (10) 8 (12,7) 16 (15,1) 063

autoantitest, jelenléte?

A valtozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomannyal, illetve szazalékként adtuk meg. *P-értéket y2-tesz és Kruskal-
Wallis teszt segitségével hatdroztuk meg az IC-MPGN, C3GN és DDD-s betegek kozott. * Szignifikdnsan kiilonbdzik IC-MPGN-es
betegektdl.2 C3NeF, C4NeF, anti-H-faktor, anti-C1q, anti-C3, anti-B-faktor Referencia tartomany: C3 0,9-1,8 g/L; C4 0,15-0,55g/L;
sC5b-9 110-252 ng/mL; klasszikus at aktivitas 48-103 CH50/ml; alternativ ut aktivitas 70-125%; C1q 60-180 mg/L; H-faktor 250-
880 mg/l ; I-faktor 70-130%; B-faktor 70-130%; D-faktor 0,51-1,59 pg/mL; C3a 70-270 ng/mL; C4d 0,7-6,3 ug/mL; Bb 0,49-1,42
pg/mL;

A kovetkez6 valtozok esetében bizonyos betegek értékei hianyoznak: proteinuria (n=3), vesekarosodas/elégtelenség (n=3), trigger
(n=2), csaladi halmozddas (n=1), sC5b-9 (n=15), LPV (n=9), C1q (n=13), D-faktor (n=23), C3a (n=19), Bb (n=23), C4d (n=23), anti-
H-faktor (n=2), anti-C1q (n=8), anti-C3 (n=3), anti-B-faktor (n=3).
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4. tablazat. A betegek hisztologiai jellemzoi

C3GN DDD IC-MPGN dsszes

B _ - beteg p*
n=41 n=12 n=67 n=120
Biopsziaig eltelt ) ) ) )
id5 honas 0(0-2,2) 1 (0-4,5) 0(0-0,6) 0(0-0,88) 054
Fénymikroszkopia
szklerotikus
glomerulus % 6,7 (0-39) 0(0-135)  4(021,2) 4,6(0-23) 0724
félhold képzédés % 0 (0-6,3) 0 (0-6,2) 0 (0-6,6) 0 (0-7) 0,81
mezangidlis 07213 71911311 s ooy 10324612 g
proliferacio foka * 2
endokapillaris 07213 91911478 s 3siopsy AUEBUL g
proliferacio foka * 5
intersticialis LLZE 16/12/8/4 3/5/4/0 30/27/8/2  49/44/20/5 0,48
inflammacio foka *
intersticialis 0213 451911003 306/2/1  20/20/17/1  47/37/29/5 0,54
fibrozis foka *
arteriola szklerdzis 15 (38,5) 3 (25) 16 (23,8) 34 (28,6) 0,78
Immunofluoreszcens mikroszkdpia
C3 0213 o0/12129 00/1/10  5/5/29/27%2  5/5/42/65  0,0051
IgA 01213 361410108 7040000 AO/12/4/10  82/20/4/10  0,0027
19G 0117213 301115000 s/l 241471414 59/ 381/ WL 00001
IgM 01213 640000 56/0l0  7/20/20/1122 S 42’ 2911 0,001
Clg 07213 Hem1/000 37/0/0°  17/13/47/9%2 47/31/17/9  <0,0001
Elektronmikroszképia
mezangialis
domoritam, jelenléte 28 (73,7) 8 (66,6) 26 (56,5) 62 (59) 0,29
szubepitelialis
doponttum, jolenléte 14 (36,8) 5 (41,6) 21(456)  40(336) 0,71
szubendotelialis
deporitun, jolonléte 22 (57,9) 5 (41,6) 29 (63) 56 (47,1) 0,4
intramembranodzus

1,34
deporitam, jolonléte 14 (36,8) 12 (100) 20 (43,5) 46 (47,9)  0,0005

A véltozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomannyal, illetve szazalékként adtuk meg.

*A p-értéket y2-tesz és Kruskal-Wallis teszt segitségével hataroztuk meg IC-MPGN, C3GN és DDD-ben
szemvedd betegek Osszehasonlitdsakor. ! Szignifikinsan kiilonbdzik C3GN-t8l.2 Szignifikinsan
kiilonbozik DDD-t61. 3Szignifikansan kiilonbdzik IC-MPGN.” Fénymikroszkopidn és immunfluoreszcens
mikroszkopian latott elvaltozasok fokat 0-tol 3-ig terjedd skalan hataroztuk meg.

A kovetkez0 valtozok esetében bizonyos betegek értékei hianyoznak: proteinuria: C3- (n=2), IgA- (n=3),
1gG- (n=2), IgM- (n=2), C1q (n=15) immunfluoreszcens festés és elektronmikroszkopia (n=23).
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5.2. FHR-5 szerepének vizsgalata C3G/IC-MPGN-es betegcsoportban

5.2.1. Betegek és egészséges egyének FHR-5 szérumszintjeinek vizsgalata

A betegek FHR-5 szérumszintjeinek vizsgalatahoz ELISA moédszert allitottunk be. gy
120 IC-MPGN/C3G-s betegben volt lehetdségiink meghatarozni a fehérje szérumszintjét.
Az FHR-5 szérumszintje szignifikdnsan alcsonyabb volt a betegekben az egészséges
kontrollokhoz képest (median: 2,1 mg/L) , fliggetleniil attol, hogy a betegek hordoztak
CFHRS5 variaciot (median: 1,54 mg/L) vagy nem (median: 1,82 mg/L).(8. abra). A

hisztologiai csoportok kozott nem talaltunk kiilonbséget.

FHR-5 mg/L
%
* ‘0‘ *
be
1011»‘

p=0,001; ANOVA

° ' i * p<0,05; Dunn poszt-teszt
S o ©
N »& o
N & &
© & <
& X
& &
S &
« &
N QQ\
J

8.abra. Az IC-MPGN/C3G betegek és az egészséges kontroll csoport szérum FHR-5

szintjei.
Az ELISA modszer specificitasat western blot modszerrel igazoltuk, ahol monoklonalis

anti-FHR-5 antitesttel csak az FHR-5-nek megfelelé6 mérettartomanyban detektaltunk
terméket (9. abra).
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HUN1547 HUN1641
Vad-tipusu Vad-tipusu
FHR-5 FHR-5

FHR-5 — —
50kD

9. abra. A monoklonalis anti-FHR-5 specificitdsanak igazolasa western blot-on, két vad-

tipusi FHR-5 fehérjét hordozo beteg szérummintajat vizsgalva.

5.2.2. Azonositott CFHR5 variaciok

A CFHRS5 gén genetikai analizisét 111 betegben végeztiik el. Nyolc ritka, heterozigota
variaciot azonositottunk a CFHRS gén szekvenalasa soran 14 betegben. Ezek koziil 2
kereteltolodassal jardo mutaciot (c.479 480insAA; c.479 480insA), 6 misszensz variaciot
(P46S, VI110A, K144N, C208R, G278S, R356H) azonositottunk. A CFHR5 variaciot
hordozd betegek fontosabb komplement eredményeit, tovabbi mutacioit és klinikai
adatait a 5. tablazat foglalja Ossze. Az ijonnan azonositott ritka variaciok lehetséges
hatasat in silico predikcios programok segiségével prediktaltuk (6. tablazat).

MLPA analizissel vizsgaltuk a CFHR géneket, mely alapjan 3 betegben azonositottunk
CFHR génatrendez6dést és kovetkezményesen 1étrejové hibrid fehérjét western blot
modszerrel. Mindharom betegnél magas FHR-5 szinteket mértiink, és a specialis

genetikai hattérre tekintettel a tovabbi elemzésekbdl kizartuk dket.
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MAF Tovab Riziké Nefr

Szovet- | CFHRS | AMIN0SAY | e 1000 | =y | varid- HE | SCOP | FHR 6 Jis | Vese- | Auto

Beteg : csere . rs |Genom| , cié C3 | C4 |CHS50| AP -9 -5 : . :

.. | tani cDNS preta- . . gének mg szind | karoso | anti-

azonosito csonort | pozici FHR-5 cié szam és varid- CFH | g/l | g/l | /ImL | % I ng/m| mg/ i das | test

port| p fehérjében Project | V214" | y402 Lo |
.z clol roma
alapjan H
HUN1502 | 1C; |CA36C>| PABSTA | o\, | 1S3775 | o '?3%43?( het. | 1,28 |0,19| 52 | 65 [546| 261 | 1,61 | igen | igen | nem
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HUNZ278 | DDD - het. | 0,87 0,26 46 | 63 |676| 383 | 2,01 | igen | igen Ce3FN
CFl

HUNS23 | i Rio | het. |093| 03| 38 |38|165| 534 | 1,50 [ nem | nem | nem
159-161)
c329T>| VII0A | o |rs1406 | (0 | OFL
C (7, 150 91305 | 7 | g

HUN746 MII%N 15160 | vt | 0,91| 05| 69 [104|732| - |2,03|igen | nem | nem
C3
D277
E

HUN1612 MIPC(;N - het | 045| 0,1 | 30 |13 |413| 731 | 2,34 | igen | igen | nem
C3c.-

I1C- C.432A | K144NW2 rs1815 0 2_- . anti-

HUNB821 MPGN ST 126, 158) VUS 11327 0,1% LinsA vt 019| O 0 0 |538| - 1,14 | igen | nem Clq
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Ic- | SA794 | b E16aKist 55654 CAggg anti-
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HUN564 MPGN 80insA 10% LPV 57964 0,0% \/(155, vt 1,02 | 0,3 0 0 |217| 165 | 0,95 | nem | igen EH
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs377563612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs140691305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs140691305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs181511327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs181511327

DOI:10.14753/SE.2021.2415

TG

MAF | Tovab | Riziko Nefr
. Aminosav 1000 bi varia- sC5b|FHR |, _.
Beteg | 20Vt | CFHRS | oore FHR-| """ | 15 | Genom | gének | ci6 | C3 | ca |cHso|ap | P | g | .5 | 9-2S| Vese- |Auto
azonosits | 2" | CDNS 5 preta- | im és ben | CFH | o/t | g/l | /imL | % | ™9 |ng/m| mg/ szind | karo- | anti-
csoport | pozicio fehérjében cio Project | varia- | Y402 /L | L rmoa-l sodas | test
alapjan| cié H
c.479 4 | p.E163Rfs* rs5654
IC- | 80insA p35<126v166> LPV'| 57964 | 01% anti-
HUN593 MPGN [c.622T> 154129 - het 0411021 35 16 {355( 368 | 1,88 | nem | nem FB
' C C208R* VUS 9613 0,03%
HUN225 | DDD - vt 0,28 | 0,4 47 7 |733| 770 | 0,86 | igen | nem | nem
IC- . .
(158, R
HUNT769 | /oy, c.sis*AZG G278s0% | | oy, rls71$é)§ 0.4% na |087|036| 48 |104|583| 393 | 1.9 | igen | igen | nem
HUN1190 MIF?G-N - het | 0,69 |0,12| 34 |39 |379| 561 | 0,62 | igen | igen | nem
IC- CD46 . C3N
(126,
HUN290 MPGN c.lSi?G R35£33£I)—)| LPV rsz?;&il%G 1% | G5D* vt 0,87 10,26 | 61 |87 (341|589 | 1,4 | igen | nem oF
HUN1325| C3GN - vt 124 10,28 | 72 | 73 |438| 382 | 15 |igen | nem | nem
c.136C>| P46S(152) rs3775
T es9 | WPV | g3gqp | 0:9% anti-
*
HUN2446 | C3GN %g?ngsf p-;}ggﬁ*;i LPV rssgggj 01% | - vt |024]022] 12 | 1 |501|1777| 0,47 | nem | nem ;1?
CO%2T>1 caosr= | vus | 5129 0.03% Clq
Osszes, 0.87 470
medién (02| 026 | 42|39 |(36 | 464( | 1,55
(25-75 - - - - - - #e1©2-] (31- | (@ [1- |3879-| 1- | - - -
tartomén 03) | 51) |71)|574|625) | 1,9)
) 093 )

Azokat a misszensz, illetve nonszensz mutaciokat tekintettiik valosziniileg patogén genetikai variacioknak (LPV), amelyeket korabban mar publikaltak és funkcionalisan
jellemeztek. A korabban nem ko6zolt ritka varidcidkat csillaggal jeldltiik.
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HF: H-faktor
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Azonositott

CEHRS variscié MutationTaster PROVEAN SIFT Polyphen-2
P46S Polimorfizmus Semleges Toleralhato Benignus

(Valosziniiség: 0,99) | (pontszam: -0,49) | (pontszam: 0,37) | (pontszam: 0,044, szenzitivitas: 0,94; specificitas: 0.,3)
V110A Polimorfizmus Karos Toleralhatd Feltehetden karos

(Val6sziniiség: 0,99) | (pontszam: -3,03) | (pontszam: 0,16) | (pontszam: 0,877, szenzitivitas: 0,83; specificitas: 0,94)
K144N Polimorfizmus Semleges Toleralhatd Benignus

(Valbsziniiség: 0,99) | (pontszam: -0,36) | (pontszam: 0,17) | (pontszam: 0,058, szenzitivitas: 0,94; specificitas: 0,84)
E163Kfs*10 Koroki hatasa NA NA NA

(Valbsziniiség: 1,00)
E163Rfs*35 Koéroki hatast NA NA NA

(Valbsziniiség: 1,00)
C208R Polimorfizmus Karos Roncsolo Feltehetden karos

(Valbsziniiség: 0,98) | (pontszam: - (pontszam: 0,0) (pontszam: 1,00, szenzitivitas: 0,00; specificitas: 1,00)

11,56)

G278S Polimorfizmus Karos Toleralhato Feltehet6en karos

(Valbsziniiség: 0,99) | (pontszam: -5,26) | (pontszam: 0,07) | (pontszam: 0,99, szenzitivitas: 0,14; specificitas: 0,99)
R356H Polimorfizmus Semleges Toleralhatd Feltehet6en karos

(Valbsziniiség: 0,99)

(pontszam: -0,33)

(pontszam: 0,19)

(pontszam: 0,820, szenzitivitas: 0,84; specificitas: 0,93)
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7 beteg esetében (HUN225, HUN593, HUN769, HUN1190, HUN1325, HUN1612,
HUN2446) nem talaltunk olyan tovabbi etiologiai tényez6t a rutin diagnosztikus
modszerekkel, amely hatassal lehet az AP diszregulaciora. A CFHRS variaciot fordozo
betegek koziil 6 heterozigdta formaban hordozta az CFH Y402H all¢lt. (5. tdblazat).

Az azonositott misszensz ¢s kereteltolodassal jaro variaciok az FHR-5 protein 1-6-0s
short consensus repeat (scr) doménjeire estek. 5 variaciot feltehetéen karosnak tartunk
(LPV) az alapjan, hogy 1) mar korabban leirtak patogén faktorként C3G-ben szenvedd
betegekben (p.E163Kfs*10, p.E163Rfs35), 2) korabbi irodalmi adatok alapjan
szegregaciot mutat a betegséggel (P46S), vagy 3) funkcionalis vizsgalatok alapjan
(G278S, R356H) (6. tablazat) (kézirat csatolva, kozlésre beadva). Az amerikali
populacidoban a P46S mutacidt gyakrabban azonositottdk az egészséges kontrollokban a
betegekhez képest, am a kiilonbség valdsziniileg a két kohorsz kozotti etnikai eltérésbol
adodik (158).

Egy betegiink (HUNS593) két variaciot is hordozott a CFHRS génben, egy misszensz ¢s
egy kereteltolodassal jaro variaciot (C208R, ¢.479 480insA), ugyanakkor az FHR-5 szint
nem mutatott jelentds csokkenést (1,88 mg/l). Ennek tisztazasara western blot analizist
végeztiink, az FHR-5 protein a vart magassagban latszodott, Gsszehasonlithatd
intenzitassal a vad-tipust FHR-5 fehérjét hordozd mintdhoz képest, mely alapjan a az
ELISA mérés soran kapott eredményeinket konfirmaltuk (10. abra). Feltehetden a két
kiilonb6z6 CFHRS variacio ugyanazon az allélen helyezkedik el, igy az egyik allél
teljesen intakt, és az errdl a szalrdl atirodo fehérjét detektaljuk. Sajnos a csalad tobbi
tagjatol nem érkezett minta, hogy ezen hipotézisiinket alatamaszthassuk.

A HUN2446-0s azonositoszamu betegiinkben harom kiilonboz6 CFHR5 variaciot
azonositottunk, mely kozill egy kereteltolodéassal, kettdé aminosavcserével jar
(c.479_480insA, P46S, C208R). Ebben az esetben, ahogy varhat6 volt, csokkent FHR-5
szintet detektaltunk (0,47 mg/L). A beteg egészséges €desanyja szintén hordoz két
variaciot (C208R, ¢.479 480insA), mig a szintén egészséges €édesapa heterozigota a P46S
variaciora. (12. abra) Erdekes, hogy a beteg édesanyja nem vesebeteg, mig egy IC-MPGN
diagnozisu betegiink (HUNS593) ugyanazt a két variaciot hordozza a CFHR5 géneben.
HUNS93 betegiink azonban heterozigota a gyakori CFH Y402H rizikovariaciora, illetve

B-faktor elleni antitestet is detektaltunk a szérummintajaban (11. abra).
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HUN906 HUN593 HUN1641
Deficiens p.Glu163Argfs*35 Vad-tipusti FHR-5
FHR-5 C208R
FHR-5 50 kD
37 kD
FHR-1B
FHR-1a -

10. abra. A két CFHR5 mutéciot hordozo beteg (HUNS93) szérummintdjanak vizsgalata
western blot-on poliklonalis anti-FHR-5 alkalmazasaval. A HUN906 szam (teljes FHR-
5 deficiens) és a HUN1641 kodu (vad-tipustt FHR-5-6t hordoz6) betegeket referenciaként

tuntettuk fel.

HURZAT HUN2448 7] CFHRS P46S

[ CFHRS5 ¢.479_480insA

B CFHR5 C208R

HUN2446

11. abra. A harom CFHR5 variaciot hordozo HUN2446-o0s beteg csaladfaja.
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5.2.3. Az azonositott CFHRS variaciok funkcionalis jellemzése

Abbol a célbol, hogy megvizsgaljuk van-e valamilyen hatasa az azonositott CFHR5
variacioknak az FHR-5 funkcidjara, meghataroztuk, hogy a betegek széruméaban talalhato
FHR-5 fehérjék milyen mértékben kotédnek az ELISA-lemezen immobilizalt C3b-hez.
Az FHR-5 C3b-koté képessége csokkent volt a G278S variaciot hordozo betegek
szérumaban a vad-tipust fehérjét hordozokhoz képest, valamint azokhoz a betegekhez
viszonyitva is, akik a dimerizaciés scrl-2-es doménben hordoztak valamilyen CFHR5
variaciot (P46S, V110A, K144N), illetve akik a R356H mutaciot hordoztak az scré
doménben (12. abra). Kivancsiak voltunk, hogy a tapasztalt kiilonbség nem a
betegenként eltéré kiillonbozé6 FHR-5 szérumszintekbdl fakad-e (12. é&bra), ezért
munkacsoportunk egyiittmiikodott az ELTE Immunologiai Tanszékének Komplement
kutatocsoportjaval. Az egyiittmiikddés keretein beliil Cserhalmi Marcell és munkatarsai
rekombinans fehérjéket expresszaltak (G278S, R356H). Az igy termelt G278S és R356H
fehérjék C3b kotését ELISA, illetve surface plasmon resonance (SPR) modszerekkel
megvizsgalva  a varidcidkat hordozd betegek szérumdban a kordbban mért
eredményeinket megerdsitették. Tekintettel arra, hogy ezek a kisérletek nem képezték
doktori munkam célkitlizései, és nem az én munkdm alapjan késziiltek, az eredményeket

(is) bemutato kéziratot csak tajékoztatasul csatolom a doktori dolgozathoz.

vad-tipusi  P46S V110A K144N E163Kfs*10 E163Kfs*35 G278S R356H

4- FHR-5 C208R -2.0
< ) 9 L
& 34 ® 5 9 18 8
g @ T
- e O o =
2 %) ° o 1.6 o
] o [+3
E 21 e o) & O o ® [ J (7]
£ % [ ) [ & -1.4 >
2 i ° Q
o 14 ° ° ) X
u ° ™ 1 2 ~—
o
O T T T T T T T T T T T T T T T L] 1 O
@ szérum FHR-5 szint O szérum FHR-5 C3b-kétése

12. abra A vad-tipusu és a kiilonboz6 varianst hordozo egyének szérumaban mért szérum
FHR-5 szintek (bal oldali y-tengely), valamint ugyanezen egyének mintaiban mért FHR-

5 fehérjék C3b-kotésének mértéke (jobb oldali y-tengely)
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5.2.4. CFHRS5 variaciét hordozé betegek FHR-5 szérumszintjei

Megvizsgaltuk, hogy az azonositott CFHR5 wvaridciok hordozésa és az FHR-5

szérumszintjei kozott feltarhato-e valamilyen kapcsolat. Mivel 1-1 bizonyos CFHR5

mutaciot csak néhany beteg hordozott, az alacsony mintaszdam miatt nem volt

lehetdséglink statisztikai elemzés elvégzésére. Megfigyeléseink alapjan nincs erds

Osszefliggés a CFHRS variaciok lokalizacidja €s a detektalt FHR-5 szérumszintek kozott

(13. abra).
2.59
°
2.0 [ . .
[ ] ]
1.54 ®
%'D .
°
€ 1.04 °
n o
i
°
% 051 o
LL
0.0+— T T T T T T T
()] < =z =] o 0 n T
© o ¥ ¥ @® © o ©
S 494 < » © ¥ X
o — — — N o N (%]
> X N4 O & O] o
o] .
© [T} =
009 8
w » O
g %
© *
o @
oy
™
©
—
!J J IJ u
Szignal scrl scr3
peptid 28-83

[Pass | [vizoa | | kiaan |
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Properdin kotése

[ cooer | [ ceres | | Rasen |

E163Rfs*35

E163Kfs*10

scr9
507-569

CRP, heparin, laminin, nekrotikus sejtek &
malondialdehid-acetaldehid kétése
scr5-7

H faktorral homolég:
C3b, CRP kotése
scr8&scr9

13. abra. Az azonositott CFHRS wvaridciot hordozod betegek FHR-5 szintjei ¢és

lokalizaciojuk a doménszerkezetre vetitve, bemutatva az egyes domének irodalmi adatok

alapjan ismert funkcioit is.
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5.2.5. Az FHR-5 szérumszintek dsszefiiggése a betegek klinikai, laboratériumi,
genetikai és komplement paramétereivel

Célunk az volt, hogy homogén betegcsoportban tudjuk vizsgalni a vad-tipust FHR-5
szerepét MPGN-ben, a szérum FHR-5 szint 6sszefliggését a klinikai, patologiai, genetikai
¢s komplement jellemzokkel. E célbol a CFHRS variaciot hordozd betegeket kiilon
csoportként kezeltiik, és kizartuk ket a tovabbi analizisekbdl.

Az FHR-5 szérumszintje pozitiv korrelaciét mutatott a szklerotikus glomerulus
jelenlétével a fénymikroszkopids képen. Ezzel szemben a betegek klinikai
paramétereivel, mint a proteinuria mértéke vagy a vesefunkcio valtozasa nem talaltunk
kapcsolatot.

Megvizsgaltuk, hogy van-e Osszefiiggés - és ha igen, milyen - a betegek komplement
paraméterei és FHR-5 szintjei kozott. Szignifikans, pozitiv irdnya korrelaciot talaltunk a
C3 és C4 szintekkel, az alternativ valamint a klasszikus ut aktivitassal, és a H-faktor
koncentracioval is (14. abra). Egészséges kontrollokban nem taldltunk Oszefiiggést a

vizsgalt valtozok kozott.

57



DOI:10.14753/SE.2021.2415

31 39
°
2] 21
s 5
= ° =0,002
3 &3 ’, 3 0,32
14 > [ LN ) 1 [ ] y
(L. Y] h’ ° ° _ °
DRAN ) p=0,0041 o ®
i le o r=0,29 0P ot & 5
0 IRV % e o+—2— ,‘ ,..,.'.
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
FHR-5 mg/L FHR-5 mg/L
1501 150~
2 °
8 e e
2 1004 %o 3:‘. _ 100
: ey SRR : Y.
- ] [} o .0 ° Y
5 % °s ° . i) °
° I gw
2 504 # oo o ps0,015 O 50 ee® ' e M
® o s ° =
c ° » ° — » N . p=0,005
= [) ° r=0,22 & ees y. o o
2 ° o mre o . r=0,26
© ° o e ° o
0-—%% 04— oo ro—a— —
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
FHR-5 mg/L FHR-5 mg/L
200014
°
> o
— 15004
‘o
[ ) A [ —
5 10004 *°e .° p=0,001
ke LA r=0,3
2 .'.. > o °® °
T 5001 o, ° o,
Se $° o
oe® (3
C T T T T 1
0 1 2 3 4 5
FHR-5 mg/L

14. abra. Az FHR-5 szintek 0sszefiiggése kiilonbozd komplement paraméterekkel (C3,

C4, alternativ ut aktivitas, klasszikus ut aktivitasa, H-faktor).

5.2.6. A CFHRS5 variaciok, az FHR-5 szérumszintek és a betegek vesetulélése
kozotti kapcsolat vizsgalata
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Kivancsiak voltunk, hogy a betegség kimenetele mutat-e kapcsolatot a diagnéziskor
meghatarozott FHR-5 szintekkel. Ennek vizsgalatakor a 101 sikeresen kdvetett beteg
koziil kizartuk 8 beteget, akik nem rendelkeztek DNS mintéval, illetve a CFHRS variéaciot
hordozo betegeket (n=13; ebbdl 1 fének nem voltak kdvetéses adatai) kiilon csoportként
kezeltiik. A maradék 80 beteget ROC-analizis segitségével két csoportra osztottuk, hogy
vizsgélni tudjuk az ESRD kialakulésa és az FHR-5 szintek kozotti lehetséges kapcsolatot.
fgy kaptunk egy alacsony FHR-5 szinttel rendelkez6 csoportot (FHR-5 <1,565 mg/L),
(FHR-

valamint egy magasabb FHR-5 koncentracioval

5>1,565mg/L) (7. tablazat).

jellemzett csoportot

7. tablazat. CFHR5 variaciot hordozok, illetve nem hordozok klinikai és laboratoriumi

adatai az FHR-5 szérumszinjének fiiggvényében.

CFHR5 CFHRS5 variaciét nem hordozo

variaciot betegek p

hordozé szérum FHR-5 serum FHR-5 C A e

betegek* <1,565 mg/L >1,565 mg/L ertek

n=13 n=28 n=52

nem % férfi 7 (53,8) 13 (46,4) 33 (63,4) 0,14
diagnoziskori életkor 17 (8-29) 16 (11-26) 31 (15-47) 0,012
mikrohematuria, jelenléte 7 (53,8) 19 (67,8) 32 (61,5) 0,57
makrohematuria, jelenléte 3(23) 5 (17,8) 10 (19,6) 0,77
nefrozis szindréma, jelenléte 8 (61,5) 12 (42,8) 28 (54,9) 0,3
vesekarosodas, jelenléte 6 (46,2) 8 (29,6) 23 (45) 0,03
akut veseelégtelenség, jelenléte 0 (0) 2(7,4) 7 (13,7) 0,48
szklerotikus glomerulus (%) 0 (0-5,2) 6,7 (0-17,8) 14,2 (0-44,4) 0,17
félhold képz6dés (%) 0 (0-5,8) 0 (0-6) 0 (0-17,6) 0,21
ESRD a kovetés alatt, jelenléte 0 (0) 2(7,1) 15 (28,8) 0,02
szérum C3, g/L 0,64 (0,24-0,78) 0,37 (0,21-0,98) 0,8 (0,3-1) 0,21
szérum C4, g/L 0,18 (0,10-0,25) 0,21 (0,13-0,26) 0,24 (0,2-0,35) 0,02
sC5b-9, ng/mL 534 (375-751) 517 (273-1277) 349 (244-574) 0,09
csokkent C3, jelenléte 9 (69,2) 19 (67,8) 25 (48) 0,08
csokkent C3 normalis C4
szinttel, jelenléte 4(30.8) 5(17.8) 367 0.12
emelkedett C5b-9, jelenléte 11 (84,6) 19 (79,2) 36 (72) 0,58
Klasszikus 0t aktivitas, 37 (12-49)
CHE50/mL 35 (3,7-60,7) 45,5 (29-60) 0,17
Alternativ tt aktivitas, % 27 (0,75-67) 8 (1-81) 61 (6-88) 0,1
szérum FHR-5, mg/L 1,54 (0,92-1,88) 1,34 (1,12-1,46) 2,16 (1,87-2,85) <0,0001

*A CFHRS5 variaciot hordozo betegek referenciaként vannak feltiintetve.
“p értéket Mann-Whitney U teszt és y2 teszt segitségével hataroztuk meg, sszehasonlitva a betegeket,
akikben a szérum FHR-5 <1,565 mg/L, illetve akikben szérum FHR-5>1,565 mg/L.

Az alacsony FHR-5 szinttel rendelkez6 betegekre jellemzé volt a hipokomplementémia,

alacsony C3 szintekkel és csokkent alternativ ut aktivitassal (7. tablazat).
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A 80 kovetett vad-tipusit FHR-5-tel rendelkezd beteg koziil (median kdvetési ido: 1,53
év; 0,05-6 év) 17 beteg progredialt ESRD-be. Az ESRD-be progredialt betegekben

szignifikansan magasabb volt a szklerotikus glomerulus aranya (8. tablazat).

8. tablazat. CFHRS5 variaciot nem hordozé betegek klinikai jellemzése a kovetési id6

alatt kialakulé ESRD fliggvényében

ESRD-be progredialo ESRD-be nem
betegek a kovetés rogredialé betegek L.
) alatt P agkiivetés alat;g P értek*
n=17 n=63
nem % férfi 10 (58,8) 36 (57,1) 0,9
diagnoéziskori életkor 17,5 (3-40) 19 (12-37) 0,046
mikrohematuria, jelenléte 13 (76,5) 38 (61,3) 0,24
makrohematuria, jelenléte 3 (17,6) 12 (19,3) 1
nefrozis szindroma, jelenléte 12 (70,6) 28 (45,2) 0,09
vesekarosodas, jelenléte 10 (58,8) 4 (6,5) 0,055
veseelégtelenség, jelenléte 5 (29,4) 4 (6,5) 0,02
szklerotikus glomerulus (%) 27 (7,1-53,5) 5,2 (0-20,8) 0,014
félhold képz6édés (%) 0 (0-17,3) 0 (0-9,1) 0,87
szérum C3, g/L 0,95 (0,36-1,27) 0,61 (0,2-1) 0,07
szérum C4, g/L 0,24 (0,22-0,42) 0,22 (0,16-0,31) 0,16
sC5b-9, ng/mL 350 (234-615) 422 (262-913) 0,27
csokkent C3, jelenléte 10 (58,8) 34 (53,9) 0,08
csokkent C3 normalis C4 szinttel, 1(5,8) 7(11,1) 1
jelenléte
emelkedett sC5b-9, jelenléte 10 (62,5) 45 (77,6) 0,22
Klasszikus 0t aktivitas, CH50/mL 48 (30,5-66,5) 43 (21-60) 0,22
Alternativ ut aktivitas, % 76 (21-91) 37 (1-83) 0,11
szérum FHR-5, mg/L 1,96 (1,69-2,25) 1,75 (1,38-2,56) 0,34

* Az 6sszehasonlitas Mann-Whitney U teszttel és y2 teszttel tortént.

A kiilon csoportként kezelt CFHRS variacidt hordozé betegeknél —azt mindenképpen
kiemelném, hogy koziiliik egy sem progredialt ESRD-be.

Az ESRD-be progredialt betegek koziil 15 tartozott a magas FHR-5 szinttel rendelkezo
csoportba (ESRD rata: 0,38/esemény/ember/év, median kovetési ido: 1,45 év; 0,05-6 év),
mig a maradék 2 {6 az alacsony FHR-5 szinttel rendelkezd csoport tagja volt (ESRD rata:
0,04/esemény/ember/év, median kovetési ido: 1,98 év; 0,11- 6 év). A magasabb FHR-5
szinttel rendelkez6 betegekre (median=2,16; 1,87-2,85) rosszabb vesetlélés volt

jellemzd, azokhoz a betegekhez képest, akikben alacsonyabb volt az FHR-5 koncentracio
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(median=1,34; 1,12-1,46) (p=0,034), illetve ha a csoportokat egyiitt elemeztiik (p=0,016)

(15. abra).
1001 —— CFHRS5 variaciét hordozok
—— <1,565 mg/L
. 804
= m— >1 565 mg/L
0 601
‘0
]
©  40-
7]
>
204
p<0,03
O T T T
0 2 4 6
Diagnézistol kévetés végeéig eltelt id6 (év)
Rizikdbetegek 0 2 4 6
CFHR5
variaciot 13 8 4 1
hordozok
<1,565 mg/L 28 16 8 2
>1,565 mg/L 52 21 10 3

15. abra. A betegek FHR-5 szintje és a vesetulélés kozotti kapcsolat
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5.3. C4 nefritikus faktor vizsgalata a C3G/IC-MPGN-es betegpopulacioban

5.3.1. C4 nefritikus faktor eléfordulasa C3G/IC-MPGN-es betegcsoportban

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a C4NeF el6fordulasat, 119 hisztoléogiailag
igazolt C3G/IC-MPGN-es beteg szérumaban hataroztuk meg a C4NeF aktivitasat
hemolitikus teszt segitségével. 17 betegben azonositottuk a C4NeF jelenlétét, koziiliik 7
(17,5%) IC-MPGN-ben, 1 (8,3%) DDD-ben és 9 (16,4%) C3G-ben szenvedett. A C4NeF-
ral rendelkezd betegek hisztologiai, genetikai és komplement jellemzodit a 9. tablazat

tartalmazza.

5.3.2. C4 nefritikus faktor osszefiiggése a betegek kiilonbozé Kklinikai,
laboratdériumi, genetikai és komplement paramétereivel

A vizsgalatba bevont betegeket két csoportra osztottuk az alapjan, hogy jelen van-e a
C4NeF autoantitest. A betegek klinikuméban nem taldltunk kiilonbséget a C4NeF-re
pozitiv illetve negativ betegek kozott a hematuria, proteinuria tekintetében. Egyediil a
diagnoziskor jelenlevd veseelégtelenség prevalenciaja volt alacsonyabb a C4NeF pozitiv
betegek csoportjaban. A betegek komplement paramétereit elemezve nem talaltunk
kiilonbséget a C3 ¢és C4 fehérjék szérumszintje kozott. A C4NeF pozitiv egyének
mintdiban alacsonyabb klasszikus és alternativ ut aktivitast mértiink. A Clq szintekben
¢és anti-Clq antitest jelenlétében szintén nem taldltunk kiilonbséget a C4ANeF pozitiv,
illetve C4NeF negativ betegek kozott. A C4 hasitasabol szarmazo C4d aktivacios termék
szintje szignifikansan alacsonyabb volt a C4NeF-ral rendelkezé betegekben (10.
tablazat).

62



DOI:10.14753/SE.2021.2415

9. tablazat. C4NeF-ral rendelkez6 IC-MPGN/C3G betegek hisztologiai, genetikai és

komplement jellemzo6i
Allél CFH,
frekvencia Funkcio- CFHR1, C3NeF
Beteg 1000 nalis CFHR2, Szovettani C3,
T LPV L , , % sC5b-9
azonosito Genomes vizsgalato | CFHR3 és csoport g/L
Project k CFHR5
alapjan kopiaszam
HUN260 - - - Vad-tipus | IC-MPGN 14,3 0,15 1450
HUNA477 - - - Vad-tipus | IC-MPGN 12,5 1,23 1715
CFHR1 és
HUN542 - - - C';(:Rs DDD 2,4 0,51 103
delécidja
CFHR1 és
HUNS86 | - : . CPORS | caeN | 282 | o047 | 2127
delécidja
HUN588 - - - Vad-tipus C3GN 5 0,17 >800
HUN589 na na na na C3GN 4,9 0,35 -
HUNG625 na na na na C3GN 1,6 0,25 -
CD46 CFHR1 és
HUNe3a | EX42Q | gqg | VAN(70) | CPHRS | ann | 53 | 015 | 2874
het. het.
delécidja
HUN1112 na na na na IC-MPGN 5,8 0,96 459
HUN1181 na na na na IC-MPGN 4,7 0,96 -
CFHR1 és
HUN1312 - - - C';(:RB C3GN 14,6 1,07 231
delécidja
HUN1360 - - - Vad-tipus | IC-MPGN 18,6 0,2 2117
CFHR1 és
c3 CFHR3
HUN1447 | R315X 0.0% nincs het IC-MPGN 20 0,05 2575
het.
delécidja
HUN1652 - - - Vad-tipus | IC-MPGN 62 0,31 1581
CFlI
HUN1712 | A240 0.0% van (104) | Vad-tipus | IC-MPGN | 9,98 | 1,07 | 119
G het.
CFHR1 és
CD46
HUN1739 | A353 | 04% | Yan(62 | CPHRS | o yioon | 5 | o052 | 208
164, 165) het.
V het.
delécidja
HUN1772 - - - Vad-tipus C3GN 8,6 0,93 346

nincs adat

normaltartomanyok: C3NeF<10%; C3: 0,8-1,9 mg/L; sC5b-9: 110-252 ng/mL
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10.tablazat. C4NeF pozitiv, illetve CANeF negativ IC-MPGN/C3G betegek klinikai és
komplement jellemz6i

C4NeF pozitiv betegek C4NeF negativ betegek p

n=17 n=102
nem % férfi 9 (53) 58 (57) 0,79
diagnéziskori életkor, év 16 (14-31,5) 24 (12,75-41) 0,24
mikrohematuria, jelenléte 11 (65) 59 (58) 0,79
makrohematuria, jelenléte 2(12) 21 (21) 0,52
nefrézis szindroma, jelenléte 7 (41) 54 (53) 0,43
vesekarosodas, jelenléte 1(6) 44 (43) 0,002
veseelégtelenség, jelenléte 1(6) 11 (1) 1
trigger, jelenléte 2(12) 19 (19) 0,73
csaladi halmozddas, jelenléte 1 (6) 9(9) 1
szérum C4, g/l 0,2 (0,12-0,26) 0,23 (0,17-0,32) 0,232
szérum C3, g/l 0,33 (0,19-0,98) 0,73 (0,39-01) 0,115
Klasszikus ut aktivitas, CH50/mL 30 (11-54) 46 (28-61) 0,065
Alternativ 0t aktivitas, % 40 (0-67) 63 (3-87) 0,055
C3NeF pozitivitas 7(41) 20 (19,6) 0,063
Clq, mg/L 108 (83-138) 102 (83-123) 0,528
anti-C1q, U/mL 4 (23,5) 10 (9,8) 0,117
C4d, ng/mL 3,23 (2,6-5,3) 5,46 (3,15-9,27) 0,038

A valtozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomany, illetve szazalékként adtuk meg. A p-értéket
y2-tesz és Mann-Whitney teszt segitségével hataroztukmeg.

A kovetkezd valtozok esetében bizonyos betegek értékei hidnyoznak:vesekarosodas/elégtelenség (n=3),
trigger (n=2), csaladi halmozodas (n=1).

Megfigyeltiik, hogy a C3NeF eléfordulasa magasabb volt azokban a betegekben, ahol
C4NeF-et is detektaltunk. Ez alapjan kivancsiak voltunk, hogy a kétféle autoantitest
eléfordulasa és a betegség megjelenése, valamint a laboratoriumi paraméterek kozott van-
e Osszefliggés. Ennek vizsgalatira négy csoportot hoztunk létre: csak C3NeF-ral
rendelkezd csoport (n=20), csak C4NeF-ral rendelkezd csoport (n=10), mindkét antitestre
pozitiv csoport (n=7), illetve mindkét antitestre negativ csoport (n=82) (11. tablazat).

A mindkét nefritikus faktorral rendelkez6 betegek fiatalabbak voltak a tobbi beteghez
viszonyitva. Szintén megfigyeltiik, hogy a C4NeF-ral rendelkez6 betegek esetében — akar
Onmagaban, akar C3NeF-ral egyiitt — a diagnozis idején veseelégtelenség ritkdbban allt
fenn (11. tablazat).

A dupla pozitiv betegeket alacsonyabb C3 szint jellemezte, de hasonl6 kiilonbséget nem
tapasztaltunk a C4 szintek tekintetében. Ezzel egybehangzdan magasabb sC5b-9 szinteket

detektaltunk a dupla pozitiv csoportban, mig a csak C4NeF-ra pozitiv csoportban mértiik
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a legalacsonyabb szinteket. Szintém a dupla pozitiv csoportban detektaltuk a
legalacsonyabb klasszikus ¢€s alternativ ut aktivitasokat, mig ezek aktivitasa az antitest
negativ csoportban volt a legmagasabb. Az alternativ ut aktivitasa szintén csokkent volt
a C3NeF pozitiv csoportban. A tobbi vizsgalt komplement faktor tekintetében egyediil a
C4d szint esetében talaltunk kiilonbséget, az antitest negativ csoporthoz képest minden
esetben alacsony szinteket mértiink.

A betegek biopszias leirasat vizsgalva egyediil a Clq jelolédése volt hianyos
szamottevGen a C4NeF pozitiv csoportban (12. tablazat).

Megvizsgaltuk, hogy van-e barmilyen Osszefliggés az o6roklott faktorok és a C4NeF
eléfordulasa kozott, de nem talaltunk kapcsolatot a kiilonb6z6 génekben azonositott LPV-
kkel.

Mivel azt tapasztaltuk, hogy a C3NeF és C4NeF egyiitt, illetve kiilon-kiilon is
el6fordulhat, tovabbi komplement autoantitesteket is megvizsgaltunk. A dupla pozitiv
csoportban tapasztaltunk leggyakrabban tovabbi autoantitesteket, igymint az anti-C1q és

anti-C3b megjelenését.
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11. tablazat. A nefritikus faktor statuszuk alapjan osztalyozott IC-MPGN/C3G betegek

klinikai, komplement és genetikai eredményei

Dupla pozitiv C3NeF-ra és
C3NeF pozitiv C4NeF pozitiv betegek C4NeF-ra
betegek betegek C3NeF-ra és negativ p
n=20 n=10 C4NeF-ra betegek
n=7 n=82
nem % férfi 13 (65) 6 (60) 3(42,9) 45 (54,9) 0,057
diagnoziskori életkor 15 (9-21)! 14 (11-39) 16 (11-17) 28 (13-41) 0,036
mikrohematuria, jelenléte 12 (60) 7 (70) 4 (80) 47 (58,8) 0,735
makrohematuria, jelenléte 6 (30) 2 (20) 0(0) 15 (18,8) 0,461
nefrézis szindroma, jelenléte 12 (60) 5 (50) 2 (28,6) 42 (53,2) 0,552
vesekérosodas, jelenléte 9 (45) 1 (10) 0(0) 35 (44,3)2% 0,026
veseelégtelenség, jelenléte 2 (10) 1 (10) 0 (0) 9 (11,4) 0,824
trigger, jelenléte 8 (40) 1(11,1) 1(14,3) 11(138) 0,045
csaladi halmozo6das, 2 (10 10111 00 (86 0.863
jelenléte (10) (11,1) ©) (8,6) ;
széram C3, g/l 03402077 052(02509) 02017107 % ((]3')48' 0,01
. 0,25 (0,13- 0,15 (0,11- 0,22 (0,17-
szérum C4, g/l 0,33) 0,23 (0,19-0,28) 0,26) 0,31) 0,57
~ 575 (384- ) 1716 (1450- 368 (244- 0,000
sC5b-9, ng/ml 1206): 287 (115-1063) 212712 553) 4
LPV hordozé 5(27,7) 3(50) 1(14,3) 13 (16,5) 0,19
Klasszikus ut aktivitas,
CHEOML 36 (12,5-59) 39 (18-59) 14 (0-46) 475 (31-61) 0,077
Alternativ 0t aktivitas, % 1,5 (1-89) 57,5 (0,75-68,5) 1 (0-58) 65 (13-86)*4 0,033
Clq, mg/L 108 (93-146) 111 (80,25-145) 104 (73-124,5) 1?211(2?_ 0,46
573,5 (360- 538 (370-
H-faktor, mg/L 697) 546,5 (360-639) 495 (384-763) 742) 0,977
I-faktor, % 92,5 (78-103) 82 (67-102,5) 90 (78-107) 92,5 (78-111) 0,598
B-faktor, % 85 (65-98,5) 84 (65-107) 86 (66-107) 86 (65,5-103) 0,971
i 2,15 (1,06- i i 2,44 (0,98-
D-faktor, ug/mL 372) 1,83(0,78-5,28) 0,48 (0,33-2,5) 413) 0,16
C3a, ng/mL 113 (77-274) 124 (72-190) 138 (53-188)  137(91-221) 0,805
1,14 (0,71- 1,45 (1,01-
Bb, ug/mL 2,24 (1,52-3,4) 0,93 (0,89-2,27) 2.37) 2,08) 0,079
C4d, ng/mL 3,97 (3,25-8,9)  3,23(2,66-4,41) 3,71 (0,59-6,2) 5’7; £37')04' 0,21
anti-H faktor, jelenléte 0(0) 0 (0) 0 (0) 6 (7,3) 0,359
anti-C1q, jelenléte 2 (10) 1 (10) 3 (25,2)? 8(9,7) 0,044
anti-C3, jelenléte 1(5) 0(0) 2 (28,57) 2 (2,5) 0,011
anti-B-faktor, jelenléte 2 (10) 0(0) 0(0) 4 (5) 0,608
Tovabbi antitestek™, 3 (16,6) 1(11,1) 4 (57,14)% 15(19,73) 0,09

jelenléte

A valtozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomannyal, illetve szazalékként adtuk meg. A p-értéket y2-tesz és Kruskal-
Wallis teszt segitségével hataroztuk meg. ‘Szignifikansan kiilonbézik nefritikus faktorokra negativ betegektdl.? Szignifikdnsan
kiilonbozik C4NeF pozitiv betegektdl.>Szignifikansan kiilonbozik dupla pozitiv betegektél. * Szignifikansan kiilonbdzik C3NeF
pozitiv betegekt6l. Referencia tartomany: C3 0,9-1,8 g/L; C4 0,15-0,55¢/L; sC5b-9 110-252 ng/mL,; klasszikus ut aktivitas 48-103
CH50/ml; alternativ it aktivitas 70-125%; C1q 60-180 mg/L; H-faktor 250-880 mg/I ; I-faktor 70-130%; B-faktor 70-130%;D-
faktor 0,51-1,59 pug/mL; C3a 70-270 ng/mL; C4d 0,7-6,3 pg/mL; Bb 0,49-1,42 ng/mL;
A kovetkez6 valtozok esetében bizonyos betegek értékei hianyoznak: proteinuria (n=3), vesekarosodas/elégtelenség (n=3), trigger
(n=2), csaladi halmozédas (n=1), sC5b-9 (n=15), LPV (n=9), Clq (n=13), D-faktor (n=23), C3a (n=19), Bb (n=23), C4d (n=23),
anti-H-faktor (n=2), anti-C1q (n=8), anti-C3 (n=3), anti-B-faktor (n=3).* anti-H-faktor, anti-C1q, anti-C3, anti-B-faktor.
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12. tablazat. A nefritikus faktor statuszuk alapjan osztalyozott IC-MPGN/C3G betegek
hisztologiai eredményei

C3NeF  C4NeF  Duplapozitiv. oo e
Iy Iy betegek
pozitiv pozitiv C3NeF-raés C4NeF-ra
betegek betegek CANeF-ra negativ
n=20 n=10 n=7 betegek=82
Biopsziaig eltelt 0,01 (0- ) : )
id5, honap 0,72) 0 (0-12) 0 (0-0,23) 0 (0-0,91) 0,67
Fénymikroszkopia

szklerotikus
glomerulus % 5(0-21,2) 7,5(0-17) 0 (0-0) 5,6 (0-34) 0,22
félhold képzddés % 0(0-0) 0(0-8,5) 0 (0-0) 0 (0-8,6) 0,45
mezangialis 0/1/2/3%  4/4/8/3  1/2/3/4 0/2/2/3 13/24/33/12 0,51
proliferacié foka
endokapilldris O/L/2i3* 828/ 4121004 1/3/2/1 36/16/21/9 0,08
proliferacié foka
intersticidlis 0/1/2/3*  6/8/4/1  8/1/1/0 413/0/0 31/32/15/4 0,39
inflammacio foka
intersticidlis 0/1/2/3*  6/8/4/1 4141210 5/2/0/0 32/23/23/4 0,69
fibrozis foka
arteriola szklerézis 16 (80) 8 (80) 6 (85,7) 54 (65,) 0,28

Immunfluoresszens mikroszkopia
C3 0/1/2/3*  0/0/6/14 0/0/2/7 0/0/4/3 5/5/30/41 0,52
IgA 0/1/2/3*  14/3/1/2 7/1/0/0 5/1/1/0 56/15/2/8 0,82
1gG 0/1/213*  8/7/213 7/1/0/1 5/1/1/0 39/21/11/10 0,68
IgM 0/1/2/3*  6/9/4/1 3/2/1/2 1/2/4/0 27127/20/8 0,48
Clg 0/1/2/3*  8/7/2/1  6/1/0/0'23 1/1/5/0 32/22/10/8 0,008

Elektronmikroszkopia

mezangialis
depozitum, 10 (50) 4 (40) 5 (71,4) 43 (52,4) 0,313
jelenléte
szubepitelialis
depozitum, 9 (45) 2 (20) 2 (28,6) 27 (32,9) 0,794
jelenléte
szubendotelialis
depozitum, 9 (45) 3 (30) 5(71,4) 39 (47,6) 0,188
jelenléte
intramembrandzus
depozitum, 12 (60) 4 (40) 1(14,3) 29 (43,9) 0,164
jelenléte

A véltozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomannyal, illetve szazalékként adtuk meg. A p-
értéket y2-tesz és Kruskal-Wallis teszt segitségével hataroztukmeg. ! Szignifikansan kiilonbozik C3NeF
pozitiv betegekt6l.2Szignifikansan kiilonbozik dupla pozitiv betegektdl. 3Szignifikansan kiilonbdzik a
nefritikus faktorokra negativ betegekt6l.” Fénymikroszkopian és immunfluoreszcens mikroszkopian latott
elvaltozasok fokat 0-tol 3-ig terjedd skalan hataroztuk meg.

A kovetkez6 valtozok esetében bizonyos betegek értékei hianyoznak: proteinuria: C3- (n=2), IgA- (n=3),
1gG- (n=2), IgM- (n=2), C1q (n=15) immunfluoreszcens festés éselektronmikroszkopia (n=23).
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5.3.3. Vesetilélés osszefiiggése a C4NeF jelenlétével

A 119 betegbdl 103 beteget tudtunk nyomonkovetni (median:1,52 év; 0,05-6 év). A
diagndzis idején 12 betegnek volt veseelégtelensége, akik koziil egy beteg volt pozitiv a
C4NeF-ra. A kovetési id6 alatt 17 beteg progredialt ESRD-be: ezen betegek koziil 14-ben
nem mutattunk ki sem C3NeF-t, sem C4NeF-t, a tovabbi 3 beteg C3NeF-ra pozitivnak
bizonyult. A C4NeF pozitiv és negativ betegek talélését tekintve nem talaltunk koztiik
szignifikans kiilonbséget (16/A abra). Szintén nem mutattunk ki kiilonbséget a C3NeF
pozitiv, C4NeF pozitiv, dupla pozitiv és negativ csoportok kozott (16/B  abra).

A

Rizikdbetegek
C4NeF pozitiv
C4NeF negativ

Rizikdbetegek
dupla pozitiv

C4NeF pozitiv
C3NeF pozitiv

negativ

16. abra. A betegek vesetulélése a (A) C4NeF pozitiv és negativ, illetve a (B) C3NeF
pozitiv, C4NeF pozitiv, dupla pozitiv és negativ betegcsoportokban.

Vesetulélés, %

Vesetulélés, %

100 Hagri—i—s

—— C4NeF pozitiv
80 == C4NeF negativ
60
404
20
p=0,11
0 T T T
0 2 4 6
Diagnozistol a kovetés végéig eltelt id6 (év)
11 7 5 1
92 39 17 5

100

—— dupla pozitiv
504 —— C4NeF pozitiv
== C3NeF pozitiv
60 == negativ
40
204
p=0,46
0 T T T
0 2 4 6
Diagnoézistdl a kovetés végeéig eltelt id6 (év)
5 3 3 1
6 5 3 1
20 10 4 2
72 30 14 3
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5.4. Adat-vezérelt hipotézismentes klaszteranalizis végzése a betegek klinikai,
laboratoriumi, genetikai és komplement eredményei alapjan

5.4.1. Az olasz és a kozép-europai betegcsoport 6sszehasonlitasa

Megvizsgaltuk, hogy az altalunk bevont betegek alkalmasak-e arra, hogy az igy 1étrejott
betegcsoporton megismételjiik, és esetlegesen validaljuk az olasz munkacsoport
eredményeit. Ehhez els6 1épésként Gsszehasonlitottuk a két fliggetlen betegcsoportot
ismert paramétereik tekintetében.

A mi kohorszunkban a betegek 40,2%-a szenvedett C3GN-ben, 12%-a DDD-ben ¢s
47,8%-a IC-MPGN-ben, mig az olasz kohorszban 39,3%, 14,5% és 46,2% volt a
diagnézisok megoszlasa. Az altalunk vizsgalt betegcsoportban az atlagéletkor 24 év volt,
az olasz kohorszban 18,9 év, tovabba a mi gyijtésiinkben 51%-ban fordultak el6 gyerekek
szemben a 64%-kal. Vizsgalatunkban a C3GN-es betegek atlagéletkora 28 év volt, mig
az olasz vizsgalatban 18,2 év. A nemek megoszlasa hasonl6 volt a két csoportban (férfiak:
0,5 vs. 0,56). Az olasz vizsgélatban a biopszidig eltelt id6 kevesebb, mint egy év volt a
C3GN-ben ¢és IC-MPGN-ben szenvedd betegeknél, a DDD-ben szenvedd betegeknél 1,1
év volt, ami hosszabb volt, mint a mi vizsgalatunkban, ahol az esetek nagy részében a
diagnodzissal egy idében tortént a mintavétel. A betegség sulyossagit jellemzd
szklerotikus glomerulus jelenléte magasabb volt a mi betegcsoportunkban (16,4% vs.
4%), mig a félhold képzodés mértéke nem mutatott kiilonbséget (6,7% vs. 5,3%). A
diagnoziskor fennallo veseelégtelenség 12% volt a kozép-eurdpai, mig 1,2 % volt az olasz
kohorszban. A kovetési id6 a betegek 50%-nal 5 (0,05-10,32 év) illetve 2 év (~0,1-10
év) volt. A kovetés alatt ESRD-be progredialo betegek el6fordulasa 10 % és 8,6% volt a
két betegcsoportban. Az LPV-k (20,5% vs. 19,5%) és a C3NeF (25,3% vs. 44,7%)
eléfordulasa kozott kis kiilonbséget tapasztaltunk a két csoport kozott (17. abra).

Fentiek alapjan a legfontosabb klinikai, genetikai és biokémiai adatok segitségével a két
kohorsz egymassal 6sszehasonlithato, és az altalunk gylijtott betegesoport alkalmas arra,

hogy megismételjiik rajta a korabban k6z6lt analiziseket (17. abra).
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| C3GN % ]
| — DDD % I—
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latropoulos és mts.-i kozép-eurépai munkacsoport

17. abra. Az olasz ¢és a koOzép-eurdpai munkacsoport kohorszainak grafikus

O0sszehasonlitasa

5.4.2. A generalt klaszterek jellemzése és 6sszehasonlitasa Iatropoulos és mts.
munkajaval

Hierarchikus Klaszter analizissel 4 klasztert generaltunk. 45 beteg kertilt az 1-es, 4 beteg
a 2-es, 17 beteg a 3-as és 26 beteg a 4-es klaszterbe. Az analizis soran elszor a 3-as
klaszter hatarolodott el, melyet foleg fiatal betegek alkottak alacsony sC5b-9 szinttel és
szklerotikus glomerulusok gyakori jelenlétével. Kovetkezo 1épésben a 4-es klaszter valt

kiilon, melybe iddsebb betegek tartoztak jellemzéen magasabb C3 szintekkel (18. abra).

nce

Linkaae Dista

4n=26 1n=45 ) 3n=17
nzd

I }||| T

18. abra. Hierarchikus klaszter analizis agrajza

70



DOI:10.14753/SE.2021.2415

Az 1-es klasztert alacsony C3 szint jellemezte (median: 0,5 g/L), jelentésen emelkedett
sC5b-9 aktivacios marker szinttel (median: 540 ng/mL) és a genetikai faktorok, valamint
a C3NeF magas eléfordulasi gyakorisagaval. Foleg fiatal betegek keriiltek ebbe a
csoportba (median életkor: 13 év). A diagndzis idején a betegeket alacsony kreatinin szint
és jo vesefunkcio jellemezte. A biopszias képen hianyoztak a szklerotikus glomerulusok
¢s a félholdképzddés. Az immunfluoreszcencias képen a C3 jelolédésen thl
immunglobulin jelol6dés is detektalhato volt, mely megegyezett az olasz 1-es klaszterben
megallapitottakkal.

A 2-es klaszterben tapasztaltuk a leger6sebb festédést IgA-ra, 1gG-re és Clqg-ra 1ényeges
félholdképzodéssel. A 4-b6l 3 betegnél jelentkezett nefrozis szindroma. Ebbe a
Klaszterbe kevés beteg kertilt, és mivel igy nem adtak volna relevans informaciot, 6ket a
tovabbi analizisekbdl kizartuk .

A 3-as Kklaszterben tapasztaltuk a legalacsonyabb sC5b-9 (median: 250 ng/mL) szinteket,
mely egylitt jart az enyhén csokkent C3 szintekkel (median: 0,77 ng/mL), és az LPV-k
magas eléforduldsi gyakorisagaval. A fénymikroszkopos képet intersticilis fibrozis és
inflammacié jellemezte sok szklerotikus glomerulus jelenlétével ¢és kevés
félholdképzodéssel a tobbi klaszterhez viszonyitva.

A 4-es klaszterbe id6sebb betegek kertiltek (median: 39,5 év) normalis C3 szintekkel. Ezt
a klasztert az elektronmikroszkopias képen kevesebb intramembrandzus depozitum
jellemezte. Az olasz munkacsoport vizsgalataban ebben a klaszterben tobb esetben is
jelentkezett trombotikus mikroangiopatia. Mi ezt nem tudtuk vizsgalni, mivel a mi
anyagunkban csak két esetben jelentkezett trombotikus mikroangiopatia és ezeket a
betegeket hianyzo6 paraméterek miatt nem tudtuk bevonni a klaszteranalizisbe.

A kiilonboz6 klaszterekbe tartozo betegek klinikai, genetikai és komplement jellemzoit a

13. tablazat, a hisztologiai adatait a 14. tablazat tartalmazza.
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13. tablazat. A betegek klinikai, genetikai és komplement jellemz6i a kiilonb6zd

klaszterekben

Klaszter 1 Klaszter 2 Klaszter 3 Klaszter 4
n=45 n=4 n=17 n=26
N 45 4 17 26
nem % férfi 20 (44,4) 3 (75) 12 (70,6) 11 (42,3) 0,16
duagnéziskort eletior, 43 (7.16) 95320  25(10-3) 395(335002 O
mikrohematuria,
jelenléte 27 (60) 2 (50) 11 (64,7) 16 (61,5) 0,94
makrohematuria,
elenléte 9 (20) 2 (50) 4 (23,5) 5(19,2) 0,93
nem-nefrotikus
proteinuria, jelenléte 24 (53,3) 1 (25) 7(41,2) 12 (48) 0,68
nefrozis szindroma,
jelenléte 17 (37,7) 3 (75) 10 (58,8) 13 (52) 0,25
vesekarosodas, 2
jelenléte 9 (20) 2 (50) 11 (64,7) 10 (40) 0,003
veseelégtelenség,
jelenléte 4(8,9) 1 (25) 1(5,9) 5 (20) 0,27
kreatinin pmol/L 61 (49-79)2 215 (50-569) 170 (63-229) 166 (92-285) 0,005
trigger, jelenléte 12 (26,7)° 1 (25) 1(5.9) 1(4) 0,02
csaladi
halmozodasjelenléte 4(8,9) 0 (0) 4 (23,5) 2(1,7) 0,21
(%)
. 0,64 (0,29- 0,77 (0,4- 0,93 (0,66-
g 3
szérum C3 g/l 0,5 (0,23-0,84) 0.93) 0.92) 117) 0,02
szérum C4 g/l 0,19 (0,12-0,3)2 0'3%%’)’18' 0'2%(4%*21' 024 (02-03) 0,01
alacsony szérum C3
normalis szérum C4- 20 (44,4) 3 (75) 11 (64,7) 10 (38,5) 0,22
gyel, jelenléte
sC5b-9 ng/mL 540 (332-1136)2 438 (275-724) 250 (189-404) 407 (261-500) 0,003
LPV hordoz6 10 (23,2) 0 (0) 3 (17,6) 5(20,8) 0,89
C3NeF pozitivitas, 3
jelenléte 17 (38,6) 1 (25) 2(11,8) 3(11,5) 0,02
LPV hordoz6 és/vagy
C3NeF pozitiv, 21 (46,7) 1(25) 4 (23,5) 7 (26,9) 0,21
jelenléte

A valtozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomany, illetve szazalékként adtuk meg. A p-értéket
y2-tesz és Kruskal-Wallis teszt segitségével kaptuk meg az 1-es,3-as és 4-esklaszterek
Osszehasonlitdsanak eredményeként.
! Szignifikansan kiilonbozik klaszter 1-t61.2 Szignifikansan kiilonbdzik Klaszter 3-t61.3Szignifikdnsan

kulonbozik klaszter 4-t61.

Referencia tartomanyok: C3: 0,9-1,8 g/L; C4: 0,15-0,55g/L; sC5b-9: 110-252 ng/mL
A kovetkez6 valtozok esetében hianyzo értékek vannak: proteinuria, vesekarosodas/elégtelenség, SC5b-9,

LPV, C3NeF
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14. tablazat. A betegek hisztologia jellemz6i a kiilonb6z6 klaszterekben

Klaszter 1 Klaszter 2 Klaszter 3  Klaszter 4

#
n=45 n=4 n=17 n=26 P
Biopsziaig eltelt id6, : 1,85 (0,15- : 0 (0,46-
(hénap) 0 (0-0,69) 4,91) 0 (0-0,6) 21) 0,22
Fénymikroszkdpia
szklerotikus 60 (47- <0,00
glomerulus % v v 70)t3 B 01
félhold képzodés % 0(0-4)  55(46-62)12% 0 (0-6) 0(0-9) 0,06
mezangialis 0/1/2/3*  5/11/18/11 1/1/2/0 2/3/6/4 4/11/9/2 0,34
proliferacio foka atlage#SD 1,78 (0,95)  1,25(0,95) 1,59 (1,12) 1,35 (0,84)
endokapillaris 0/1/2/3* 13/8/18/6 2/0/1/0 7141313 11/7/5/3 0,48
proliferacio foka atlage#SD 1,38 (1,05)  1,25(1,5)  1,12(1,16) 1 (1,058)
. o 0/1/2/3*  24/18/3/0 2/1/1/0 2/6/6/3 10/8/7/1 0,001
intersticialis 053 159 096
inflammaci6 foka atlag+SD (0,625)2° 0,75 (0,957) (0,939)? (0,916)
o3 2715300 2/1/1/0 vsnos  osen <000
intersticialis fibrozis 01
foka , 0,47 1,88 1,04
ilagsSD o oos 075(0957)  g'ps (0,016)
arteriola szklerodzis, 23 <0,00
jelenléte 3(6,7) 1(25) 10 (58,8) 12 (46,2) 01
Immunfluoresszens mikroszkopia
c3 0/1/2/3* 1/1/12/31 0/1/0/3 0/1/4/12 1/0/10/15 0,72
atlag£SD 2,62 (0,64) 2,5 (1) 2,64(0,6) 25(0,77)
1GA 0/1/2/3* 28/9/3/5 2/1/0/1 12/3/0/1 19/4/1/2 0,89
g atlag+SD 0,67 (1,02) 1(1,41) 0,37 (0,80) 0,46 (0,9)
109G 0/1/2/3* 22/8/7/8 0/2/0/2 9/7/0/1 16/7/2/1 0,13
g atlagsSD 1,02 (1,17)  2(1,15) 0,58 (0,79) 0,41 (0,65)
IgM 0/1/2/3*  14/16/10/5 1/3/0/0 7/512/2 12/8/6/0 0,5
atlag£#SD 1,13 (0,99)  0,75(0,5) 0,93 (1,06) 0,77 (0,81)
c1 0/1/2/3* 18/11/9/7 1/1/1/1 10/5/0/1 12/7/3/0 0,16
q
atlag+SD 1,11 (1,11) 1,5 (1,29) 0,5(0,81) 0,59 (0,73)
Elektronmikroszkopia
mezangialis
depozitum, jelenléte 30 (66,7) 2 (50) 12 (70,6) 17 (65,4) 0,93
szubepitelialis
depozitum, jelenléte 24 (53,3) 3(75) 7(41,2) 7 (26,9) 0,09
szubendotelialis
depozitum, jelenléte 31(68,9) 3(75) 10 (58,8) 13 (50) 0,28
Intramembranozus 24 (53,3) 2 (50) 11(647)  7(269° 007

depozitum, jelenléte

A valtozokat a median értékiikkel, az interkvartilis tartomany, illetve szadzalékként adtuk meg. A #p .
értéket x2-tesz és Kruskal-Wallis teszt segitségével kaptuk meg az 1-es,3-as és 4-es klaszterek
Osszehasonlitasanak eredményeként.

* A fénymikroszkopian és elektronmikroszkopidn latott elvaltozasokat 0-tol 3-ig terjedd skalan értékeltiik.
! Szignifikdnsan kiilonbozik 1-es klasztertdl.? Szignifikdnsan kiilonbozik 3-as klasztert8l.3Szignifikansan
kilonbozik 4-es klaszterol.

A kovetkezé valtozok esetében hianyzo értékek vannak: IgA-, IgM-, C1q immunfluoreszcens festGdés.
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Az olasz munkacsoport vizsgalataban a DDD-s betegek a 3-as klaszterbe estek. Mi nem

talaltunk kapcsolatot a generalt klaszterek és az eredeti hisztologiai alapu diagnozis

kozott (15. tablazat).

15. tablazat. A hisztologia-alapu diagndzis megoszlasa a kiilonbozo klaszterekben

Klaszter 1 Klaszter 2 Klaszter 3 Klaszter 4 p
C3GN 16 0 9 12
DDD 5 2 1 3 0,186
IC-MPGN 24 2 7 11

Azért, hogy megkeressiik a legkevesebb valtozot, amellyel klasztereinket jellemezhetjiik,
egy dontési faanalizist hasznaltunk. A prediktor valtozokat fontossagi sorrendbe
allitottuk. Ez alapjan a két legmeghatarozobb valtozd a szklerotikus glomerulusok
szazalékos jelenléte, illetve a betegek diagnoziskori életkora volt. 3 vagdpontot hasznalva

sikeriilt besorolni betegeinket a klaszterekbe (19. abra).

50 n=45
40
n=26

;8 n=17
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19. abra. A betegek besorolasa a kiilonb6z6 klaszterekbe dontési fa analizis segitségével
meghatarozott vagopontok altal.
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A prediktor valtozok fontossagi sorrendjét a 16. tablazat tartalmazza. A két legfontosabb
valtozon tulmenden tovabbi kiemelten fontos prediktor valtozo volt az intersticialis
fibrézis, intersticialis inflammacio, arteriola szklerdzis jelenléte, valamint az sC5b-9

szintje.

16. tablazat. A prediktor valtozok fontossagi sorrendje dontési fa analizis segitségével
meghatarozva

Viltozo Prediktor fontossag
Viltozo rang | Fontossag

1 | szklerotikus glomerulus 100 1,00
2 diagnoziskori életkor 46 0,45
3 intersticialis fibrozis foka 33 0,32
4 intersticialis inflammaci6 foka 20 0,20
5 | sC5b-9 szint 20 0,20
6 | arteriola szklerozis 19 0,18
7 | veseelégtelenség jelenléte 12 0,11
8 | CFH Y402H 11 0,11
9 | szérum C4 szint 11 0,11
10 | C1q jeldlédés immunfluoreszCens mikroszkopian 11 0,10
11 | IgM jeldlédés immunfluoreszcens

mikroszkdopian 10 0,10
12 | CD46 c.-366A>G 10 0,09
13 | intramembrandzus depozitum

elektronmikroszkopian 9 0,09
14 | félhold % 8 0,08
15 | szubepitelialis depozitum elektronmikroszkdpian 7 0,07
16 | LPV 7 0,07
17 | 1gG jel6lddés immunfluoreszcens mikroszkopian 7 0,06
18 | trigger esemény 7 0,06
19 | C3NeF pozitivitas 6 0,06
20 | szubendotelialis depozitum

elektronmikroszkopian 6 0,05
21 | szérum C3 szint 6 0,05
22 | csaladi halmozddas 5 0,05
23 | nem 5 0,05
24 | C3 R102G 5 0,04
25 | endokapillaris proliferacié foka 5 0,04
26 | CFH V62l 4 0,04
27 | mezangialis proliferacio foka 4 0,04
28 | proteinuria 3 0,03
29 | mezangialis depozitumok elektronmikroszkopian 3 0,02
30 | IgA jeldlédés immunfluoreszcens mikroszkopian 3 0,02
31 | C3 jelolédés immunfluoreszcens mikroszkopian 2 0,02
32 | THBD A473V 2 0,02
33 | hematuria 2 0,02
34 | CFB Q/W 32R 1 0,01
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5.4.3. A vesetilélés osszefiiggése a klaszterekkel

Annak céljabol, hogy megvizsgaljuk, van-e klinikai relevancidja az éaltalunk azonositott
klasztereknek, megnéztiik van-¢ kiilonbség a csoportok kdzott a betegek vesetalélésének
tekintetében. 79 beteget kovettiink, akik kozil 10 beteg progredialt ESRD-be. 5 beteg
esetében jelentkezett akut veseelégtelenség a diagndzis idején, mely késébb idélegesen
regredialt. A 3-as és 4-es klaszterben rosszabb volt a betegek vesetulélése Kaplan-Meier
analizis eredményei alapjan (p<0,05 1-es klaszter vs. 3-as klaszter; 1-es klaszter vs. 4-as
Klaszter) (20/A abra). Ez alapjan az id6sebb betegek, magasabb szklerotikus glomerulus
el6fordulassal, genetikai és szerzett (LPV, C3NeF) tényezok ritkabb el6fordulasaval
rosszabb prognézist mutattak. A hisztologiai csoportok kozott ezzel szemben nem

figyeltiink meg kiilonbséget (20/B abra).

A
ESRD
. 80 —— C3GN
e —— DDD
8 604
o == |CGN
=
® 40
[}
(]
> 20
p=0,85
0 T T T
0 2 4 6
Rizikd betegek Diagnozistol a kdvetés végéig eltelt id6 (ev)
C3GN 26 10 7 1
DDD 10 6 3 1
ICGN 38 14 7 2
B
ESRD
100- —— Klaszter 2
—— klaszter 1
. 804
B
g oo
2
'g 404 == klaszter 3
2 = Klaszter 4
> 20
p<0,053vs1;4vs1
0

0 2 4 6
Diagnozistol a kovetés végéig eltelt ido (év)
Rizikobetegek

klaszter 1 39 19 14 3
klaszter 2 4 2 2 1
klaszter 3 15 4 2 1
klaszter 4 23 11 3 1

20. abra. A betegek vesetulélésének kapcsolata a hisztoldgiai-besorolassal (A), illetve a
klaszterekkel (B)
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Latva a kiilonbséget a klaszterek kozott a vesetalélésben, kivancsiak voltunk, hogy
mennyire kiilonboznek az alkalmazott terapias eljarasok a klaszterek kozott. A
diagnoziskori adatokat analizalva nem talaltunk jelentds eltérést a gyogyszeres kezelés

tekintetében (17. tablazat).

17. tablazat. Az alkalmazott kezelések megoszlasa a kiilonb6z6 klaszterekben

Klaszter 1 Klaszter 2 Klaszter 3 Klaszter 4

n=45 n=2 n=17 n=26
ACE-1/ARB 28 (62,2) 1 (25) 10 (58,8) 12 (46,5)
szteroid 22 (48,8) 3(75) 11 (64,7) 13 (50)
ciklofoszfamid 7 (15,5) 2 (50) 3(17,6) 5(19,2)
mikofenolat mofetil 8 (17,7) 0 (0) 3(17,6) 2(7,7)
ciklosporin 1(2,2) 0 (0) 1(5,8) 2(7,7)
plazmaterapia 2(4,4) 1 (25) 3(17,6) 1(3,8)
rituximab 2 (4,4 1 (25) 2(11,7) 0 (0)
eculizumab 1(2,2) 1 (25) 1(5,8) 0(0)
vesepotld kezelés 1(2,2) 1 (25) 3(17,6) 2(7,7)
takrolimus/azathioprin 1(2,2) 0 (0) 0(0) 2(1,7)
kombinalt terapia 22 (48,8) 2 (50) 8 (47) 10 (38,5)

5.4.4. Tovabbi komplement paraméterek osszefiiggése a klaszterekkel

Mivel Osszefliggést lattunk kiilonb6z6 komplement paraméterek, mint az SC5b-9 és a C3
szint, illetve a klaszterek kozott, ezért tovabbi komplement paramétereket is
meghataroztunk, ugymint egyéb komplement fehérjéket, aktivacios termékeket (18.
tablazat). A komplement aktivacios termék koncentraciok alacsonyak voltak és nem
mutattak kiilonbséget a klaszterek kozott.

Az 1-es klaszterben szignifikansan alacsonyabb alternativ és klasszikus ut aktivaciot
mértiink, csokkent D-faktor és C1q szintekkel. Ezek az eredmények a szintén csokkent
C3 szintekkel alatdmasztjak a komplement aktivacio és konszumpcio jelenlétét ebben a
klaszterben.

A C3NeF eléfordulasa is magasabb volt az 1-es klaszterben, mely arra sarkallt
benniinkett, hogy tovabbi komplement autoantitesteket hatarozzunk meg, mint az anti-
Clq, anti-H-faktor, anti-B-faktor ¢s anti-C3b. A 13 anti-C1q pozitiv beteg koziil 11 esett
az 1-es klaszterbe (p=0,018), mig a tobbi antitest eléfordulasaban nem talaltunk
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kiilonbséget. Az antitestek tobbszords el6forduldsa szintén gyakrabban fordult el az 1-
es klaszterben.
Ugyanezen vizsgalt faktorok és a hisztologiai csoportok kozott nem sikeriilt 6sszefliggést

megfigyelniink.

18. tablazat. A betegek komplement profilja a kiilonb6z6 klaszterekben

Klaszter 1 Klaszter 2 Klaszter 3 Klaszter 4 p

Klasszikus ut A 2 50 (10,75- : )

aktivitas, CH50/mL 30,5 (6,5-47) 69,75) 60 (32,5-62) 54 (36,5-54) 0,001

Alternativ ut 2

ktivitds, % 7 (1-63) 82,5(18-103,5) 65 (16,5-84,5) 75 (19-97) 0,02
. . 94 (75,75- 112,5 (96,75- )

C1q antigén mg/L 95 (73-123) 131 8) 136) 105 (79-117) 0,09

anti-C1q pozitivitas, 2

felonléte 11 (24,4) 0 (0) 1(5,9) 1(3,8) 0,018

anti-H-faktor

pozitivitas, jelenléte 2l v 2(ELE) o) 0,24

anti-C3 pozitivitas,

elenléte 4(9,3) 1 (25) 0 (0) 0 (0) 0,14

anti-B-

faktorpozitivitas, 2 (4,7) 1 (25) 2 (12,5) 1(4,2) 0,47

jelenléte

Pozitivitas 1-nél

tobb komplement 5(11,1)2 1(25) 1(5,8) 0 (0) 0,04

autoantitestre®

D-faktor, pg/mL 1,4 (0,65-2,49)12 2,65(0,76-5,19) 3,16 (2,37-4,4) 2,48 (1,28-4,66) 0,006

C4d, pg/mL 4,18 (3,05-7,51) 9'312(52' 342 (273-904) 576 (3,31-10,06) 0,32

Bb, pg/mL 1,34 (0,85-2,09) 1,34 (0,69-358) 1,6 (1,19-2,08) 1,49 (1,03-2,84) 0,38

C3a, ng/mL 176 (98,5-229,1) 102 (77,46-223) 123 (68-174,7) 172 (105,5-244,5) 0,2

A valtozokat a medidn értékiikkel, az interkvartilis tartomany, illetve szdzalékként adtuk meg. A P -
értéket y2-tesz és Kruskal-Wallis teszt segitségével kaptuk meg az 1-es,3-as és 4-es klaszterek
Osszehasonlitasanak eredményeként.

! Szignifikansan kiilonbdzik a 3-as klasztertl.? Szignifikansan kiilonbdzik 4-es klasztertsl. * C3NeF, anti-
Clq, anti-HF, anti-C3 és anti-BF koziil.

Referencia tertomanyok: sC5b-9: 110-252 ng/mL; C3a: 70-270 ng/mL; C4d: 0,7-6,3 ug/mL; Bb: 0,49-
1,42 ng/mL; D-faktor: 0,51-1,59 pg/mL

A kovetkez6 valtozok esetében hidnyzo értékek vannak: Clq antigén, anti-C1q, anti-HF, anti-C3 and anti-
BF, D-faktor, C4d, Bb, C3
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Megvizsgaltuk, hogy a C4NeF eléforduldsa mutat-e kapcsolatot a kiilonbozd
klaszterekkel. Dontési fa analizis alapjan azoknal a betegeknél, akik hianyzo adatok miatt
nem vettek részt a klaszter alkotasban prediktaltuk, hogy melyik Klaszterbe esnének, majd
megnéztiik, hogy a 17 C4NeF pozitiv beteg hogyan oszlik meg a Klaszterek kozott. 12
beteg esett az 1-es, 1 f6 a 3-as és 4 beteg a 4-es klaszterbe. A C4NeF prevalenciaja
szingifikansan magasabb volt az 1-es klaszterben (p=0,028 1 vs. 3,4 klaszter) (18. abra).
A nefritikus faktorok el6fordulasat egyiitt értékelve szintén gyakrabban fordultak elé az
1-es klaszterben (21. abra). A tobbi komplement autoantitestet is egyiittvéve az antitestek

tobbszoros eléfordulasasanak aranya szintén magasabb volt ebben a klaszterben (19.

tablazat).
dupla poztiv
80- C4NeF pozitiv
60- . B C3NeF pozitiv
s 404 * M| negativ
0 T *
P L4
201 e XS
% oo
204 PS4 e
(TR I T A 0
2 Sy 0%
S 10- 22 &‘ *
O &5
‘o *
O T T T T
klaszter 1 klaszter 2 klaszter 3 klaszter 4
n=53 n=4 n=21 n=40 0sszes
dupla pozitiv 7 (100) 0(0) 0 (0) 0(0) 7
CANeF pozitiv 5 (50) 0(0) 1(10) 4 (40) 10 p=0,008
C3NeF pozitiv 13 (68) 1(5) 2(11) 3 (16) 19
negativ 28 (34) 3(4) 18 (22) 33 (40) 82

21. abra. Nefritikus faktorok megoszlasa a kiilonb6z6 klaszterekben

79



DOI:10.14753/SE.2021.2415

19. tablazat. Komplement autoantitestek eldfordulasa a klaszterekben

Autoantitest
Autoantiest, pozitivitas
pozitivitas/ mintazat
beteg (érintett betegek
szama)

0 - 17 (28%) | 3 (5%) 13 (21%) | 28 (46%)

C3NeF (14)
C4NeF (8)
1 anti-FH (5) 19 (57%) 0 (0%) 6 (19%) 8 (25%)
anti-C1q (5)
anti-FB (3)
anti-Clg+anti-FH
()
anti-C1lg+anti-C3
) 1)
anti-C1q+C4NeF
1)
C3NeF + C4NeF
Q)
anti-Clg+
anti-FH+anti-FB
1)
anti-Clq +
anti-FH+ anti-C3
1)
C3NeF+
anti-FB+anti- C1q
>2 (1) 5 (72%) 1 (14%) 1 (14%) 0 (0%) 7 (100%)
C3NeF+CANEF+
anti-Cq (2)
C3NeF+C4NeF+
anti-C3+anti-Cl1q
1)
C3NeF+C4NeF+
anti-C3-anti-FB
)

klaszter 1 | klaszter 2 | klaszter 3 | klaszter 4 Sor
(n=46) (n=4) (n=20) (n=36) oOsszesen

61
(100%)

33
(100%)

7(100%) | 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) | 7 (100%)

Kivancsiak voltunk, hogy az FHR-5 szérumszintek, illetve a CFHRS varidcidk jelenléte
mutat-e valamilyen kapcsolatot a karakterizalt klaszterekkel. Ennek tisztazasara a C4NeF
vizsgalatahoz hasonloan a betegek dontési fa alapjan prediktalt klasztereit hasznaltuk,
azoknal a betegeknél, akik a klaszteranalizisbe hianyz6 adatok miatt nem kertiltek be.

Az FHR-5 szérumszintek vizsgalatahoz a vad-tipust fehérjével rendelkezé betegeket

vizsgaltuk, és kimutattuk, hogy az FHR-5 szintje nem-random eloszlast mutat a
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kiilonboz6 Klaszterek kozott (p=0,0003). A 3-as klaszterbe (median 2,35 mg/L, 1,77-3,16)
¢és a 4-es Kklaszterbe (median 1,96 mg/L, 1,48-2,23) esé betegeknek magasabb FHR-5
szintjiik volt az 1-es klaszterhez viszonyitva (1,47 mg/L, 1,25-1,98, p<0,05, Dunn's post
test) (21. abra).

Szintén megvizsgaltuk, hogy az azonositott CFHR5 variaciok hogyan oszlanak meg a
klaszterek kozott. A CFHRS variaciot hordozo betegek nagyobb aranyban estek az 1-es
klaszterbe (10/49, 20,4%) a tobbi klaszterhez képest (4/58, 6,9%) (p=0,047, x>-teszt) (22.
abra).

Az ESRD jelenléte ezzel szemben ritkabban fordult el6 az 1-es klaszterben (2/43; 4,8%)
a 3-as (5/17; 29,4%; p=0,016), illetve a 4-es klaszterhez (9/33; 27,3%; p=0,007)

viszonyitva.
5 * - @ CFHRS5 variaciét nem hordozok
i i e I O CFHR5 variaciot hordozok
1 1 1 @
‘- A
| 1 [ J 1 [ J 1 o
= (X J 1 1 ° 1 °
£ 31 L L. |
L .:. o : : .o :...
1 [ ] .. @
X2 M 000 1 let. R o
i o 00 1 o I gq0 Ilg 8% O
$ o 1 o 1
14 SO 1 19o°
° | | o - 1
° . . . p=0,0003
O 1 1 ! 1 1 T 1 T T

klaszter 1 klaszter 2 klaszter 3 klaszter 4
* CFHRS5 variaciot hordozok kozott szignifikans kiilonbség; Dunn-post hoc teszt p<0,05

L ANOVA; p<0,05

22. abra. A betegek FHR-5 szérumszintjei a klaszterekben
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6. MEGBESZELES

Munkam célja a membranoproliferativ glomerulonefritiszek, elsésorban a komplement-
medialt formak hatterének, jellemzdinek, pathogenetikai tényezdinek megismerése,
pontosabb feltarasa volt. A napjainkban elfogadott osztilyozas szerint az MPGN a
hattérben azonosithatd folyamatok alapjan feloszthato immunkomplex-medidlt és
komplement-medialt formakra. Ennek alapja annak feltarasa volt, hogy a komplement-
medialt csoportban elsédlegesen a komplementrendszer alternativ utjanak diszregulacioja
all. Napjainkig a betegség hatterében mind szerzett, mind oOroklott tényezoket
azonositottak , ugymint kiilonb6z6 genetikai elvaltozasokat a komplement-asszocialt
génekben, valamint autoantitesteket a kiilonb6z6 komplement komponensek ellen, am az
esetek t6bb mint 30%-4aban nem sikeriil detektalni az eddig ismert koroki faktorokat. Ezen
tulmenéen a betegek egy része nem feleltethetd meg egyértelmilen a jelenleg
hasznalatban levd klasszifikacionak. Sok esetben nem kiilonithetéek el az
immunkomplex- és komplement-medialt formak sem a hisztologiai kép, sem a detektalt
patogenetikai tényezdk, illetve a komplement eltérések alapjan.

Ennek tisztazasara 1ij, feltehet6en a patogenezisben résztvevo faktorokat elemeztiink,
illetve ) megkdzelitésbdl vizsgaltuk meg a problémat. A vizsgalat soran nem a
hagyomanyos hisztologiai alapt besorolasbdl indultunk kin, hanem a betegek kiilonb6z6
klinikai, komplement, hisztologiai és genetikai eredményeit vettiik alapul..

Eredményeinket a célkitlizéseinkben meghatarozott pontoknak megfeleléen targyalom.

6.1. FHR-5 szerepének vizsgalata C3G/IC-MPGN-es betegcsoportban

.....

MPGN/C3G-s betegcsoportunkban és egészséges egyénekben. Ez az elsé megfigyeléses
vizsgalat, mely ilyen nagy esetszamti IC-MPGN/C3G-s betegcsoportban vizsgalja az
FHR-5 szerepét a klinikai és laboratoriumi adatokkal egyiitt. Eddig féleg kisebb
a DDD-vel (166). Egy nagy amerikai kohorszon (n=104) végzett megfigyelés
kozpontjaban a CFHRS variacioi alltak, am anélkiil, hogy a szérumszintekkel vagy a

klinikummal &sszehasonlitottak volna 6ket (158).
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A mi vizsgalatunkban a betegek 11,7%-aban azonositottunk 8 kiilonb6z6 misszensz vagy
kereteltolodassal jaro CFHRS ritka variaciot. Ezek koziil 5 variacié valdsziniileg patogén
hatassal bir, mivel vagy funkcionalis vizsgalatok bizonyitottak (G278S, R356H) vagy
mar az irodalomban lek6zolték C3G-s betegekben, mint patogén faktort.
(p.E163Kfs*10, p.E163Rfs*35) vagy mert szegregaciot mutatott a betegséggel (P46S).
Alacsonyabb FHR-5 szérumszinteket mértiink a betegekben az egészséges egyénekhez
képest a C3, C4, klasszikus é€s alternativ ut aktivitasok hasonlo irdnyu valtozasaval egyiitt.
Az alacsonyabb FHR-5 szinttel rendelkezé betegeket jobb vesettlélés jellemezte a
magasabb FHR-5 szinttel rendelkez6khoz képest a kovetési ido alatt, mely fiiggetlen volt
a CFHRS variacié hordozésatol.

Az FHR-5 egyértelmii patogenetikai szerepét a betegségben  elsoként Gale és
munkatarsai irtak le (124) egy familialis C3G hatterében ciprusi populacioban, melyet
CFHRS5-nefropatianak neveztek el. A betegség hatterében a CFHRS 2-es, 3-as exonjanak
internalis duplikédcioja allt. Az FHR-5 fehérjét egyéb immundepozitumokkal
kolokalizalva, a veseszovetben lerakodva mutattak ki (109, 122). A fehérje fiziologias,
illetve patoldgias szerepe még nem teljes mértékben tisztazott, és egyeldre csak
feltételezések vannak azzal kapcsolatban, hogy patogenetikai szereppel birhat-e a
vesében bekodvetkezd komplement aktivaldédasaban.

A CFHR gének atrendezddése eredményeként 1étrejovo hibrid fehérjéket szintén leirtak
a betegség hatterében (92-94). A mi betegeink k6zott 3 egyénben mutattuk ki MLPA,
illetve western blot vizsgélattal kiilonb6zd hibrid fehérjék jelenlétét, benniik rendre
emelkedett FHR-5 szérumszinteket mértiink. Ezen betegeket a specialis genetikai
hattertik miatt a tovabbi analizisekbdl kizartuk, és a hibrid fehérjék pontos karakterizalasa
még folyamatban van.

Az FHR-5 fehérje magas fokti homoldgiat mutat a H-faktorral. A korabban kozolt
irodalmi adatok alapjan (115, 123) az FHR-5 enyhe regulator aktivitassal rendelkezhet,
feltételezések szerint versenghet a H-faktorral a C3b kotéséért, &m pontos patogenetikai
szerepérol még nem sziiletett egyértelmii kozlés. A H-faktorral ellentétben nemcsak a
C3b-t, de a C3 tovabbi hasitasi termékeit az iC3b-t és a C3dg-t is tudja kotni (115).

Az altalunk azonositott variaciok az FHR-5-0s fehérje scr1-6-0S doménjeit érintették. Az
FHR-5 az FHR-1 és FHR-2-vel ellentétben csupan homodimerek képzésére képes (171),

melyet az scrl-2-es doménjén keresztiil valosit meg (115). Az azonositott variaciok koziil
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3 {érintette ezt a régiot (P46S, K144N, V110A). Habar ezek a variaciok nem
eredményezték az FHR-5 csokkent szintjét, befolyassal lehetnek a ligand-kot6 (172) és a
dimerizacios képességére, melynek alatdmasztasa funkcionalis vizsgalatokat igényel. A
két kereteltolodassal jar6 mutacio (E163Rfs*10, E163Rfs*35) az scr3-as domént
érintette, melynek funkcioja tisztdzatlan. A csokkent FHR-5 szintet szintén megfigyelték
egy E163Rfs*35 mutaciot hordozo betegnél Streptococcus infekciot kovetden (166). A
mi betegeink esetében nem detektaltunk csokkent FHR-5 szinteket. A tovabbi hdrom
misszensz variacio (G278S, R356H, C208R) az scr4-6-os domént érintette, mely a CRP
(109), heparin (scr5-7 domének), (109, 173), laminin és a nekrotikus human endotelialis
sejtek (scr5-7 domének) (173) kotéséért felelés. A PTX-3 kotddése az scr6 doménhez
szintén felvetddott Csincsi és munkatarsai vizsgalata alapjan (123), melyben a C208R
variacio egyiitt fordult el6 egy betegben az E163Kfs*35-es mutacioval (ez
regiszteriinkben egy aHUS betegben szintén megtalalhatdé , nem kozolt eredmény). A
harom G278S varaciot hordozé beteg koziil kettdben alacsonyabb, mig a harmadikban
magasabb FHR-5 szérumszintet mértiink. Az R356H variaciot hordozé 2 beteg a
kontrollok median FHR-5 szintjéhez képest alacsonyabb FHR-5 szinttel rendelkezett.
Kiemelném, hogy 7 betegiink esetében egyediil a CFHR5 variaciot (P46S, E163Rfs*35,
C208R, G278S, R356H) sikeriilt azonositanunk lehetséges etioldgiai faktorként., Ez
erOsiti azon hipotézisiinket, mely szerint az FHR-5 szerepet jatszhat a betegség
patomechanizmusaban. A funkcidjanak tisztazasa azonban tovabbi in vitro kisérleteket
igényel. A betegeinkben azonositott mutaciok nem érintették az scr7-9-es doméneket,
melyek koziil az scr 8-9-es domén elsdsorban a C3b-t koti, mig PTX-3-at nem (123, 173).
Ezen eredményeink alapjan a ritka CFHR5 variaciok szerepet jatszhatnak a C3G
kialakulasaban, azonban tekintettel a poligénes és multifaktorialis koreredetre, nem
valoszintl, hogy a CFHRS variaciok az egyetlen, vagy legfontosabb patogenetikai faktort
jelentik, a CFHR5-nefropatia kivételével. A kozelmultban két vizsgalatot kozoltek,
melyekben aHUS betegekben (n=54, n=65) szekvenaltak a CFHR5 gént, és 01j variaciokat
is kozoltek, koztiik két olyat (K144N, R356H), melyet mi is detektaltunk a betegeinkben
(125, 126). 500 IgAN-ban szenvedd betegben is vizsgaltak a CFHRS5 gént (127), és
szintén tobb CFHR5 variaciot irtak le. Bar ezek sok esetben kozel helyezkedtek el a mi
altalunk leirt variacidkhoz, de nem egyeztek meg veliik (c.822A>T vs. ¢.832 G>A; ¢.332
A>C vs. ¢.329T>C).
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A CFHR5 genetikai analizisén til munkank sordn eldszor vizsgaltuk az FHR-5
szérumszinteket nagyszamt IC-MPGN/C3G-ben szenvedd beteg bevonasaval, melyhez
hasonl6 vizsgalatot eddig csak IgAN-ben kozoltek (174). Betegeinkben az FHR-5 szintje
alacsonyabb volt mind a CFHRS5 variaciét hordozokban, mind a nem-hordozdkban az
egészséges kontrollokhoz képest. Ez a megfigyelés megfelel Vernon és munkatarsai altal
kozolteknek, melyben csokkent FHR-5 szinteket mértek 23 C3GN-nel diagnosztizalt
betegben az egészséges kontrollokhoz képest a CFHRS variacié hordozasatol fliggetleniil
(166). Ezzel szemben IgAN-ben szenvedé betegekben magasabb FHR-5 szinteket mértek
az egészségesekhez viszonyitva tobb vizsgalatban is (175, 176) és a magasabb FHR-5
szint rosszabb prognozissal tarsult (176). Nemcsak az FHR-5, hanem a t6bbi komplement
paraméter is alacsonyabb szinteket mutatott az altalunk vizsgalt betegekben, mely alapjan
feltehet6, hogy a konszumpcié eredményezi ezt az eltérést. Infekciot, mint triggert, amely
részt vesz a betegség kialakitasaban, tobbszor leirtak az irodalomban (54, 166).
Feltételezésiink szerint fertézések kovetkezményeként alakulhat ki a komplement
diszregulacio, majd ezt kovetéen a komplement regulatorok és deregulatorok génjeiben
hordozott (gyakori) variaciok, polimorfizmusok hozzajarulhatnak az autoimmunitas
kivaltasdhoz, illetve fenntartasdhoz. Az tovéabbra is megvalaszolatlan, hogy a C3G-t
triggellik-e a fert6zések, vagy mar egy meglévd elvaltozas hatasa ekkor valik
nyilvanvalova.

A betegek vesetilését vizsgalva a prognézis tekintetében az IgAN-kohorszhoz hasonld
Osszefliggést talaltunk (176) a mi betegeink esetében is, ugyanis az alacsony FHR-5
szinttel rendelkez6 betegeknek jobb volt a vesetalélésiik a magasabb FHR-5 szinttel
rendelkezd betegekhez képest a kdvetési id6 alatt. Kiemelném, hogy a CFHR5 variaciot
hordozd betegek koziil senki nem progredidlt ESRD-be a vizsgalt id6szakban, bar
egyértelmiien ezt az dsszefliggést még nem tudjuk megmagyarazni. Hipotézisiink szerint
az alacsony FHR-5 szint vagy funkcio teret ad a H-faktornak, hogy erételjesebben
szabalyozza le a komplement aktivalodast. Ha az FHR-5 és a H-faktor k6zotti fiziologias
egyensuly sériil, példaul egy CFHR5 muticié eredményeként, akkor a kiilonboz6
patogének, melyek kolcsonhatasba tudnak 1épni a H-faktorral, feltételezésiink szerint
képesek lesznek elkeriilni a komplement altali 616 mechanizmusokat, igy triggerelve a
betegséget. A betegség lefolyasa soran azonban a dereguldtor FHR-5 csokkent aktivitadsa

jobban érvényre juttathatja a H-faktor altali regulalast, igy a betegség lefolyasa
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kedvezdébb lesz. Réadasul a diagndziskor alacsonyabb eGFR-rel rendelkezd betegekre
magasabb kiindulasi FHR-5 szint jellemz6, mely szintén alatamasztja ezt a gondolatot.

Eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a CFHRS variacido hordozésa és az
FHR-5 szintek szerepet jatszhatnak a komplement-medialt vesebetegségek
patogenezisében, ugymint az IC-MPGN, C3G, 4m ennek pontos mechanizmusa még
tisztazatlan. A funkcio6 in vitro karakterizalasara a CFHRS5 variaciok esetében tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, hogy jobban megértsilk az FHR-5 szerepét a komplement-

medialt vesebetegségek hatterében.

6.2. C4 nefritikus faktor vizsgalata a C3G/IC-MPGN-es betegpopulacioban

Munkank sordn eldszor vizsgaltuk a C4NeF jelenlétét parhuzamosan a betegek kiilonb6z6
klinikai, patologia és egyéb etiologiai tényezdinek jelenlétével. Hemolitikus tesztet
allitottunk be a C4NeF aktivitdsanak meghatarozasara, mely altal lehetdségiink nyilt
nagyszamu betegben vizsgalni a C4NeF el6fordulasat (147).

C4NeF pozitivitast a betegeink 14,3%-aban detektaltunk. A C4NeF el6fordulasa nem
kiilonbozott a hisztologiai besorolason alapuld csoportok kozott. A C4NeF pozitiv
betegeket alacsonyabb C4d szint, a diagnoziskor jobb vesefunkcio és gyakoribb C3NeF
eléfordulas jellemezte. A kovetés ideje alatt ezen betegek koziil egy sem progredialt
ESRD-be, mig azon betegek koziil, akik nem rendelkeztek C4NeF-ral, 17 betegben
alakult ki ESRD a kovetési id6 alatt (18,5%).

Azokban az esetekben, ahol a C4NeF C3NeF-ral egyiitt fordult el, mértik a
legalacsonyabb C3 szinteket és a legmagasabb terminalis Ut aktivacids markerszinteket.
Ezen eredményiink 6sszhangban van Ohi és Yasugi munkajaval (85), melyben szintén
hipokomplementémiat és emelkedett terminalis Gt aktivaciot detektaltak a mindkét
nefritikus faktorra pozitiv betegekben.

A csak C4NeF-ral rendelkezé betegeinkben detektaltuk a legalacsonyabb terminalis 0t
aktivacios marker szinteket, mig a legmagasabb szinteket a dupla nefritikus faktor
pozitivak csoportjdban mértiik. Ezzel egybehangzoan a C3 szintje a legalacsonyabb a
dupla pozitivoknal volt, melynél magasabb volt a C3NeF pozitivok, illetve a C4NeF
pozitivok esetében. A legmagasabb C3 szinteket a nefritikus faktor negativ csoportban

mértiik.
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Irodalmi adatok alapjan a C4NeF képes stabilizalni mind a klasszikus, mind a lektin iton
létrejovo C3- és C5-konvertazt, bar a C5-konvertaz stabilizalasahoz 10-szer annyi antitest
sziikséges, mint a C3-konvertaz stabilizalasahoz (76, 84, 85). Egy masik vizsgalatban azt
figyelték meg, hogy a C4NeF-ral stabilizalt membran-kotott C3- illetve C5-konvertaz
rezisztens a DAF-medialt inaktivaciora (76). Eredményeink alapjan, mely szerint a
C4NeF-ral rendelkezé betegek esetében alacsonyabb sC5b-9 szinteket mértiink, a C3-
konvertaz stabilizalo kapacitasa a C4NeF-nak 6nmagaban nem képes egyidejiileg a C5-
konvertaz stabilizalasara is. Masrészrdl viszont azokban a betegekben, akikben mindkét
nefritikus faktor jelen volt, detektaltuk a legmagasabb terminalis Ut aktivaciés marker
szinteket, mely alapjan felmeriil, hogy a C5-konvertaz stabilizalo funkcidért elsdsorban a
C3NeF lehet a felelds. Ezek alapjan a C4ANeF elsdsorban a C3-konvertaz stabilizalasan
keresztiil vezethet a homeosztazis felborulasahoz, anélkiil, hogy a terminalis Gt fokozott
aktivaciojat eredményezné a C5-konvertaz stabilizalasaval.

Mivel gyakori volt a két nefritikus faktor egyiittes eléfordulésa, igy tovabbi komplement
autoantitesteket is vizsgaltunk. Az anti-Clq és anti-C3b jelenléte szintén emelkedett volt
a mindkét nefritikus faktorra pozitivak kozott. Ezen eredményiink, mely alapjan az
autoantitestek egyiittes el6forduldsa gyakori, megfelel az irodalomban k6zolt adatoknak
(177). Ez a jelenség a hattérben megbuvo poliklonalis humoralis immunvalaszra
vilagithat ra. Mivel a C3G hatterében leirtak a komplementrendszer folyamatosan aktivalt
allapotat (178-180), igy ezen antitestek reflektalhatnak a fennalld ,,epitop spreading”-re,
melyet a komplementtel fedett partikulumok folyamatos képzédése eredményezhet.
Megfigyeléseink szerint a komplement autoantitestek eloforduldsa nem mutatott
kapcsolatot kiilonféle genetikai variaciok jelenlétével. Eredményeink alapjan nem tudjuk
megvalaszolni azt a kérdést, hogy a detektalt autoantitestek patogenetikai faktorként részt
vesznek-e a betegség kialakulasaban, vagy csupan epifenomként jelentkeznek a betegség
elérehaladtaval. Fontos megjegyezni, hogy a potencialis triggerként felmeriild kiilonb6zo
fertdzésekhez, autoimmun betegségekhez, keringd paraproteinekhez tarsuld kronikus
antigenémia azonos aranyban fordult el az immunkomplex- és a komplement-medialt
csoportban.

A Dbetegek vesetulélését vizsgalva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a C4NeF
pozitiv/negativ, illetve a C3NeF pozitiv, C4NeF pozitiv, dupla pozitiv, illetve nefritikus

faktorokra negativ csoportok kozott az 5,4 év hosszl kovetési id6 alatt. Ennek ellenére
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kiemelném, hogy a C4NeF pozitiv betegek koziil egy sem progredidlt végstadiumi
vesebetegségbe, mig a mindkét nefritikus faktorra pozitiv betegek 20%-a a masodik évre
ESRD stadiumaba keriilt. Annak oka, hogy a kiilonbséget a csoportok kdzott statisztikai
modszerekkel nem sikeriilt egyértelmlien igazolni, lehet egyrészrdl a relative révid
kovetési id6 és az alacsony eseményszam a csoportokban. Am egy ilyen ritka betegség
esetében, ahol nem a betegek sokasdgabol vételeziink mintat, hanem t6bb centrum
bevonasaval az egész elérhetd betegpopuléciot célozzuk meg, igy ily mdodon tébb beteg
bevonasa nem eszk6zolheto, de statisztikai ajanlasok alapjan
(link:https://www.igwig.de/en/press/press-releases/rare-diseases-no-reason-for-lower-
demands-for-studies.6343.ntml) a borderline p-értékek esetében megemelhetd a
szignifikancia hatarértéke. Ily mddon nem veszitiink el biologiailag relevans
informaciokat.

Vizsgalataink alapjan a C4NeF az IC-MPGN/C3G-vel diagnosztizalt betegek kis
szazalékaban fordul elé egyéb komplement autoantitestekkel, leginkabb C3NeF-ral
egylitt. A C4NeF-ral rendelkezd betegeket altalaban fiatalabb életkor jellemzi jo
vesefunkcioval és lassan progrediald vesebetegséggel. A C4NeF jelenléte nem mutatott
kapcsolatot a mutéaciok jelenlétével a betegség-asszocialt génekben, de egyértelmiien
Osszefiiggést lattunk a komplementrendszer aktivacidja és a kialakuld konszumpcid
kozott, féleg azokban az esetekben, ahol a két nefritikus faktor egyiitt fordult eld. (147)
Osszefoglalva elmondhaté, hogy a C4NeF az IC-MPGN/C3G esetek 10-15%-4ban lehet
a komplement diszregulacié oka, de az oki szerepe a betegség patogenezisében nem

egyértelmil. Ennek tisztdzéasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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6.3. Adat-vezérelt hipotézismentes klaszteranalizis végzése a betegek klinikai,

laboratoriumi, genetikai és komplement eredményei alapjan

Az MPGN jelenlegi klasszifikacidja a vesebiopszias mintdk immunfluoreszcencias képén
alapul, mely elkiiloniti a komplement-medialt és immunkomplex-medialt formakat. Am
sok esetben az elkiilonités nem egyértelmii, problémakat vet fel. A kozelmultban egy
kizarolag adatvezérelt, hipotézismentes statisztikai mdodszer segitségével latropoulos €s
munkatarsai  MPGN-es betegeket vizsgaltak, és klinikailag relevans csoportokat
(klasztereket) alkottak a betegek klinikai, hisztologiai, biokémiai és genetikai paraméterei
alapjan (140). Ez a modszer a csoportokon beliil kis kiilonbségeket, mig a csoportok
kozott nagyobb variacidkat eredményezett. A Klaszterek egyértelmii Osszefliggést
mutattak az AP abnormalitasokkal, patogenetikai faktorokkal, illetve a vesettléléssel. Am
mivel ezen eredmények nagymértékben fliggnek mind a betegpopulaciétol, mind a
valtozoktol, igy ennek megismétlése és megerdsitése elsddleges fontossagl. Ezen tényre
egy szerkeszt6i levél szintén ramutatott (141), hiszen csak akkor vonhatunk le
messzemend kovetkeztetéseket ebbdl az 1) megkozelitésbdl, ha ez egy fiiggetlen
betegcsoporton is megerdsitést nyer.

A célunk az volt, hogy megismételjiilk a latropoulos és munkatarsai altal elvégzett
hipotézismentes klaszteranalizist, és ez alapjan megvizsgaljuk, hogy validalhatoak-e a
klinikailag relevans klaszterek. A megfigyeléses vizsgalatok megerdsitése
kulcsfontossagt, kiilonos tekintettel arra, hogy ma a tudomany reprodukcios krizistdl
szenved, aminek legfébb hajtdereje a fals-pozitiv vizsgalatok feliilreprezentaltsaga a
publikalt tanulmanyok kozott (181). A publikalt, "pozitiv", megfigyeléses vizsgalatok
eredményeinek megbizhatdosdga sok esetben kérdéses, hiszen az eredmények
torzitasoktol szenvedhetnek. Egy megismételt vizsgalattal reprodukalva a vizsgalatot az
eredetileg k6zo6lt eredmények megbizhatésaga nagymértékben novekszik.

92 C3G/IC-MPGN-nel diagnosztizalt beteget vontunk be a vizsgalatba, akikben az
eredeti vizsgalatban leirt metodika alapjan meghataroztuk ugyanazokat a klinikai,
biokémiai, hisztologiai és genetikai paramétereket . Osszehasonlitva a két kohorsz
legfontosabb paramétereit megallapitottuk, hogy az altalunk gytijtott betegek alkalmasak
arra, hogy megismételjiik a klaszteranalizist. Szintén 4 klasztert generaltunk, mely

alapjan az 1-es, 3-as, 4-es klaszterbe a statisztikai elemzésekhez megfeleld szamu beteg

89



DOI:10.14753/SE.2021.2415

kertilt, mig a 2-es klaszterbe csak 4 beteg, igy 6ket a tovabbiakban kihagytuk a statisztikai
analizisbol.

Az 1-es, 3-as, és 4-es klaszterek egyértelmii 6sszefliggést mutattak a klinikai, biokémiai,
hisztoldgiai valtozokkal, mely nagyon hasonl6 volt a latropoulos és mts.-i altal kozolt
ereményekhez (182). A klaszterek klinikai relevancijat szintén sikeriilt megerdsitent,
hiszen a 3-as és 4-es klaszterben rosszabb vesetalélést figyeltiink meg a kovetési id6 alatt.
Iatropoulos és mts.-i egy harom-lépcsds algoritmust alkottak, mely alapjan 75%-0s
valdszintiséggel be tudtak sorolni a betegeket a kiilonb6z6 klaszterekbe (140). Sajnos mi
nem tudtunk kiilonbséget tenni a erdsen elektrondenz szalagszer- és granularis
depozitum kozott a bazalis membranban, mely szerepelt az olasz munkacsoport
algoritmusaban. Ezért egy dontési-fa analizist végeztiink, hogy megtudjuk, melyik az a
legkevesebb valtozo, mely alapjan besorolhatdéak betegeink a kiilonbozé Klaszterekbe.
Ennek eredménye alapjan a szklerotikus glomerulus mennyisége, illetve a betegek
diagnéziskori életkora adodott a legfontosabb prediktornak a betegek besoroldsanal.
Azok a betegek, akik idésebbek voltak, és nagyobb ardnyban volt szklerotikus
glomerulusok keriiltek a 3-as, 4-es klaszterbe, mely csoportoknak rosszabb volt a
vesetulélése. Ez a tény egybevag azzal a jolismert megfigyeléssel, hogy a vesettlélés és
a vesében lathato kronikus elvaltozasok kozott, ugymint a szklerotikus glomerulusok,
egyértelmii kapcsolat van. Am kulcsfontossagd annak feltarasa, hogy milyen
patomechanizmus allhat a hattérben, mely a kiilonb6z6 hisztologiai képet eredményezi a
vesében. Fontos annak tisztazasa is, hogy a kiilonb6z6 klinikai és komplement
paraméterek milyen moédon allnak kapcsolatban a klaszterekkel, illetve a betegség
kimenetelével.

A Kklinikai és patogenetikai faktorok a kiilonbozé klaszterekben hasonlé mintazatot
mutattak a latropoulos vizsgéalatdban feltartakkal 6sszehasonlitva.

Az 1-es klaszterben levo betegeket fiatalabb életkor jellemezte, nagyon magas sC5b-9
szintekkel €s alacsony C3 koncentracioval, az LPV-k és C3NeF magas eléfordulési
gyakorisagaval. A 3-as klasztert szintén fiatal betegek alkottak, csokkent C3 szinttel, am
alacsonyabb sC5b-9 szintekkel. A hisztologia stilyosabb képet mutatott tobb intersticialis
inflammacio, fibrozis és szklerotikus glomerulus jelenlétével. Ezen eredmények alapjan
nem feleltetheté meg a mi 3-as klaszteriink az olasz vizsgalatban kozolttel. A kiilonbséget

szintjén alatamasztja a 3-as klaszterben tapasztalt eltéré vesetilélés. Mig az olasz
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vizsgalatban a vesetulélés tekintetében inkabb az 1-es klaszterre hasonlitott a 3-as
klaszter, addig nalunk a 4-es klaszterrel mutatott hasonlosagot. A 4-es klasztert idésebb
betegek alkottak normalis C3 szintekkel, nem kimutathaté komplement aktivacidval és
rosszabb vesetuléléssel.

A hasonldsagok mellett meg kell emliteni a kiilonbségeket is a két vizsgalat eredményei
kozott. A legfontosabb eltérés a hisztologiaban lathaté. Mivel mi tobb centrumboél (n=34)
vontuk be betegeinket, annak a lehet6sége nem volt adott, hogy egy patologus az Gsszes
biopsziat atnézze még egyszer. Azért, hogy ezeket a centrumok kozott esetlegesen fellép6
kiilonbségeket minimalizaljuk, standardizalt kérdéiveket hasznaltunk, am még igy is
el6fordulhatnak kisebb kiilonbségek a biopszia értékelésében. A kovetkezd szemmel
lathato eltérés a betegek életkora a 3-as és 4-es klaszterben, amelyben az atlagéletkor 10
évvel tobbnek adodott a mi vizsgalatunkban. Ez a kiilonbség magyarazhatja a szklerotikus
glomerulus magasabb prevalenciajat a 3-as klaszterben. A 3-as klaszter ezen til tovabbi
aspektusokban is kiilonbozik az eredeti vizsgalatban kozolttel, ugymint a félhold
képz6dés hianya és az alacsonyabb C3NeF prevalencia. A C3NeF el6fordulasaban
tapasztalhato kiilonbséget eredményezheti a kiillonb6zé mérési modszer. Mig az olasz
munkacsoport tisztitott IgG-t hasznalt a C3NeF detektalasara, addig mi a betegek
szérumabdl hataroztuk meg Rother és mts.-inak protokollja alapjan (146). Az idésebb
¢életkor, a tobb szklerotikus glomerulus, az eldrehaladott betegség eredményezheti a
rosszabb vesetulélést a 3-as klaszter betegeinél. Szintén kiilonbség, hogy az LPV
eléfordulasa magasabb a mi betegcsoportunkban az olasz kohorszhoz képest, féleg a
CD46 génben azonositott mutaciok tekintetében. A legnagyobb kiilonbség az LPV-k
el6fordulasi gyakorisagaban a 4-es klaszterben lathatd, ahol 4 Dbetegiinkben
azonositottunk mutaciot a CD46 és/vagy THBD génekben. Ezek alapjan felmeriil, hogy
a felszinen expresszalt regulatorok (CR1, ADAMTS19) is szerepet jatszhatnak ezekben
a betegekben. A 4-es klaszterben nem lathatoak a szisztémas komplement aktivacio és
konszumpci6 jelei, de er6s C3 jelolodés detektalhatdé az immunfluoreszcens
mikroszkopian és rossz vesetlélés jellemzi a betegeket. Az a kérdés, hogy a 3-as, 4-es
klaszterben tapasztalhato rossz vesetulélés, mely az el6rehaladott vesekarosodas
kovetkezménye, Osszefliggésbe hozhato-e a  hattérben zajlé  molekularis
mechanizmusokkal, ma még megvalaszolatlan. Az 1-es klaszterben lathato komplement

konszumpcié és magas terminalis Ut aktivacios marker szint arra sarkallt minket, hogy
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egyéb komplement biomarkereket ¢és antitesteket vizsgaljunk meg, mely
megmagyarazhatja a hattérben zajlo folyamatokat. Ezt vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
az anti-Clq gyakrabban fordul elé az 1-es klaszterben, ahol szintén nagyobb aranyban
fordultak el6 a tobb komplement autoantitestre iS pozitiv betegek. Ez a megfigyelés, mely
szerint az 1-es Kklaszterben gyakrabban fordulnak el kiilonbozé komplement
autoantitestek egylittesen (p=0,043), felveti egy erds poliklonalis vélasz, epitop spreading
jelenlétét a komplement fehérjék felé. Nemcsak a jol ismert antitestek, hanem a C4NeF
is gyakrabban fordult el6 az 1-es klaszterben, gyakran C3NeF-fel egyiitt. A 17 C4NeF
betegebdl 15 esett ebbe a klaszterbe. Ez egybecseng azzal a megfigyeléssel, hogy C4NeF
els6sorban a C3NeF-ral egyiitt jelentkezik, és alacsony C3 koncentraciot eredményez
magas sC5b-9 szinttel (58, 85). Egy nemrégiben megjelent tanulmany tovabbi C3NeF-
medidlt mechanizmusokat feltételez a komplement diszregulacié hatterében IC-
MPGN/C3G-ben szenvedé  betegeknél, és melyben properdin-dependens C3NeF-t
gyakrabban azonositott az 1-es klaszterben (183). Ez az eredmény egybehangzik az
emelkedett komplement aktivacioval és konszumpcioval ebben a klaszterben (183).
Tovabbi lehetséges faktorokat keresve, melyek szerepet jatszhatnak a betegségben,
megvizsgaltuk az FHR-5 fehérjét. A CFHRS génben azonositott variaciok és FHR-5
szérumszintek szintén kapcsolatot mutattak a klaszterekkel: az FHR-5 szintek
alacsonyabbak voltak az 1-es klaszterben, ahol a CFHR5 variaciok magasabb aranyban
fordultak eld.

Szignifikansan alacsonyabb D-faktor szinteket mértiink szintén az 1-es klaszterben a
tobbi Klaszterhez viszonyitva. A csokkent D-faktor szint a kovetkezménye lehet a
komplementrendszer talzott aktivacidjanak és konszumpcidjanak ebben a klaszterben.
Egybevetve a tapasztaltakat, mint a fennallé komplement aktivacio €s konszumpcio jeleit,
a magasabb LPV ¢és komplement-autoantitest eléfordulast az 1-es Kklaszterben,
eredményeink aldtdmasztjdk a hattérben zajlo komplement-medidlt patomechanizmus
jelenlétét. Az a kérdés azonban megvalaszolatlan, hogy ebben a csoportban, ahol
egyértelmiien lathatéak a komplement diszreguldcid jelei, miért jobb a betegek
vesetulélése. Felmeriilhetne, hogy az alkalmazott terdpianak lehet ilyen hatésa a betegek
tulélésére, am ezt vizsgalva nem talaltunk szamottevo kiillonbséget a klaszterek kozott.
A vizsgalatunknak azonban vannak limitacioi is. A hosszl idéintervallum alatt 92 olyan

beteget tudtunk bevonni 34 kdzép-eurdpai centrumbol, akiknek az 6sszes sziikséges adata
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elérhetd volt ahhoz, hogy résztvehessen a klaszteranalizisben. Ezért néhany
megfigyelésiink és eredményiink eredhet egy nem megfelelé ,,power”-rel rendelkezd
vizsgalatbol, és I-es tipusu hibatol szenvedhet. A két vizsgélat fébb megfigyelései
azonban nagy hasonldsagot mutatnak, igy annak a valdszinlisége, hogy kétszer is fals
pozitiv eredményt kapjunk csekély. Ezen kiviil a vizsgalatunkban nem volt lehetdséglink
centralizaltan, masodszor is 4tnézni az 0Osszes biopsziat, mely kiilonbségeket
eredményezhetett a hisztologian alapuld jellemzok kozott. Am a legerésebb
Klaszterdefiniald valtozo a szklerotikus glomerulus szazalékos aranya volt, amely a
legkevesebb ilyen iranyt torzitastol szenvedhetett, a legobjektivabb, szadmszeriisitett adat
a biopszian. Nem tudtunk kiilonbséget tenni a nagyon elektrondenz szalag-szerli és
granularis intramembran6zus depozitumok kozott, mivel ezeket a legtobb biopszias leiras
csak intramembranozus erésen elektron-denz depozitumként emliti.

Figyelembe véve, hogy a C3G egy nagyon ritka betegség (2-3/millié £6), igy , hogy
érdemben tudjuk vizsgalni, nagy, multicentrikus vizsgalatok sziikségesek, mint a
Klaszteranalizis validalasahoz is. Habar nem tudtunk minden adatot az olasz vizsgalatban
kozoltekkel teljesen megegyezden 0sszegylijteni, ez az elsd vizsgalat, mely arra hivatott,
hogy elegendd beteg gytijtésével — melyre ez a nemzetkozi egyiittmiikddés lehetdséget
teremtett - egy fliggetlen betegcsoporton megerdsitse az olasz  munkacsoport
eredményeit. Ez a megismételt hipotézis-mentes, adatvezérelt hierarchikus
Klaszteranalizis lehetGséget nytjt arra, hogy betekintést nyerjiink a betegség hatterében
megbujo folyamatokba és a betegség lefolyasaba. Azonositottunk egy autoantitest
pozitivitassal jellemezheté 1-es Kklasztert, egy terminalis ut aktivacié nélkiili
komplement aktivacioval rendelkez6 3-as klasztert és egy kronikus, sériilt felszini
regulacioval jellemezhet6é 4-es Kklasztert (182). Eredményeink altal formalddott a
patogenezisrdl alkotott kép. A markédns komplementaktivacidval, gyakori ismert
etiologiai tényezokkel karakterizalt 1-es autoantitestes klaszter mutatta a legjobb
progndzist, szemben a kevésbé jellemezhetd csoportokkal. Ezzel szemben a kronikus
veseelvaltozasokat, rosszabb prognoézist mutatd 3-as, 4-es klaszterekben nem tudtunk
egyértelmii patogenetikai tényezdéket feltarni. Igy az tovabbra is kérdéses, hogy mi all a
krénikussa valo folyamat hatterében, mely hasonld tiinetekkel és szoveti képpel tarsul
(23. abra). Azzal, hogy igazoltuk az 1-es és 4-es klaszter relevanciajat nagy 1épést tettiink

meg a terapias dontéshozatal elésegitésében. Az 1-es klaszter betegeit fiatalabb életkor
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jellemezte, hianyz6 szklerotikus glomerulusokkal, az LPV-k és C3NeF magas
prevalencigjaval, a komplement aktivacido és konszumpcié egyértelmil jeleivel, igy
intenziv C5-konvertaz aktivitassal. Ezek a jelek a folyadék-fazisa komplement aktivacid
iranyaba mutatnak, igy az 1-es klaszterbe es6 betegek eredményes kezelést varhatnak a
C5-elleni terapiaktol. Ezzel szemben a 4-es klaszterben nem lathatéak a szisztémas
komplement aktivacid jelei annak ellenére, hogy a vesében erds C3 festddés lathatd az
immunfluoreszcens mikroszkopian, ez tehat egy felszinhez-asszocialt komplement
diszregulaciot feltételez. Az a tény, hogy az 6t LPV-t hordozé beteg koziil 4 esetében a
felszinen expresszalt kofaktorokat (CD46, THBD) érinti a mutacid, alatamasztja ezt a
felvetést. Igy Iatropoulos és mts.-i azon javaslatit, hogy ebben a csoportban
megfontolandd a C3 aktivaciés termékei elleni terapia (pl. TT30 (184)), a mi
eredményeink is aldtdmasztani latszanak.

Habéar egy fliggetlen betegcsoporton sikeriilt igazolnunk a klinikailag relevans
klasztereket, az még tovabbra is kérdéses, hogy ez az 0j adatvezérelt, hipotézismentes
csoportositas felvalthatja-e a hisztologiai alapti besoroldst a jovOben, hogy ezen
klasszifikacié megfeleld tAmogatdst nyujtson a terapias dontéshozatalban.

A hagyomanyosan etiologiai tényezoként szamontartott faktorok segitségével az IC-
MPGN/C3G-ben szenvedd betegeink 40%-at sikeriilt definialnunk, mig 60%-ban nem
tudtunk semmilyen patogenetikai faktort azonositani (24/A abra). Ha ezen faktorok
korébe bevontuk az altalunk vizsgélt tovabbi tényezdket, mint a kiilonbozd
autoantitesteket (C4NeF, anti-BF, anti-C3, anti-FH) és a CFHR5 genetikai variacioit is,
illetve a lehetséges patogenetika szereppel bird (M3-as) variaciokat, Gigy a betegeink
65%-aban sikeriilt valamilyen feltehetéen patogén szereppel bir6 faktort azonositani
(24/B. abra). Ha ugyanezeket az adatokat a klaszterekre vetitjiik, akkor azt lathatjuk, hogy
mindkét esetben az l-es klaszterbe esé betegeknek tudjuk a legnagyobb hanyadat

megmagyarazni valamilyen etiologiai faktor jelenlétével (25/A, 25/B éabra).
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120 IC-MPGN/C3G-vel diagnosztizalt
beteg

Hisztoldgiai, klinikai, komplement, genetikai
eredmények

Hipotézis-mentes klaszter

analizis
Klaszter 1 Klaszter 3 Klaszter 4
Autoantitest igen nem nem
Termindlis ut .

L igen nem nem

aktivdcio
Felszini reguldtor .

iy nem nem igen

mutdcio

McCpP

sejtfelszin
THBD 7t

Terminalis ut

Autoantitestes e s e eers Kroénikus,
aktivacio nélkiili - L
klaszter, emelkedett sérult felszini
Ao 2 komplement 2Bl
termindlis Ut regulacidval jellemzett

aktivacioval jellemzett
klaszter, rossz
vesetuléléssel

klaszter, rossz
vesetuléléssel

aktivacioval, jo
vesetuléléssel

23. abra Feltételezett patogenetikai hattér a kiilonboz6 azonositott klaszterekben

©
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= M1/M2 CFI, CFB, C3, CD46, CFH,
THBD variaciok

W C3NeF

W anti-Clq

M kombinalt

M negativ

100% -
90% -
80% 1 M negativ
70% A
60% - B kombinalt
50% A ™ anti-Clq
40% -
B C3NeF
30%
20% B M1/M2 CFI, CFB, C3, CD46, CFH,
THBD variaciok
10% -
0% - T T T

klaszter 1 klaszter 2 klaszter 3 klaszter 4

M1: koéroki szerepii variacio
M2: feltételezhetden koroki szerepil variacid

24. abra. Az ismert etiologiai faktorok eléforduldsa a betegekben (A) és a klaszterekben

(B)
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A m M1/M2/M3 CFI, CFB, C3, CD46,
CFH, THBD, CFHR5 varidciok

B C3NeF

m C4NeF

H anti-Clq
2% M anti-B

3%  manti-C3

M anti-FH
m kombinalt
100% -
90% - negativ
80% - m kombinalt

70% - M anti-FH

60% - M anti-C3
50% -
. ® anti-B

40%
30% M anti-Clq

i -
20% - M C4NeF
10% W C3NeF
0% T T T

B M1/M2/M3 CFI, CFB, C3, CD46,
klaszter 1 klaszter 2 klaszter 3 klaszter 4 CFH, THBD, CFHR5 variaciok

M1: kéroki szerepli variacio
M2:feltételezhetben koroki szerepli variacio
M3:variaci6 koroki szerepii/koroki szerepe bizonytalan

25. abra. Uj, feltételezhetd patogenetikai faktorok éltal kibdvitett tényezdk eléfordulasa
a betegekben (A) és a klaszterekben (B)
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7. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat uj eredményei, f6 megallapitasai a kovetkezok:

.....

nagyszami IC-MPGN/C3G-ben szenvedd beteg bevonasaval. A betegekben
szignifikansan alacsonyabb FHR-5 szinteket mértiink hézilag beallitott ELISA modszer

segitégével az egészséges kontroll csoporthoz képest.

2. A betegek 11,7%-aban azonositottunk ritka variaciot a CFHR5 génben. A 9 azonositott
variacio koziil 6 okozott aminosaveserét, mig 2 kereteltolodassal jart. Nem mutattunk Ki
egyértelmii kapcsolatot a CFHRS5 variaciok jelenléte és a betegek FHR-5 szérumszintjei
kozott. Az aminosaveserével és/vagy kereteltolodassal jar6 variaciok az scrl-6-0S

doménjét érintettek az FHR-5 fehérjének.
3. Az FHR-5 szintek korreléltak a betegek komplement szintjeivel.

4. Megerositettiik IC-MGPN/C3G-s beteginkben azt az IgAN-s betegekben masok altal
tett megfigyelést, hogy a magasabb FHR-5 szinttel rendelkezd csoport vesetulélése
szignifikansan rosszabb az alacsonyabb FHR-5 szinttel rendelkez6khoz képest a vad-
tipusu fehérjét hordozo betegekben. A kdvetési id6 alatt a CFHRS varidcidval rendelkezd

betegek koziil senki sem progredialt ESRD-be.

5. Nagyszamu IC-MPGN/C3G-ben szenvedd betegben uj lehetséges patogenetikai
tényez0 feltardsa céljabol meghataroztuk a C4ANeF aktivitasat funkcionalis hemolitikus
teszt segitségével. A betegek 14,3%-a bizonyult pozitivnak a vizsgalt autoantitestre. Az
autoantitest gyakorisdga nem kiilonbozott a vizsgélt betegcsoportok kozott (IC-

MPGN/C3GN/DDD).

6. A C4NeF el6fordulasa gyakoribb volt a C3NeF-ral rendelkez6k korében. A mindkét
antitestre pozitiv betegeket fokozott komplement aktivacié jellemezte alacsony C3 és
jelentdsen emelkedett terminalis Ut aktivaciés markerszintekkel. A csak C4NeF-ral
rendelkezd betegeknél a diagndziskori vesekarosodas alacsonyabb gyakorisaggal fordult

elo.
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7. Nem sikeriilt egyértelmi kapcsolatot kimutatnunk a betegek vesetulélése és a nefritikus
faktorok jelenléte kozott. Ugyanakkor a C4ANeF pozitiv betegek koziil egy sem progredialt

ESRD-be a jellemzden 3,18 év (median) hosszu kovetési id6 alatt.

8. Meger0sitettiik a korabban leirt klinikailag relevans klaszterek 1étezését IC-MPGN-
ben és C3-glomerulopatiaban. A betegek klinikai, laboratériumi, komplement és
hisztologiai eredményeit vizsgalva 4 kiilonbozé klasztert alkottunk. Az igy 1étrehozott
klaszterekben egyértelmiien sikeriilt azonositanunk a komplementrendszer koros
miikodését. Az 1-es Klasztert alacsony életkor és emelkedett komplement aktivacio
jellemezte az alternativ Ut abnormalitasok magasabb prevalenciajaval. A 2-es klasztert
magas Ig jelol6dés jellemezte az immunfluoreszcenszias képen. A 3-as klasztert alacsony
C3 szint és alacsonyabb terminalis Ut aktivacio jellemezte az alternativ it abnormalitasok
gyakori el6fordulasaval. Ezzel szemben a 4-es klaszterbe iddsebb betegek tartoztak,
normalis C3 szintekkel. Ezek alapjan szintén megerésitettiik azt a latropoulos és mts.-i
altal felallitott hipotézist, mely szerint az 1-3-as klaszter massziv folyadék-fazisu, mig a

4-es klaszter felszinen zajlo komplement aktivacioval jellemezhetd.

9. A klaszterek egyértelmii 6sszefiiggést mutattak a betegek vesetilélésével, mig hasonld
Osszefliggést a hisztologiai csoportokkal nem tudtunk feltarni. A 3-as és 4-es klaszterben
rosszabb vesetalélést mutattunk ki az 1-es, 2-es klaszterhez képest. A kiilonbozd

vesetulélés a klaszterekben nem magyarazhato a terapiaval.

10. Sikeresen tartuk fel tovabbi faktorok Osszefliggését a klinikailag relevans
klaszterekkel. A C4NeF jelenléte gyakrabban fordult el6 az 1-es klaszterben, melyben a
C3NeF magas prevalenciajat azonositottuk. Ebben a klaszterben nemcsak a C4NeF,
hanem az 6sszes komplement autoantitest (anti-C3, anti-B-faktor, anti-H-faktor, anti-
C1q) is gyakrabban fordult eld. Eredményeink alapjan az érintett betegeknél feltételeztiik
egy poliklonalis, diverzifikdlodd, komplement faktorokkal szemben kialakulé humorélis

immunologiai valasz fennallasat.

Szintén az 1-es klaszterben szignifikansan alacsonyabb FHR-5 szinteket mértiink a 3-as
és 4-es klaszterhez képest. Az 1-es klaszterben szintén gyakrabban azonositottunk

CFHRS5 genetikai variaciot.
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8. OSSZEFOGLALAS

A membranoproliferativ glomerulonefritiszek a patogenezis alapjan feloszthat6ak
immunkomplex-medialt és komplement-medialt formékra. Am a két csoport elkiilonitése
sok esetben nem egyértelmli a biopszia alapjan, illetve a hattérben zajlo biologiai
folyamatok kozott sem vonhato éles hatar. A betegek jelentds részében (>30%) nem
sikertil etioldgiai tényezGt azonositani.

Munkénk soran lehetséges Uj patogenetikai tényezoket kerestiink a betegség hatterében,
tovabba 1) perspektivabol kozelitettik meg betegeinket. Nem a hisztologiai-alapu
besorolast, hanem kizarolag klinikai, laboratériumi, genetikai, hisztoldgia adatok alapjan
statisztikailag alkotott csoportokat vettiink alapul, melyek segitségével betekintést
A 120 biopsziaval igazolt IC-MPGN/C3G beteg koziil 11,7%-ban azonositottunk ritka
variaciot a CFHR5 génben. A betegekben csokkent FHR-5 szinteket mértiink, az
egészségesekhez képest. A magas FHR-5 szinttel rendelkezd betegeknek rosszabb volt a
vesetulélése. 14 betegben detektaltuk C4NeF-t, mely gyakrabban fordult el6 C3NeF-ral,
illetve egyéb komplement autotantitestekkel. A mindkét nefritikus faktorral rendelkezd
betegeknél jelentds komplement aktivaciét és konszumpciot tapasztaltunk. Az
adatvezérelt klaszteranalizis soran sikeriilt megerdsiteniink a komplementrendszer
szerepét a betegségben. Azonositottunk egy jelentds komplement aktivacioval
jellemezhetd csoportot (1-es klaszter), melyet fiatalabb ¢letkor és alternativ ut
abnormalitas gyakori jelenléte jellemzett. Ezen tilmenden ebben a klaszterben fordultak
elé leggyakrabban a komplement autoantitestek és CFHR5 variaciok alacsony FHR-5
szintekkel. A 2-es és 3-as klaszterben szintén jellemz6ek voltak a komplement eltérések,
mig a 4-es klasztert idosebb életkor és kronikus vese elvaltozasok jellemezték. Fo
megallapitasunk az, hogy a klaszterek egyértelmtien klinikailag relevansak, hiszen
Osszefliggést mutattak a betegek vesetulélésével, mely nem mutathatd ki a hisztologia-
alapu klasszifikacioval. Az egyértelmli komplement aktivacioval €s komszumpcidval,
fiatalabb életkorral, markansabb betegség megjelenéssel jellemzett 1-es klaszter
egyértelmiien jobb progndzissal tarsult. Ezen megfigyeléseink nemcsak a betegség jobb
megértéséhez jarulhatnak hozz4, hanem eldsegithetik a jobb terdpids dontések

meghozatalat is.
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9. SUMMARY

Membranoproliferative glomerulonephritis is divided into immuncomplex-mediated and
complement-mediated forms based on the pathogenesis, however the histology-based
diagnosis is not always clear. There is no strict border between the biological background
of the diseases. We could not identify any ethiologic factor in more than 30% of the
patients.

In our project we were looking for new, possible pathogenic factors. We tried to examine
our patients from a new perspective based on the classification of the patients’ clinical,
complement, genetic and histological data which led us to get more insights into the
disease background and progression.

120 patients with histologically-proven diagnosis of IC-MPGN/C3G were enrolled in the
study. We identified rare CFHRS5 variations in 11.7% of our patients. The patients’ FHR-
5 serum levels were lower compared to healthy controls. We also showed that higher
FHR-5 levels in patients were associated with better renal survival. We detected C4NeF
in 14 patients, which presented more frequently together with C3NeF and other
complement autoantibodies. The patients with double positivity for both nephritic factors
are characterized by highly elevated complement activation and consumption. The data-
driven hypothesis-free cluster analysis led us to confirm the role of the complement-
system in the disease pathogenesis and course. We have identified cluster 1 as a group of
patients with high complement activation and consumption with younger age of onset and
higher prevalence of complement alternative pathway abnormalities. In addition this
cluster was characterized with the highest prevalence of complement autoantibodies,
lower FHR-5 levels and more CFHR5 variants. Complement abnormalities were also
detected in clusters 2 and 3, whereas cluster 4 was characterized by older age of onset and
chronic changes in the kidney. Our most important finding is that these clusters are
clinically relevant because they show clear association with renal survival compared to
the histology-based groups. Patients in cluster 1 with clear signs of complement activation
and consumption, younger age of onset and severe disease presentation have better renal
survival.

Our findings not only help us to better understand the disease, but also they can add useful

information in the future to make better therapeutic decisions.
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