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1. BEVEZETES
1.1 A membranoproliferativ glomerulonefritiszek

A membranoproliferativ glomerulonefritisz (MPGN) egy patologiai entitas. A
fénymikroszkopos képet a mezangialis hipercellularitds, endokapillaris
proliferacio, kapillarisfal megvastagodds jellemzi. Habar torténetileg
diagnozisként hataroztdk meg, €s harom csoportra osztottdk fel a kiillonb6zo
megjelenésili fénymikroszkdpos kép alapjan, ma mar egyértelmiien a hisztologiai
kép leirdasaként hasznaljak. Mara ezt a besorolast felvaltotta a patogenezis alapt
csoportositds. A komplementrendszer alternativ Ut szerepének felterképezése a
betegség hatterében elkiilonitette az immunkomplex-medialt és a komplement-
medialt formakat (C3-glomerulopatia, C3G).

Az immunkomplex-medialt formak hatterében elsésorban valamilyen infekcio
(HBV, HCV, EBYV), szisztémas autoimmun betegség (SLE, reumatoid artritisz)
vagy malignus folyamat allhat.

Ezzel szemben a C3G hatterében a komplementrendszer alternativ utjanak (AP)
sériilt miikodése, szabalyozasa az els6dleges.

1.2. C3-glomerulopatia

A C3G egy nagyon ritka betegség, incidencidgja 1-2/milli6 f6 évente.
Leggyakrabban gyerekeket, fiatal felndtteket érint. Altaldban tiinetmentes
mikroszkopos hematuria, proteinuria, magas vérnyomas, veseelégtelenségig
terjedo tiinetek jellemezhetik. Az id6sebb korban jelentkezd C3G esetében fontos
kizarni, hogy nem 4ll-e valamilyen szekunder ok a betegség hatterében.
Progresszidja soran az esetek 50 %-aban végstadiumu vesebetegségbe (end-stage
renal disease; ESRD) torkollik. Gyakran alakul ki kiilonféle trigger esemény,
példaul felsd léguti infekciot kovetden. A komplement paraméterek koziil
kiemelend6é a gyakran tartésan alacsony C3 szint normalis C4 szinttel. A
komplement aktivacidos markerek szintje (C3a, sC5b-9) sok esetben emelkedett.
Ezenkiviil kiilonféle patogenetikai tényezok jelenléte is igazolhatd a betegekben.
A diagnozis feléllitadsa a vesebiopszia alapjan torténik. A fénymikroszkopos képet
altalanossagban a  membranoproliferativ  elvaltozasok  jellemzik. Az
immunfluoreszcens mikroszkopias képen az immunkomplex-medialt MPGN-nel



ellentétben a C3 jel6l6dés minimum két nagysagrenddel nagyobb, mint barmelyik
egy¢éb immunreaktans (IgG, IgM, IgA, Clq).

Az altipusok tovabbi elkiilonitése miatt elengedhetetlen az elektronmikroszkopia
elvégzése. A C3 glomerulonefritiszt (C3GN) kevesebb mezangialis,
szubendotelialis, szubepitelialis depozitum jellemzi, mig a denz depozit betegség
(DDD) esetében elektrondenz ozmofil depozitum talalhat6 a glomerularis bazalis
membranban, illetve a mezangiumban, Bowman-tokban és a tubularis bazalis
membran mentén.

Ezenkiviil egy ritka genetikai forma is elkiilonithetd, mely a CFHRS gén internalis
duplikécidja eredményeként 1étrejové CFHRS-nefropatia.

1.2.1. Patogenezis

A Dbetegség patogenezisének hatterében az AP sériilt regulacioja all, mely
els6sorban a folyadek-fazisban zajlik.

A sériilt  szabalyozast  okozhatjadk  egyrészt  kiilonbozd  Szerzett,
komplementkomponensek elleni autoantitestek, masrészt a faktorokat érintd
genetikai abnormalitasok.

Az alternativ Ut sériilt szabalyozasat eredményezd kiillonb6z0 autoantitestek
lehetnek a H-faktor, a C3, illetve a B-faktor elleni autoantitestek, illetve
kiilonb6z0 nefritikus faktorok, mint a C3-nefritikus faktor (C3NeF), C4-nefritkus
faktor (C4NeF) és a C5-nefritikus faktor. Ezen antitestek nagyjabdl az esetek 40-
80%-aban detektalhatok.

A C3NeF az alternativ uton 1étrejové C3-konvertdzhoz kotddve stabilizalja azt,
megnovelve az enzim féléletidejét, melynek eredményeként fokozott komplement
aktivacid jon létre.

A C4NeF a C3NeF-hez hasonlo funkciokkal rendelkezik, am vele ellentétben a
klasszikus/lektin uton létrejové C3-konvertazt (C4b2a) képes stabilizalni dozis-
fliggd moédon. MPGN-ben szenvedd betegeket vizsgalva kimutattak, hogy a
C4NeF jelen lehet C3NeF-ral egyiitt, illetve 6nalldan is.

Ezen kiviil nagyjabol a betegek 10%-aban lehet kimutatni C3-elleni, B-faktor
elleni, illetve H-faktor elleni autoantitestet.

A betegség kialakuldsaban a komplement fehérjéket kodolo géneket - elsdsorban
az alternativ uthoz tartozo fehérjéket - érinté genetikai eltérések is szerepet
jatszanak. Ezek lehetnek funkcidvesztéssel jar6 mutaciok, melyek elsGsorban a
regulatorok csokkent miikodését eredményezik, illetve funkcionyerd mutaciok,
melyek az aktivatorok fokozott miikodésében nyilvanulnak meg.



Annak ellenére, hogy szdmos patogenetikai tényezOt sikeriilt azonositani a
betegség hatterében, a betegek tobb mint 30%-aban nem tudunk kimutatni
ctiologiai faktort a diagnosztikus célbol elvégzett laboratoriumi és genetikai
vizsgalatokkal. gy ma a kutatisok egyre inkabb 0j tényez6k felé iranyulnak,
melyek koziil egyik irdny a H-faktorral rokon fehérje csalad, melynek 5 tagja
ismert. Nagyfokt homoldgiat mutatnak a H-faktorral, de egyikiik sem tartalmaz
a H-faktoréhoz hasonlé regulator domént. Ezek koziil a H-faktorral rokon 5-6s
fehérjét (FHR-5) — mint koroki tényezot — eldszor Gale és munkatarsai irtak le
2010-ben egy autoszomalis dominans modon 6rokl6dé, Cipruson endémias C3G
hatterében. Az FHR-5 fehérje képes kotddni a heparinhoz, CRP-hez, pentraxin-3-
hoz, illetve az extracellularis matrix bizonyos komponenseihez. Kimutattak azt is,
hogy képes gatolni folyadékfazisban a C3-konvertazt, igy mai tudasunk szerint
deregulatornak tekinthetd, bar az irodalmi adatok még nem egységesek ezt
illetéen.

1.3. Uj megkozelités a membranoproliferativ glomerulonefritiszek
osztalyozasaban

Habar az ismereteink nagyban bdviiltek a MPGN-ek patogenezisét illetden, tobb
kérdés is megvalaszolatlan maradt. Az elkiilonités az immunkomplex-medialt és
a komplement-medialt csoportok kozott nem minden esetben egyértelmii.
Egyrészrdl nem egyértelmi az elkiilonités sok esetben a C3GN és a DDD kozott,
né¢ha még az IC-MPGN kozott sem, illetve ismételt biopszia sokszor kiilonbdzo
képet mutat. Sok esetben taldlhatoak az alternativ ut diszreguléciora utalo
eltérések IC-MPGN-ben is, mint C3NeF vagy alacsony C3 szint normalis C4
szinttel. Ma mar egyre jobban elfogadott az a nézet, hogy nem két kiilon
betegségnek, hanem egy spektrum két végpontjanak tekintheté a C3G és az 1C-
MPGN.

Ezen kérdések tisztazasara latropoulos €s munkatarsai kizardlag a betegek
klinikai, genetikai, hisztoldgiai €s komplement eredményei alapjan egy hipotézis-
mentes, adatvezérelt hierarchikus klaszter analizist végeztek, mely
eredményeként 4 kiilonallé csoportot kaptak. Az 1-es klasztert fiatal életkor,
nagymértékii komplement aktivacid jellemezte alacsony C3 szinttel, a genetikai
variaciok és C3NeF magas eléfordulasi gyakorisagaval.

A 2-es klaszterbe tartozo betegeknél szintén intenziv komplement aktivacio volt
lathato magasabb Ig jelolddéssel.

A 3-as klasztert ezzel szemben alacsonyabb sC5b-9 plazma szint jellemezte,
alacsony C3 szinttel és ritka variaciok valamint C3NeF magas eléfordulasi



gyakorisagaval, illetve az intramembranozus elektrondenz depozitum
jelenlétével.

A 4-es klasztert alacsonyabb mértékli komplement aktivacio jellemezte,
magasabb C3 szinttel, ritkdbban eléforduld variaciokkal és C3NeF-ral. Ebbe a
klaszterbe idésebb betegek tartoztak és tobb szklerotikus glomerulus volt lathato
a biopszian.

Ezek alapjan elkiilonitették az 1-es és 3-as klasztert, amelyekben massziv
folyadék-fazisu, és a 4-es klasztert, ahol felszinhez kotott komplement aktivaciot
feltételeztek. Az igy elkiilonitett klaszterek Osszefliggést mutattak a betegek
vesetulélésével, mely a hisztologiai besorolassal nem mutatott kapcsolatot. A 4-
es klaszterbe tartoz6 betegeknek, akiknél a szilard-fazishoz kotott komplement
aktivacidt hipotetizaltak, rosszabb volt a vesetulélése a tobbi klaszterhez
viszonyitva.

A klaszter alkotas nagyban fiigg a vizsgalt adatoktol, igy fontos, hogy fiiggetlen
beteganyagon is megismételhetdek-e a kozolt megfigyelesek.



2. CELKITUZESEK

A membranoproliferativ elvaltozasok hatterében zajlé patomechanizmus még
nem teljes mértékben tisztazott. Sok esetben nem lehet egyértelmiien elkiiloniteni
az immunkomplex- és a komplement-medialt formakat. Célunk az volt, hogy
feltarjuk uj, potencialis genetikai, illetve szerzett patogenetikai faktorok szerepét
a betegségben, tovabba 1j megkozelitésbol vizsgaljuk betegeinket.

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

Az FHR-5 fehérje nagyfoku szerkezeti homoldgiat mutat a H-faktorral, igy
korabbi vizsgalatok alapjan felmeriilt, hogy patogenetikai szerepe lehet a
komplement-medialt vesebetegségekben.

Vizsgalatunkban a kovetkez0 kérdésekre kerestiink valaszokat:

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

2. Tapasztalhato-e eltérés a CFHRS5 variaciot hordozok és nem-hordozok
FHR-5 szintjének tekintetében?

3. Megfigyelhet6-e¢ Osszefliggés az FHR-5 szintek és a betegek klinikali,
laboratoriumi, genetikai és komplement paramétere1 kozott?

4. Van-e Osszefiiggés a CFHRS variaciok, az FHR-5 szérumszintek és a
betegek vesetuléleése kozott?

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

Célunk az volt, hogy az irodalomban el6szor nagyszamia C3G/IC-MPGN-ben
szenvedd beteg bevonasaval vizsgaljuk a C4NeF el6fordulasat és kapcsolatat a
betegek klinikai, genetikai €s egyéb komplement paramétereivel dsszefiiggésben.
A kovetkez6 aspektusokat vizsgaltuk:

1. Feltarhato-e valamilyen 0sszefiiggés a C4NeF el6fordulésa és a hisztoldgiai
csoportok kozott?



2. Milyen 0Osszefiiggést mutat a C4NeF eléforduldasa a betegek kiilonbozo
klinikai, laboratoriumi, genetikai és komplement paramétereivel?

3. Megfigyelhetd-e Osszefiiggés a betegek vesetulélése és a CANeF jelenléte
kozott?

2.3. A hisztologiai besorolastol fiiggetlen, adat-vezérelt, hipotézismentes
klaszteranalizis végzése a betegek klinikai, laboratoriumi, genetikai és
komplement eredményei alapjan

[atropoulos ¢és munkatarsai neégy klasztert azonositottak kizarolag a betegek
klinikai, laboratoriumi, genetikai €s komplement paraméterei alapjan. Kivancsiak
voltunk, hogy egy teljesen fliggetlen betegcsoporton - mely megfeleltethetd az
eredeti vizsgalatban kozolt betegcsoportnak - megismételve az analizist,
validalhatéak-e az ott kozolt eredmények:

1. Osszevethetdek-e az altalunk kapott Klaszterek az eredeti vizsgalatban

karakterizalt klaszterekkel, illetve levonhatoak-e hasonld kovetkeztetések
beloliik?

2. Mutat-e kiilonbséget a betegek vesettlélése a kiilonb6zo klaszterek kozott?
A hisztologiai csoportokhoz képest jobban jelzik-e a klaszterek a betegség
lefolyésat?

3. Feltarhatdak-e tovabbi komplement paraméterek, melyekkel dsszefliggést
mutatnak a klaszterek? Van-e eltérés a kiilonb6z6 klaszterekben a C4NeF
eléfordulasat illetden, illetve feltarhato-e valamilyen Osszefiiggés a
kiilonbozd klaszterek és a betegek FHR-5 szintjei, illetve az azonositott
variaciok kozott?



3. MODSZEREK
3.1. Betegek és kontrollok

34 kozép-eurodpai klinikai kozpontbol 206 beteg vérmintaja érkezett komplement
laboratériumunkba feltételezett komplement-medialt vesebetegség diagndzissal
komplement mérésekre, illetve genetikai analizisre. 86 beteg keriilt kizarésra
alternativ diagnozis (n=21), szekunder folyamat eredményeként kialakul6 MPGN
bebizonyosoddsa (n=2), illetve hidnyz6 klinikai adatok (n=63) miatt. A
fennmaraddo 120 beteg szovettannal bizonyitott MPGN diagnézisu volt
immunkomplex- vagy komplement-medialt formaban.

Ezen 120 betegbdl 67 (55,8%) betegnél diagnosztizaltak IC-MPGN-t, 12 6
esetében (10%) DDD-t, mig 41 egyénnél (34,1%) C3GN-t. 1 betegnél nem volt
lehetdségiink a C4NeF meghatarozasara, igy az erre iranyuld vizsgalatokba 119
beteget vontunk be.

A klaszteranalizisbe 92 beteget vontunk be, akik hidnytalan adathalmazzal
rendelkeztek ehhez a vizsgélathoz.

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 pozitivitas hatarértékének meghatarozasahoz.

3.2. Alkalmazott modszerek

3.2.1 Komplement paraméterek meghatarozasa

segitségével tortént (Beckman Coulter, Brea, CA).

Az alternativ ut aktivitasanak mérése Wieslab AP ELISA  kit-tel
(Eurodiagnostica), a Kklasszikus 1t Osszkomplement aktivitasa hemolitikus
titracion alapuldo Mayer mddszerrel tortént.

Az |-faktor és a B-faktor antigén koncentracio radidlis immundiffazié
segitségével keriilt meghatarozasra (I-faktor elleni antitest, B-faktor elleni
antitest: Quidel).

A H-faktor, C1q, anti-H-faktor, anti-C1q anti-C3 és anti-B-faktor szinteket hazi
ELISA modszerekkel hataroztuk meg (reagensek: anti-H-faktor, anti-C1q:
Binding Site; H-faktor, Merck; C1q, C3, B faktor: Quidel).



A C3NeF meghatarozédsa Rother és munkatarsai altal kidolgozott hemolitikus
modszer alapjan tortént a betegek szérumaban.

Tovabbi komplement komponensek, aktivacids markerek és hasitasi termékek
(D-faktor, sC5b-9, C3a, Bb, C4d) kereskedelmi forgalomban kaphatd gyari
ELISA kit segitségével keriiltek meghatarozasra a gyartd ttmutatdsai alapjan
(Hycult Complement Factor D, MicroVue C3a-desArgEIA, MicroVue C4d EIA,
MicroVue sC5b-9 Plus EIA, MicroVue Bb Plus EIA).

3.2.2. A H-faktorral rokon 5-6s fehérje szérumszintjének meghatarozasa

Az FHR-5 szérumszintjét hazilag bedllitott ELISA mddszerrel hataroztuk meg.
Mikrotitrald ELISA lemezt 1ug/mL PBS-ben oldott kereskedelmi forgalomban
kaphato monoklonalis egér anti-human FHR-5 (R&D System) antitesttel fedtiink
majd PBS 2% BSA-t tartalmazé oldat hozzaadasaval blokkoltuk. A mintakat PBS
1% BSA Tween-20-at tartalmazo oldatban higitottuk, majd a lemezhez adva
inkubaltuk szobahdmeérsékleten. Kovetkezd 1€épésben poliklonalis kecske anti-
human FHR-5 1gG-t (R&D System) adtunk hozza. A kotott antitesteket 0,1 pg/mL
tormaperoxidazzal (HRP) jelolt anti-kecske 1gG-vel mutattuk ki TMB szubsztrat
hozz4adasat kovetden.

3.2.3. C4 nefritikus faktor meghatarozasa

A C4NeF aktivitasat hemolitikus teszt segitségével hataroztuk meg Zhang és
munkatarsai altal kidolgozott protokoll alapjan. Az Alsever-oldatban oldott
hemolizinnel szenzitizalt birkavorosvértesteket (EA) Ca?*-ot és trietiléntetramin-
N,N,NN",N"™,N"-hexaecetsav kelatképzot tartalmazo zselatin-veronal (GVB)
pufferben mostuk. Normal humén szérummal inkubaltuk a sejteket, igy
EA+C1+C4 sejteket épitettiink fel. Ezutan a sejteket Ca?*-ot tartalmazo GVB
pufferben mostuk, majd inkubaltuk. Tovabbi Ca?*-ot és Mg?*-ot tartalmazé GVB
pufferben torténd mosasi 1épések utan, human C2-t (Calbiochem) adtunk a
sejtekhez, mely eredményeként EA+C1+C4+C2 sejtek alakultak ki. Ezt kovetden
a sejtekhez hozzaadtuk a betegek szérumat, majd inkubacios és mosasi 1épések
utdn C5-C9 komplement komponenseket tartalmazo forrasként patkanyszérumot
adtunk a sejtekhez. Inkubacio utan hideg EDTA-GVB oldat hozzaadasaval
leallitottuk a reakciot és meghataroztuk a feliiliszo optikai denzitasat. A CANeF
aktivitasa aranyos volt a feliilliszoban tapasztalhato lizis mértékével. A
pozitivitasi hatarérték 48 egészséges kontroll személy C4NeF aktivitasanak alapul
véve 18%-nak adddott.



3.2.4. Genetikai vizsgalatok

Ritka variaciok, riziké polimorfizmusok, mutacidk feltérképezésére Sanger-
szekvenalast végeztink a komplement fehérjéket kodold, illetve azokkal
kapcsolatban levo génekben, tigymint H-faktor (CFH) I-faktor (CFI), membran
kofaktor fehérje (CD46), thrombomodulin (THBD), B-faktor (CFB), C3 (C3) és
FHR-5 (CFHRS).

Az azonositott Uj variaciok lehetséges funkcionalis hatasat az aldbbi online
predikcids programok segitségével hataroztuk meg: PolyPhen (version2), SIFT,
PROVEAN, Human Splicing Finder és Mutation-Taster.

A kordbban mar betegekben azonositott (és bizonyos esetekben funkciondlisan
jellemzett) misszensz varidansokat, illetve nonszensz és splice site mutacidkat
feltehetden koroki hatastnak (likely pathogenic variant, LPV) prediktaltuk. Uj
misszensz variaciokat abban az esetben tekintettiink feltehetéen koérokinak, ha a
minor allél frekvencidja <0,1% nemzetkozi adatbazisokban (dbSNP, Exome
Variant Server, 1000 Genomes Project) és ha a CADD score-juk >10.
Kopiaszdm varidciok (deléciok, duplikaciok) meghatarozdsara a CFHRI,
CFHR2, CFHR3 ¢és CFHRS5 kromoszomalis régiokban, multiplex ligacio-
dependens proba amplifikaciot végeztiink.

3.2.5. Statisztikai elemzések

A folytonos valtozokat, mivel eloszlasuk eltért a normal eloszlastél, a median,
illetve 25-75-6s percentilis értékekkel jellemeztiik. Kategorikus valtozok
bemutatasat darabszammal, illetve szdzalékokkal végeztiik.

A csoportok Osszehasonlitasat folytonos valtozoknal két csoport esetében Mann-
Whitney U-teszttel, tobb csoport esetében Kruskal-Wallis teszttel, majd Dunn
post-hoc teszttel végeztiik. A kategorikus valtozokat a csoportok kdzott Pearson
Khi-négyzet teszt segitségével hasonlitottuk Ossze.

A Kklaszteranalizist latropoulos és munkatarsai munkéja nyoman végeztiik.
Négyzetes euklideszi tavolsagok segitségével Ward-modszer szerinti hierarchikus
klaszter analizist hajtottunk végre az IBM SPSS 20 program segitségével.

Kaplan-Meier analizis segitségével elemeztiik a kiilonbséget a csoportok kozott a
vesetulélést illetden.



4. EREDMENYEK
4.1. FHR-5 szerepének vizsgalata C3G/IC-MPGN-es betegcsoportban

4.1.1. Betegek és egészséges egyének FHR-5 szérumszintjeinek vizsgalata

Az FHR-5 szérumszintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a betegekben az
egészséges kontrollokhoz (median: 2,1 mg/L) képest, fliggetleniil attol, hogy a
betegek hordoztak-e CFHR5 variaciot (median: 1,54 mg/L) vagy nem (median:
1,82 mg/L).

4.1.2. Azonositott CFHR5 variaciok

A CFHRS5 gén genetikai analizisét 111 betegben végeztiik el. Nyolc ritka,
heterozigdta variacidt azonositottunk a CFHR5 gén szekvenalasa soran 14
betegben. Ezek koziil 2 kereteltolodassal jar6é mutaciot (c.479 480insAA;
c.479 480insA), 6 misszensz variaciot (P46S, V110A, K144N, C208R, G278S,
R356H) azonositottunk, melyek az scrl-6-os domént érintették.

MLPA analizissel vizsgaltuk a CFHR géneket, mely alapjan 3 betegben
azonositottunk CFHR génatrendezddést. Mindharom betegnél magas FHR-5
szinteket meértiink, és a specialis genetikai hattérre tekintettel a tovabbi
elemzésekbol kizartuk oket.

7 Dbeteg esetében nem taldltunk olyan tovabbi etioldgiai tényez6t a rutin
diagnosztikus méodszerekkel, amely hatassal lehet az AP diszreguléaciora.

5 variaciét LPV-nek tartunk az alapjan, hogy 1) mar korabban leirtak patogén
faktorként C3G-ben szenvedd betegekben (p.E163Kfs*10, p.E163Rfs35), 2)
kordbbi irodalmi adatok alapjan szegregacidt mutatott a betegséggel (P46S), vagy
3) funkcionalis vizsgalatok alapjan (G278S, R356H). Megfigyeléseink alapjan
nincs erds Osszefiiggés a CFHRS varidciok lokalizacidja és a detektalt FHR-5
szérumszintek kozott.
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4.1.3. Az azonositott CFHRS variaciok funkcionalis jellemzése

Abbol a célbdl, hogy megvizsgaljuk van-e valamilyen hatdsa az azonositott
CFHR5 variacioknak az FHR-5 funkcidjara, meghataroztuk, hogy a betegek
szérumdban talalhatd6 FHR-5 fehérjék milyen mértékben kotédnek az ELISA-
lemezen immobilizalt C3b-hez. Az FHR-5 C3b-koté képessége csokkent volt a
G278S variaciot hordozé betegek szérumaban a vad-tipust fehérjét hordozokhoz
képest, valamint azokhoz a betegekhez viszonyitva is, akik a dimerizécids scrl -
2-es doménben hordoztak valamilyen CFHR5 variaciot, illetve akik az R356H
mutaciot hordoztak az scr6 doménben.

414. Az FHR-5 szérumszintek oOsszefiiggése a betegek Kklinikai,
laboratoriumi, genetikai és komplement paramétereivel

Célunk az volt, hogy homogeén betegcsoportban tudjuk vizsgalni a vad-tipust
FHR-5 szerepét MPGN-ben, ezért a CFHRS variaciot hordozé betegeket kiilon
csoportként kezeltiik, €s kizartuk oket a tovabbi analizisekbdl.

Az FHR-5 szérumszintje pozitiv korrelaciét mutatott a szklerotikus glomerulus
jelenlétével a fénymikroszkdpids képen.

Szignifikdns, pozitiv iranyt korrelacidt taldltunk a C3 és C4 szintekkel, az
alternativ valamint a klasszikus ut aktivitassal és a H-faktor koncentracioval is.

4.1.5 A CFHRS5 variaciok, az FHR-5 szérumszintek és a betegek vesetulélése
kozotti kapcsolat vizsgalata

101 kovetett beteg koziil 8 beteget kizartunk, akik nem rendelkeztek DNS
mintaval, illetve a CFHRS5 variaciot hordozoé betegeket (n=13; 1 fének nem voltak
kovetéses adatai) kiilon csoportként kezeltiik. A maradék 80 beteget ROC-analizis
segitségével két csoportra osztottuk, igy kaptunk egy alacsony FHR-5 szinttel
rendelkez6 csoportot (FHR-5 <1,565 mg/L), valamint egy magasabb FHR-5
koncentracioval jellemzett csoportot (FHR-5>1,565mg/L).

Kiemelném, hogy a CFHR5 variaciot hordozo betegek koziil egy sem progredialt
ESRD-be.

A magasabb FHR-5 szinttel rendelkez0 betegekre (median: 2,16 mg/L; 1,87-2,85)
rosszabb vesettulélés volt jellemzd, azokhoz a betegekhez képest, akikben
alacsonyabb volt az FHR-5 koncentracié (median: 1,34 mg/L; 1,12-1,46)
(p=0,034).
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4.2. C4 nefritikus faktor vizsgalata a C3G/IC-MPGN-es betegpopulaciéban

4.2.1. C4 nefritikus faktor eléfordulasa C3G/IC-MPGN-es betegcsoportban
119 hisztologiailag igazolt C3G/IC-MPGN-es beteg széruméban hataroztuk meg
a C4NeF aktivitasat hemolitikus teszt segitségével. 17 betegben azonositottuk a
C4NeF jelenlétét, kozilik 7 (17,5%) IC-MPGN-ben, 1 (8,3%) DDD-ben ¢és 9
(16,4%) C3G-ben szenvedett.

4.2.2. C4 nefritikus faktor oOsszefiiggése a betegek kiilonbozo Kklinikai,
laboratoriumi, genetikai és komplement paramétereivel

A vizsgalatba bevont betegeket két csoportra osztottuk az alapjan, hogy jelen van-
e a C4NeF autoantitest. A betegek klinikumaban nem taldltunk kiilonbséget a
CANeF-re pozitiv, illetve C4NeF-re negativ betegek kozott. Egyedil a
diagnoziskor jelenlevd veseelégtelenség prevalencidja volt alacsonyabb a C4NeF
pozitiv betegek csoportjaban. A betegek komplement paramétereit elemezve a
C4NeF pozitiv egyének mintdiban alacsonyabb klasszikus és alternativ ut
aktivitast mértiink.

Megfigyeltiik, hogy a C3NeF eléforduldsa magasabb volt azokban a betegekben,
akikben C4NeF-et is detektaltunk. Ez alapjan kivancsiak voltunk, hogy a kétféle
autoantitest el6fordulasa és a betegség megjelenése, valamint a laboratoriumi
paraméterek kozott van-e Osszefliggés. Ennek vizsgéalatara négy csoportot
hoztunk létre: csak C3NeF-ral rendelkezé csoport (n=20), csak C4NeF-ral
rendelkezd csoport (n=10), mindkét antitestre pozitiv csoport (n=7), illetve
mindkét antitestre negativ csoport (n=82).

A mindkét nefritikus faktorral rendelkezd betegek fiatalabbak voltak a tobbi
beteghez viszonyitva. Szintén megfigyeltiik, hogy a C4NeF-ral rendelkezd
betegek esetében — akar onmagaban, akar C3NeF-ral egyiitt — a diagnozis idején
veseelégtelenség ritkabban allt fenn. A dupla pozitiv betegeket alacsonyabb C3
szint jellemezte. A legmagasabb sC5b-9 szinteket a dupla pozitiv csoportban
detektaltuk, mig a csak C4NeF-ra pozitiv csoportban mértiik a legalacsonyabb
szinteket.

A dupla pozitiv csoportban tapasztaltunk leggyakrabban tovabbi autoantitesteket,
ugymint az anti-C1q és anti-C3b megjelenését.
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4.2.3. Vesetulélés osszefiiggése a C4NeF jelenlétével

A 119 betegbdl 103 beteget tudtunk nyomon kovetni (median: 1,52 év; 0,05-6 év).
A diagnoézis 1dején 12 betegnek volt veseelégtelensége, akik koziil egy beteg volt
pozitiv a C4NeF-ra. A kovetési ido 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
tulélését tekintve nem talaltunk koztiik szignifikans kiilonbséget.

4.3. Adat-vezérelt hipotézismentes Kklaszteranalizis végzése a betegek
klinikai, laboratoriumi, genetikai és komplement eredményei alapjan

4.3.1 A generalt klaszterek jellemzése és Osszehasonlitisa Iatropoulos és
Munkatarsai munkajaval

Hierarchikus klaszter analizissel 4 klasztert generaltunk.

Az 1l-es klasztert alacsony C3 szint jellemezte (medidn: 0,5 g/L), jelentdsen
emelkedett sC5b-9 aktivacids marker szinttel (median: 540 ng/mL) és az LPV és
C3NeF magas eléfordulasi gyakorisagaval. Féleg fiatal betegek keriiltek ebbe a
csoportba (median életkor: 13 ¢év). A diagnézis idején a betegeket alacsony
kreatinin szint €s jo vesefunkcio jellemezte. A biopszias képen hianyoztak a
szklerotikus glomerulusok ¢€s a félholdképzddés. Az immunfluoreszcencias képen
a C3 jelolédésen tal immunglobulin jel6lddés is detektalhatdo volt, mely
megegyezett az olasz 1-es klaszterben megallapitottakkal.

A 2-es klaszterbe 0Osszesen 4 beteg keriilt, igy Oket kizartuk a tovabbi
analizisekbol, mivel nem adtak volna relevans informaciot.

A 3-as klaszterben tapasztaltuk a legalacsonyabb sC5b-9 szinteket (median: 250
ng/mL), mely egyiitt jart az enyhén csokkent C3 szintekkel (median: 0,77 ng/mL),
¢s az LPVK magas el6fordulasi gyakorisagaval. A fénymikroszkopos képet
intersticialis fibrozis és inflammacié jellemezte sok szklerotikus glomerulus
jelenlétével €s kevés félholdképzodéssel.

A 4-es klaszterbe iddsebb betegek keriiltek (median: 39,5 év) normalis C3
szintekkel. Ezt a klasztert az elektronmikroszképias képen kevesebb
intramembranozus depozitum jellemezte.
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4.3.2. A vesetulélés osszefiiggése a klaszterekkel

79 beteget kovettiink, akik koziil 10 beteg progredialt ESRD-be. A 3-as és 4-es
klaszterben rosszabb volt a betegek vesetalélése Kaplan-Meier analizis
eredményei alapjan (p<0,05 1-es klaszter vs. 3-as klaszter; 1-es klaszter vs. 4-as
klaszter). Ez alapjan az idOsebb betegek, magasabb szklerotikus glomerulus
eléforduléssal, genetikai és szerzett (LPV, C3NeF) tényezdk ritkdbb
eléforduldsaval rosszabb progndzist mutattak. A hisztologiai csoportok kozott
ezzel szemben nem figyeltiink meg kiilonbséget.

4.3.3. Tovabbi komplement paraméterek osszefiiggése a klaszterekkel

Az 1-es klaszterben szignifikdnsan alacsonyabb alternativ és klasszikus Ut
aktivaciot mértiink, csokkent D-faktor és Clq szintekkel. Ezek az eredmények a
szintén csokkent C3 szintekkel aldtamasztjak a komplement aktivacido é€s
konszumpci6 jelenlétét ebben a klaszterben.

Megvizsgaltuk, hogy a C4NeF elofordulasa mutat-e kapcsolatot a kiilonbozd
klaszterekkel. A C4NeF prevalencidja szingifikansan magasabb volt az 1-es
klaszterben (p=0,028 1 vs. 3,4 klaszter). A nefritikus faktorok el6fordulasat egyiitt
értékelve szintén gyakrabban fordultak el6 az 1-es Kklaszterben. A tobbi
komplement autoantitestet is egylittvéve az antitestek tobbszoros eléfordulasanak
aranya szintén magasabb volt ebben a klaszterben.

Kivancsiak voltunk, hogy az FHR-5 szérumszintek, illetve a CFHRS5 variaciok
jelenléte mutat-e valamilyen kapcsolatot a karakterizalt klaszterekkel.

Az FHR-5 szérumszintek vizsgéalatahoz a vad-tipust fehérjével rendelkezd
betegeket vizsgaltuk, és kimutattuk, hogy az FHR-5 szintje nem-random eloszlast
mutat a kiilonb6z6 klaszterek kozott (p=0,0003). A 3-as klaszterbe (median: 2,35
mg/L, 1,77-3,16) és a 4-es klaszterbe (median: 1,96 mg/L, 1,48-2,23) esé
betegeknek magasabb FHR-5 szintjiik volt az l-es klaszterhez viszonyitva
(median: 1,47 mg/L, 1,25-1,98, p<0,05, Dunn post-hoc teszt). A CFHR5 variaciot
hordozé betegek nagyobb aranyban estek az 1-es klaszterbe (10/49, 20,4%) a
tobbi klaszterhez képest (4/58, 6,9%) (p=0,047, y>-teszt).
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5. KOVETKEZTETESEK
A dolgozat uj eredményei, f6 megallapitasai a kovetkezok:

1. A betegekben szignifikdnsan alacsonyabb FHR-5 szinteket mértiink hézilag
beallitott ELISA mddszer segitségével az egészséges kontroll csoporthoz képest.

2. A betegek 11,7%-aban azonositottunk ritka variaciot a CFHRS génben, melyek
az scr 1-6-os doméneket érintették. A 8 azonositott variacidé koziil 6 okozott
aminosavcserét, mig 2 kereteltolodassal jart. Nem mutattunk ki egyértelmii
kapcsolatot a CFHR5 variaciok jelenléte és a betegek FHR-5 szérumszintjei
kozott.

3. Az FHR-5 szintek korrelaltak a betegek komplement szintjeivel.

4. A magasabb FHR-5 szinttel rendelkezd csoport vesetulélése szignifikansan
rosszabbnak bizonyult az alacsonyabb FHR-5 szinttel rendelkez6khoz képest a
vad-tipusu fehérjét hordozo betegekben. A kovetési id6 alatt a CFHR5 variacioval
rendelkez6 betegek koziil senki sem progredialt ESRD-Dbe.

5. A betegek 14,3%-a bizonyult pozitivnak a C4NeF autoantitestre. Az

autoantitest gyakorisdga nem kiilonbozott a vizsgalt betegcsoportok kozott (IC-
MPGN/C3GN/DDD).

6. A C4NeF el6fordulasa gyakoribb volt a C3NeF-ral rendelkezék korében. A
mindkét antitestre pozitiv betegeket fokozott komplement aktivacio jellemezte
alacsony C3 ¢s jelentOsen emelkedett terminalis Ut aktivacios markerszintekkel.
A csak C4NeF-ral rendelkez6 betegeknél a diagndziskori vesekarosodas
alacsonyabb gyakorisaggal fordult eld.

7. Nem sikeriilt egyértelmii kapcsolatot kimutatnunk a betegek vesetulélése €s a
nefritikus faktorok jelenléte kozott. Ugyanakkor a C4NeF pozitiv betegek koziil
egy sem progredialt ESRD-be a kovetési id6 alatt.

8. Megerdsitettiik a korabban leirt klinikailag relevans klaszterek 1étezését IC-

MPGN-ben ¢és C3-glomerulopatidban. A betegek klinikai, laboratériumi,
komplement ¢€s hisztologiai eredményeit vizsgalva 4 kiilonb6zd klasztert
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alkottunk. Az igy 1étrehozott klaszterekben egyértelmiien sikeriilt azonositanunk
a komplementrendszer kéros miitkodését. Az 1-es klasztert alacsony é€letkor és
emelkedett komplement aktivacid jellemezte az alternativ Ut abnormalitasok
magasabb prevalenciajaval. A 2-es klasztert magas Ig jelolddés jellemezte az
immunfluoreszcenszias képen. A 3-as klasztert alacsony C3 szint és alacsonyabb
terminalis Ut aktivacio jellemezte az alternativ Ut abnormalitasok gyakori
eléfordulasaval. Ezzel szemben a 4-es klaszterbe iddsebb betegek tartoztak,
normalis C3 szintekkel.

9. A klaszterek egyértelmi Osszefiiggést mutattak a betegek vesetulélésével, mig
hasonl6 0sszefiiggést a hisztologiai csoportokkal nem tudtunk feltarni. A 3-as €s
4-es klaszterben rosszabb vesettlélést mutattunk ki az 1-es, 2-es klaszterhez
képest.

10. Sikeresen tartuk fel tovabbi faktorok Osszefiiggését a klinikailag relevans
klaszterekkel. A C4NeF jelenléte gyakrabban fordult el az 1-es klaszterben.
Ebben a klaszterben nemcsak a C4NeF, hanem az 6sszes komplement autoantitest
(C3NeF, anti-C3, anti-B-faktor, anti-H-faktor, anti-C1q) is gyakrabban fordult
eld.

Szintén az 1-es klaszterben szignifikdnsan 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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