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Abstrakt: Cel: okreslenie zwigzku migdzy polimorfizmami genu kodujgcego czynnik wzrostu $rddbionka naczyniowego VEGF-A (rs2146323;
rs699947) a ryzykiem wystapienia wysiekowej postaci zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem oraz ocena ich wptywu na
efekt leczenia doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF.

Materiat i metody: badaniami objeto 106 chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem leczonych doszklistkowymi
iniekcjami ranibizumabu i/lub bewacyzumabu. W ocenie skuteczno$ci leczenia poréwnywano wyj$ciowa najlepsza skorygowana
ostro$¢ wazroku oraz grubo$¢ centralnej siatkdwki zobrazowang badaniem optycznej koherentnej tomografii z wynikami badan
kontrolnych wykonywanych co miesigc. Okres obserwacji wynosit 6 miesiecy. Grupe kontrolng stanowito 60 osdb, u ktérych
wykluczono zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem. Badania przeprowadzono z uzyciem genotypowania technologig TagMan
firmy Applied Biosystems.

Wyniki: polimorfizm rs2146323 genu VEGF-A nie wykazat zwigzku z rozwojem zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem,
miat natomiast wptyw na wyniki leczenia doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF. Osoby z genotypem CC w polimorfi-
zmie VEGF-A rs2146323 lepiej reagowaly na leczenie niz osoby z genotypem AC. Pod koniec okresu obserwacji u chorych na
zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem, u ktérych stwierdzono genotyp CC w polimorfizmie VEGF-A rs2146323, odnotowano
lepszg ostateczng najlepszg skorygowang ostro$¢ wzroku i we wszystkich tych przypadkach istotng redukcje centralnej gru-
bosci siatkdwki w poréwnaniu do odno$nych parametréw u oséb bez tego genotypu [OR = 2,65, 95% CI (1,17-5,99); p =
0.0171]. U chorych niereagujacych na leczenie lub reagujacych stabo (25,47%) genotyp CC polimorfizmu rs2146323 wystepo-
wat w 28,85% przypadkdw, genotyp AC tego polimorfizmu natomiast — w 61,54% przypadkéw (p = 0,0128). Nie wykazano
zalezno$ci miedzy wystepowaniem polimorfizmu rs699947 VEGF-A a rozwojem zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem, jak
i jego wptywu na wyniki leczenia u chorych z badanej grupy.

Whioski: wyniki naszych obserwaciji wykazaly, ze polimorfizmy rs2146323 oraz rs699947 VEGF-A nie majg wplywu na rozwoj
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem. Polimorfizm rs2146323 jednakze moduluje odpowied? na leczenie doszklistkowymi
iniekcjami czynnika anty-VEGF. Genotyp CC tego polimorfizmu kojarzy sie z lepsza odpowiedzig, genotyp AC za$ jest zwigzany
ze stabg odpowiedzig na miejscowe leczenie antyangiogenne.

Stowa kluczowe:  czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego, polimorfizm genowy, zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem.

Abstract: Aim: To analyse the correlation between the rs2146323 and rs699947 polymorphisms of VEGF-A gene and the risk of age-rela-
ted macular degeneration and response to anti-VEGF therapy in affected patients.

Material and methods: 106 patients with exudative age-related macular degeneration treated with intravitreal ranibizumab
or bevacizumab were enrolled. Treatment response was assessed at 4-week intervals for 6 months and was based on the best
corrected visual acuity and central retinal thickness compared to the baseline status. The control group included 60 subjects
without age-related macular degeneration. Genetic testing (TagMan Applied Biosystems) was performed in all cases.

Results: There was no correlation between the rs2146323 polymorphism of VEGF-A gene and age-related macular degenera-
tion; yet, there was a correlation between this polymorphism and anti-VEGF treatment outcomes. Patients with CC genotype
of rs2146323 VEGF-A polymorphism demonstrated significantly better treatment response. At the end of a follow-up, age-
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-related macular degeneration patients with positive CC genotype of rs2146323 VEGF-A gene polymorphism had final bet-
ter best corrected visual acuity and showed significant central retinal thickness reduction as compared to individuals negati-
ve for this genotype (OR = 2.65, 95% CI (1.17-5.99); p = 0.0171). Among the 25.47% of “non-responders”, genotype CC
of rs2146323 VEGF-A was present in 28.85% of cases, while genotype AC was detected in 61.54% of cases (p = 0.0128).

There was no correlation between rs699947 VEGF-A polymorphism and either age-related macular degeneration or response

to anti-VEGF treatment.

Conclusions: The study showed that rs2146323 and rs699947 VEGF-A polymorphisms are not associated with increased risk
of age-related macular degeneration. However, the rs2146323 VEGF-A polymorphism modulated the response to anti-VEGF
therapy. Genotype CC of rs2146323 was associated with an improved response to anti-VEGF treatment, while patients with ge-
notype AC of rs2146323 showed worse functional and anatomical response to anti-VEGF agents.

Key words:

vascular endothelial growth factor, genetic polymorphism, age-related macular degeneration.
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Wprowadzenie

Srodbtonkowy czynnik wzrostu naczyn (Vascular Endothe-
lial Growth Factor— VEGF) odgrywa kluczowg role w regulacji
angiogenezy, jest odpowiedzialny za wzrost przepuszczalnosci
naczyn krwiono$nych oraz wykazuje aktywno$¢ prozapalng (1).
Wszystkie te zjawiska sg zaangazowane w etiopatogeneze i sg
odpowiedzialne za obraz kliniczny wysiekowej postaci zwyrod-
nienia plamki zwigzanego z wiekiem (Age-related Macular De-
generation — AMD). Dowodem na istotne znaczenie czynnika
VEGF w rozwoju AMD sg stwierdzane w ptynach wewnatrzgat-
kowych wysokie stezenia tego czynnika oraz wysoka ekspresja
tej proteiny w usuwanych chirurgicznie btonach neowaskular-
nych (Choroidal Neovascularization — CNV) (2—4). Obecnie stan-
dardem leczenia wysigkowej postaci AMD sg doszklistkowe
iniekcje czynnika anty-VEGF (5, 6). Te terapie charakteryzujg
wysokie skuteczno$é i bezpieczenstwo. Obserwuje sie jednak
pewne réznice w odpowiedzi na leczenie; okofo 20-30% cho-
rych na wysigkowa posta¢ AMD nie reaguje na miejscowg
terapig antyangiogenng (7). Ponadto wyniki badan klinicznych
wykazaty réznice miedzypopulacyjne w liczbie podanych iniek-
cji, koniecznych do uzyskania petnej kontroli nad toczacym sie
procesem zwyrodnieniowym w plamce i pozwalajacych na
utrzymanie korzystnego efektu anatomicznego oraz funkcjo-
nalnego. Uwaza sig, ze rézna odpowiedZ na leczenie antyan-
giogenne jest uzalezniona od czynnikéw genetycznych (8—10).
Obecnie opisuje sie 36 gendw majgcych zwigzek z rozwojem
i progresja AMD (8). Na pierwszym miejscu nalezy wymienic
geny kodujace biatka uktadu dopetniacza: CFH (complement
factor H), CFB (complement factor B), C2, C3 i CFl (complement
factor 1) (9). Réwnie waznymi genami dla rozwoju AMD sa: gen
kodujacy proteaze serynowg zalezng od wysokiej temperatury 1
(HTRA1 — high temperature requirement A serine peptidase-1)
i gen wrazliwo$ci rozwoju makulopatii zwiagzanej z wiekiem 2
(ARMS2 — age-related maculopathy susceptibility-2) (10).
Pierwszy z nich reguluje aktywno$¢ komérkowego oraz insulino-
podobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1 — insulin-growth fac-
tor-1), drugi koduje biatko, ktérego funkcja nie zostata jeszcze
poznana, po raz pierwszy wykryto go w fozysku, a nastepnie
w komoérkach siatkdwki. Kolejne zidentyfikowane geny maja-
ce zwigzek z AMD to: COL8A1/FILIP1L, IER3-DDR1, SLC16AS8,
TGFBR1, RAD51B, ADAMTS9, B3GALTL, VEGF-A (11). Opubli-
kowane wyniki badan pokazaly, ze niektdre warianty ww. ge-
néw petnig role nie tylko wskaznika rozwoju i progresji choroby,

ale mogg by¢é cennym markerem farmakogenetycznym, ktory
pozwala przewidzie¢ odpowiedz na wdrozone leczenie anty-
angiogenne. Jednym z takich gendw jest gen kodujacy VEGF-A,
Zlokalizowany na chromosomie 6p21.3. VEGF-A jest zbudowany
z 8 eksondw oraz 7 intronéw (12, 13). Zidentyfikowano ponad
20 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (Single Nucleoti-
de Polimorphisms — SNPs) w VEGF-A. Cze$¢ z nich wykazuje
duzag aktywnos¢ i reguluje ekspresje czynnika VEGF-A oraz mo-
dyfikuje jego wiasciwosci angiogenne (14). Wydaje sie zatem
oczywiste, ze réznorodno$¢ wariantéw VEGF-A przektada sie
na zréznicowanie stopni ekspresji czynnika VEGF-A lub warian-
téw wystepowania tego biatka, a to z kolei moze decydowaé
o odmiennej odpowiedzi na leki z grupy anty-VEGF (15). Naj-
czesciej badanymi wariantami genowymi biatka VEGF-A u cho-
rych na AMD sg polimorfizmy: rs699946, rs699947, rs2146323,
rs833069, rs833070, rs1413711 i rs20110963 (16). Dotychczas
uzyskane wyniki badan klinicznych jednak nie sa jednoznaczne,
a obserwowane w nich réznice wynikajg m.in. z réznorodnosci
badanej populaciji.

Cel

Wedtug przedstawionych powyzej zatozen przeprowadzo-
no badanie, ktérego celem byta analiza wystepowania zwigzku
miedzy wybranymi polimorfizmami genu kodujgcego czynnik
VEGF-A (rs2146323, rs699947) a ryzykiem wystepowania wy-
siekowej postaci AMD (AMD) i jego okreSlenie oraz wykazanie
zalezno$ci miedzy ww. wariantami genéw a odpowiedzig na le-
czenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF.

Materiat i metody

Badaniami objeto 106 chorych na wysigkowa posta¢ AMD
leczonych doszklistkowymi iniekcjami ranibizumabu i/lub bewa-
cyzumabu w Klinice Okulistyki i Onkologii Okulistycznej UJ CM
w Krakowie w latach 2013-2015. Badanie zostato przeprowa-
dzone zgodnie z zasadami zawartymi w Deklaracji Helsinskie;.
We wszystkich przypadkach przeprowadzono wstepne badanie
okulistyczne obejmujgce ocene najlepszej skorygowanej ostro-
§ci wzroku (Best Corrected Visual Acuity — BCVA), pomiar ci-
$nienia wewnatrzgatkowego, ocene przedniego odcinka i dna
oka, wykonanie kolorowej fotografii dna oka (fundus kamera
Topcon-TRC-50DX, Japonia), badanie centralnej grubosci siat-
kéwki (Central Retinal Thickness — CRT) w optycznej koherent-
nej tomografii (Optical Coherence Tomography — OCT) (Topcon
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3D OCT 2000, Japonia) oraz angiografig fluoresceinowa (Fluore-
scein Angiography — FA) (Topcon, TRC-50DX/A, Japonia). Ba-
dania kontrolne przeprowadzano co 4 tygodnie, a obejmowaty
one ocene wszystkich parametréw badania wyj$ciowego z wy-
jatkiem wynikéw FA.

Leczenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF (ra-
nibizumabem 0,5 mg/ 0,05 ml, bewacyzumabem 1,25 mg/ 0,5 ml)
obejmowato dwie fazy: ,nasycajacg” — kazdy chory otrzymywat
trzy kolejne iniekcje czynnika anty-VEGF w odstepach miesigcz-
nych, i ,podtrzymujacg” — leczenie prowadzono na podstawie
wyniku badania klinicznego pro re nata, tj. ,w razie potrzeby".

Grupe kontrolng stanowito 60 osdb, ktére dobrano pod
wzgledem pici i wieku spo$réd oséb operowanych w naszej kli-
nice z powodu zaémy starczej, u ktérych wykluczono obecnos¢
AMD oraz innych schorzen okulistycznych. W przeprowadzo-
nych wywiadach lekarskich, zebranych zaréwno od badanych
z grupy chorych na AMD, jak i od badanych z grupy poréwnaw-
czej, nie stwierdzono rodzinnego wystepowania choréb dzie-
dzicznych i nowotworowych.

Protokét badania uzyskat zgode Komisji Bioetycznej UJ (zgo-
da nr 122.6120.214.2016). Od kazdego uczestnika uzyskano
$wiadoma pisemng zgode na udzial w badaniu oraz pobrano
jednorazowo do oznaczen genetycznych 4,5 ml pefnej krwi (Va-
cutainer K3EDTA). Z uzyskanego z tego materiatu DNA zbadano
polimorfizmy VEGF-A rs2146323 oraz rs699947.

lzolacja DNA

Do petnej krwi dodawano 6-procentowy roztwor wielkoczas-
teczkowego dekstranu (Dexstran T500, Pharmacia) w celu se-
dymentacji erytrocytéw. Bogate w leukocyty osocze odciggano
i wirowano przez 10 min/20000 x g. DNA izolowano z osadu
leukocytéw metodg Chomczyniski i Sacchi (DNAzol 0,4 ml, Ap-
plied Biosystems). Ta metoda polega na lizie komérek izotiocy-
janianem guanidyny, ktory dzieki rozbiciu wigzan wodorowych
powoduje catkowite uwolnienie DNA z komplekséw jadrowych
z biatkami histonowymi. Po precypitacji DNA i przemyciu roz-
tworem etanolu DNA bylo przechowywane w temperaturze
-20°C w postaci roztworu wodnego.

Genotypowanie metoda reakeji taicuchowej polimerazy

w czasie rzeczywistym

DNA byto amplifikowane w obecnosci swoistych starteréw
oraz sond oligonukleotydowych wyznakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi. Podczas reakcji faficuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (,real-time PCR") byfa rejestrowana fluo-
rescencja w dwdch kanatach barwnych odpowiadajacych uzy-
tym sondom swoistym dla kazdego z genotypowanych warian-
téw nukleotydowych. Uzyto komercyjnych zestawoéw starteréw
i sond TagMan (TagMan TagMan Genotyping Assays). Reakcja
amplifikacji byta przeprowadzana na piytkach 96-dotkowych
w termocyklerze 7900 HT Real-Time PCR System (Applied Bio-
systems). Wykorzystano komercyjng mieszaning reakcyjng za-
wierajgcg roztwory substratéw i polimerazy; TagMan Universal
Genotyping PCR Master Mix, mieszaning oligonukleotydowych
starterdw i sond oraz DNA potaczono w objetosciach zaleca-
nych przez producenta i zgodnie z zaleconym profilem termicz-
nym (TagMan Universal Genotyping PCR Master Mix Protocol
— Applied Biosystems).

Odczyty genotypéw zbadanych polimorfizméw zostaty doko-
nane na podstawie pomiaru intensywnos$ci fluorescencji auto-
matycznie, z wykorzystaniem oprogramowania SDS wersja
2.04 (Applied Biosystems).

Analiza statystyczna

W badanych grupach istotno$¢ réznic miedzy czesto$cig
alleli i genotyp6w oceniano za pomoca testu Chi2. Analize zwigz-
ku genotypéw zbadanych polimorfizméw z wystepowaniem
AMD przeprowadzono z wykorzystaniem modelu regresji logi-
styczne). Dla kazdej pary obliczano warto$¢ ilorazu szans (odds
ratio — OR) oraz przedziat ufno$ci (95% PU). Wartosci OR byty
nastepnie korygowane pod wzgledem potencjalnych czynnikéw
zaktdcajacych i podawane jako OR skorygowane. Analize sta-
tystyczng i opracowanie wynikéw przeprowadzono za pomocg
oprogramowania STATISTICA 10.0. Wartosci p <0,05 uznano
za statystycznie istotne.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono szczegétowg charakterystyke ba-
danych z grupy chorych na AMD oraz z grupy poréwnawczej.

W tabeli Il przedstawiono rozktad czesto$ci genotypéw
i alleli dla dwdch zbadanych polimorfizméw pojedynczego nu-
kleotydu VEGF-A rs2146323 i rs699947, a takze wyniki regresji
logistycznej w postaci skorygowanego OR u badanych z gru-
py chorych na AMD w odniesieniu do tego wskaznika u bada-
nych z grupy poréwnawczej. Analiza statystyczna nie wykazata
istotnych réznic w wystepowaniu poszczegélnych genotypéw
badanych polimorfizméw czynnika VEGFA miedzy badanymi
grupami, tj. grupg chorych na AMD i grupg chorych na zaéme
starczg stanowigca grupe odniesienia. W przypadku ocenianych
polimorfizméw VEGFA rs699947 oraz VEGFA rs2146323 u ba-
danych z obu grup najczesciej stwierdzano obecno$¢ genotypu
AC. To sugeruje brak zwigzku migdzy obecno$cig wariantéw
VEGF-A rs2146323 i rs699947 a ryzykiem zachorowania na wy-
siekowg posta¢ AMD (tab. II).

Na podstawie obserwacji postepu w leczeniu odnotowa-
nego w czasie 6 miesiecy trwania badania stwierdzono nato-
miast, ze polimorfizm rs2146323 miat wptyw na wyniki leczenia
doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF. Osoby z geno-
typem CC dla rs2146323 lepiej reagowaly na leczenie, podczas
gdy u chorych, u ktérych stwierdzono wystepowanie genotypu
AC, odpowiedz byta gorsza. Pod koniec okresu obserwacji chorzy
na AMD, u ktérych stwierdzono genotyp CC rs2146323, wyka-
zali ostateczng lepszg BCVA i we wszystkich tych przypadkach
odnotowano istotng redukcje CRT w poréwnaniu do odno$nych
parametréw u os6b nieposiadajgcych tego genotypu [OR = 2,65,
95% Cl (1,17-5,99); p = 0,0171], chorzy z genotypem AC na-
tomiast mieli gorszg BCVA oraz wykazano u nich istotnie mniej-
szg redukcje CRT niz u oséb bez tego polimorfizmu [OR = 0,28,
95% Cl (0,13-0,65); p = 0,0023) (tab. lll). Jednoczes$nie wyka-
zano, ze u chorych z genotypem CC rs2146323 podano $rednio
o0 1,3 iniekcji doszklistkowej mniej niz u 0séb bez tego genotypu.

W okresie 6-miesigcznej obserwacji u 27 chorych (25,47%)
obserwowano brak pozytywnej odpowiedzi na prowadzone
miejscowe leczenie antyangiogenne. Pomimo leczenia nie uzy-
skano u nich poprawy funkcji leczonego oka, jak réwniez popra-
wy morfologii dotka w badaniu OCT (ryc. 1., 2.). Za brak popra-
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wy funkcji uznawano brak poprawy BCVA lub jej pogorszenie
w stosunku do wynikéw badania wyj$ciowego o co najmniej
1 linie wg tablic Snellena. Parametrami, za pomoca ktérych oce-
niano morfologie dotka, byly warto$ci pomiaru CRT oraz wyniki
oceny ilosci ptynu $rédsiatkéwkowego pod czescig neurosenso-
ryczng siatkéwki oraz pod nabtonkiem barwnikowym siatkdwki
(Retinal Pigment Epithelium — RPE). Brak dobrego efektu lecze-
nia definiowano jako brak zmian w wartos$ciach CRT lub reduk-

cje CRT o mniej niz 50,0 um, utrzymujace sie obrzek plamki oraz
ptyn pod RPE i pod czes$cig neurosensoryczng siatkéwki. Geno-
typ CC rs2146323 VEGF-A miato 28,85% tych chorych nieod-
powiadajgcych na leczenie lub odpowiadajgcych na nie stabo,
genotyp AC za$ — az 61,54% chorych (p = 0,012) (tab. IV).

Nie wykazano zalezno$ci miedzy wystepowaniem polimorfi-
zmu rs699947 VEGF-A a wynikami leczenia pacjentéw z bada-
nej grupy (tab. V).

Badana cecha/ Grupal' AMD/ AMD group Grupa poroyvnawcza/ Control group Wartosé p/
. e liczba/ number liczba/ number
Studied characteristic - i p value
n = 106 n = 60
Plec/ Sex 0,020
kobiety/ females 70 (66%) 30 (53%)
mezczyzni/ males 36 (34%) 28 (47%)
Wiek/ Age 56-90 lat ($r. 71,2) 54-88 lat (sr. 68,4) 0,023
<60 lat/ < 60 years 13 (12,3%) 11 (18,9%)
> 60 lat/ > 60 years 93 (87,7%) 47 (81,1%)
Palenie tytoniu/ Smoking 0,089
obecnie/ w przesztosci / current/ former 31 (29%) 15 (25,8%)
nigdy/ never 75 (711%) 43 (74,2%)
Miejsce zamieszkania/ Living environment 0,017
miasto/ urban 74 (69,8%) 36 (62%)
wie$/ rural 32 (30,2%) 22 (38%)
Wywiad rodzinny/ Family history of AMD 0,003
pozytywny/ positive 24 (22,64%) 4 (4%)
negatywny/ negative 82 (77,35%) 54 (96%)
Tab.l. Charakterystyka chorych na AMD i badanych z grupy poréwnawcze;.
Tab. I. Characteristics of AMD patients and controls.
. . Grupa poréwnawcza/ Grupa AMD/ OR nieskorygo-wany OR skorygowany
F;?;:?le nl:lg:nl:)i‘:n‘:/ g:::ttypé Control group AMD group (95% Cl)/ (95% Cl)/ p
polymorp L n =58 n =106 Unadjusted OR (95% Cl) ~ Adjusted OR (95% CI)
AA 16 (26,23%) 30 (28,85%) 111 115 0,764
! ! (0,54-2,29) (0,56-2,28) !
VEGFA rs699947 AC 29 (48,33%) 52 (50,00%) o L 0,837
! ! (0,56-2,03) (0,58-2,13) !
0,80 0,80
0, (o) 1 1
cC 15 (25,00%) 22 (21,15%) (0.38-1.71) (0.38-1.71) 0,570
1,29 1,31
0 0, 1 1
AA 6 (9,84%) 13 (12,50%) (0.46-3.61) (0,44-3,65) 0,630
VEGFA rs2146323 AC 32 (52,46%) 49 (47,12%) b Ui 0,574
! ’ (0,44-1,58) (0,44-1,58) !
1,09 1,09
0 0, 1 1
cC 23 (37,7%) 42 (40,38%) (0.57-2,10) (0.57-2.10) 0,795

Tab. Il. Rozkiad genotypéw i alleli dwdch badanych polimorfizméw genu VEGF-A rs2146323 oraz rs699947, a takze wartosci otrzymane dla analizy
ilorazu szans (odds ratio — OR) u badanych z grupy chorych na AMD w odniesieniu do warto$ci u badanych z grupy poréwnawcze;.

Tab. Il. Distribution of genotypes and alleles of the rs2146323 and rs699947 polymorphisms of VEGF-A; odds ratio (OR) and its statistical significan-
ce for a comparison between AMD patients and controls.
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Genotyp/ Genotype OR nieskorygowany (95% Cl)/ | OR skorygowany (95% CI)/ Warto$é p/

Unadjusted OR (95% CI) Adjusted OR (95% Cl) p value
Polimorfizm VEGFA
152146323/ VEGFA cc 2,65 (1,17-5,99) 2,41 (1,11-5,75) 0,017
rs2146323 polymorphism AC 0,28 (0,13-0,65) 0,34 (0,11-0,57) 0,002
AA 1,88 (0,58-6,12) 1,65 (0,52-5,98) 0,289

Tab. lll. Rozktad gendw i alleli polimorfizmu rs2146323 VEGF-A oraz analiza ilorazu szans (odds ratio — OR) u badanych z grupy chorych na AMD
i Z grupy poréwnawcze;.
Tab. Ill. Distribution of genotypes and alleles of rs2146323 polymorphism of VEGF-A and odds ratio (OR) in AMD patients and controls.

Ryc. 1. Wyjsciowe badanie optycznej koherentnej tomografii (OCT) — morfologia dotka w oku przed rozpoczeciem leczenia doszklistkowymi iniek-
cjami czynnika anty-VEGF.
Fig. 1. Optical coherence tomography (OCT) at baseline — foveal scan prior to intravitreal anti-VEGF treatment commencement.

OS(L)

Ryc. 2. Optyczna koherentna tomografia (OCT) plamki w 6. miesigcu obserwacji od podania 6 doszklistkowych iniekcji czynnika anty-VEGF (3 iniek-
cji bewacyzumabu i 3 iniekcji ranibizumbu). Brak zmian w morfologii dotka.

Fig. 2.  Optical coherence tomography (OCT) scan of macula after six intravitreal injections of anti-VEGF agents (3 bevacizumab and 3 ranibizumab
injections).
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Staba reakcja na leczenie/ | Pozytywna reakcja na leczenie/ Wartosé p/
Genatyp/ Genotypo Poor treatment response Good treatment response p value
Polimorfizm VEGFA rs2146323/ cC 15 (28,85%) 27 (51,92%) 0,012
VEGFA rs2146323 polymorphism
AC 32 (61,54%) 17 (32,69%) 0,012
AA 5(9,62%) 8 (15,38%) 0,213

Tab. IV. Rozktad genotypéw polimorfizmu rs2146323 VEGF-A w zaleznosci od reakcji na leczenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF
u chorych z badanej grupy.
Tab. IV. Distribution of genotypes of rs2146323 polymorphism of VEGF-A in AMD patients by treatment response to anti-VEGF therapy.

Staba reakcja na leczenie/ | Pozytywna reakcja na leczenie/ | Wartos¢ p/
Gonotyp/ Gonotypa Poor treatment response Good treatment response p value
Polimorfizm VEGFA rs699947/ cc 7(11,54%) 15 (28,85%) 0,153
VEGFA rs699947 polymorphism
AC 28 (53,85%) 24 (46,15%) 0,192
AA 17 (32,96%) 13 (25,00%) 0,141

Tab. V. Rozktad genotypdw polimorfizmu rs699947 VEGF-A w zalezno$ci od reakcji na leczenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF

u chorych z badanej grupy.

Tab. V. Distribution of genotypes of rs699947 VEGF-A polymorphism depending on reaction to anty-VEGF therapy in AMD group.

Omowienie

Zbadane przez nas dwa polimorfizmy pojedynczego nukleo-
tydu w obrebie genu VEGF-A: rs2146323 oraz rs699947, zo-
staly juz weczesniej opisane jako odgrywajace istotng role
w patomechanizmie wielu schorzen okulistycznych — np. retino-
patii cukrzycowej, nowotwordéw ztosliwych i wysigkowej postaci
AMD (3). Polimorfizm rs2146323 jest zlokalizowany w obrebie
regionu intronu 2. genu i pomimo to, ze nie wptywa na sekwen-
cje produkowanego polipeptydu, uczestniczy w regulacji jego
ekspres;ji (2, 8). Wariant rs699947 VEGF-A natomiast znajduje sie
w regionie promotorowym genu, dlatego potencjalnie wptywa
réwniez na zmiang ekspresji tego biatka, korelujagc ze zmiennym
poziomem tego czynnika w surowicy i tkankach (2, 8).

Nie stwierdzili§my w naszym badaniu, aby zachodzit zwia-
zek miedzy wystepowaniem polimorfizmu rs699947 a rozwojem
AMD. Nasze obserwacje sa zgodne z wynikami badan przepro-
wadzonych z udziatem populacji holenderskiej, angloceltyckiej,
hinduskiej oraz hiszpanskiej (17-21).

Dotychczasowe wyniki badan nad zaleznoscig miedzy poli-
morfizmem rs699947 VEGF-A a odpowiedzig na leczenie anty-
angiogenne u chorych na AMD sg niejednoznaczne. Czg$¢ wy-
nikéw badan dowodzi istnienia zwigzku farmakogenetycznego
miedzy polimorfizmem rs699947 a wynikami leczenia. Przykia-
dem mogg tu by¢ wyniki obserwacji niektérych badaczy — np.
Habibi i wsp. oraz Imai i wsp. wykazali, ze osoby z genoty-
pem AA lepiej reagowaty na leczenie doszklistkowymi iniekcja-
mi bewacyzumabu (22, 23). Podobne obserwacje poczynili Park
i wsp. oraz Cruz-Gonzales i wsp., oni réwniez odnotowali, Zze na
leczenie lepiej reagowali chorzy z genotypem AA w polimorfi-
zmie rs699947 VEGF-A (19, 24). Ciekawe spostrzezenia zostaty
zawarte w metaanalizie obejmujacej 8 publikacji dotyczacych
zalezno$ci miedzy o$mioma najczesciej wystepujacymi poli-
morfizmami VEGF-A (rs699946, rs699947, rs833069, rs833070,
rs1413711, rs2010963, rs2146323) a odpowiedzig na leczenie
doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF (16). Wu i wsp.

wykazali, ze genotyp AA rs699947 byt zwigzany z lepsza reakcjg
na leczenie, ale tylko w populacji azjatyckiej, u Europejczykdw
za$ takiej zalezno$ci nie stwierdzono (16). Zupetnie odmienne
obserwacje poczynili Lazzeri i wsp. oraz Kitchens i wsp., ktérzy
stwierdzili, ze genotyp AA jest odpowiedzialny za brak pozytyw-
nej reakcji na leczenie anty-VEGF (25, 26). Jeszcze inne spo-
strzezenia poczynili badacze tureccy, ktérzy nie wykazali zadne-
go zwigzku miedzy odpowiedzig na leczenie a wystepowaniem
polimorfizmu VEGF-A rs699947 u chorych na wysiekowgq postaé
AMD (27).

Wyniki metaanalizy pokazaly, ze sposréd wszystkich
badanych polimorfizméw genowych jedynie polimorfizm
VEGF-A rs833061 byt zwigzany z pozytywna reakcjg na lecze-
nie anty-VEGF. Nasze badania, ktérych wyniki przedstawiamy
w tej pracy, nie obejmowaly genotypowania tego polimorfizmu.
Badacze podkreslajg, ze pozytywna reakcja na leczenie u cho-
rych na wysigkowa posta¢ AMD z analizowanych populacji byta
prawdopodobnie zwigzana ze zmniejszong ekspresjg czynnika
VEGF-A u homozygot CC rs833061 (16).

U badanych przez nas chorych genotyp AA rs699947 nie
miat zadnego wplywu na przebieg leczenia, korzystny wptyw
natomiast miat genotyp CC rs2146323, a genotyp AC promo-
wat stabg odpowiedz na leczenie. Zbyt mata liczebno$¢ grup
chorych z genotypem AA tego polimorfizmu uniemozliwita
przeprowadzenie analizy statystycznej dla tej klasy genotypo-
wej. Pojedyncze doniesienia wskazujg na istnienie zalezno$ci
miedzy polimorfizmem rs2146323 a rozwojem wysigkowe] po-
staci AMD i jej przebiegiem klinicznym (28). Wyniki wigkszo$ci
badan jednak nie potwierdzajg tej obserwaciji (29-31). Podobne
spostrzezenia przedstawili w swojej metaanalizie Wu i wsp.,
ktérzy m.in. wykazali, ze wariant rs2146323 polimorfizmu
VEGF-A nie miat wptywu na wyniki leczenia wszystkich chorych
na AMD z analizowanych populacji (p> 0,05) (16). Hagstrom
i wsp. u chorych uczestniczacych w badaniu CATT (Comparison
of AMD Treatments Trials), u ktérych oceniano i analizowano
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wystepowanie siedmiu polimorfizméw genu VEGF-A (rs699946,
rs699947, rs833069, rs833070, rs1413711, rs2010963,
rs2146323) oraz polimorfizmu VEGFR-2 (rs2071559), nie stwier-
dzili farmakogenetycznego zwigzku miedzy ww. wariantami
genéw VEGF-A i VEGFR-2 a wynikami leczenia (32). U chorych
z naszej grupy badanych tez nie wykazaliSmy zwigzku miedzy
wystepowaniem polimorfizmu rs2146323 a rozwojem AMD.
Whyniki naszych badan sg zatem zbiezne z cze$cig opublikowa-
nych wynikéw badan nad udziatem rs2146323 w mechanizmie
rozwoju AMD. Nalezy réwniez podkresli¢, ze AMD jest chorobg
wieloczynnikowa, o jej rozwoju i przebiegu decyduje nie jeden
polimorfizm genowy, lecz zjawisko kumulacji efektéw wielu alle-
li ryzyka rozwoju tego schorzenia.

Rozbieznosci w wynikach badafn mogg wynika¢ z rdéznej
liczebnos$ci badanych grup, réznic w zaawansowaniu choroby
w badanych populacjach, réznic w kryteriach oceny skuteczno-
$ci leczenia, a przede wszystkim z réznic etnicznych badanych.

Ciekawym spostrzezeniem przytaczanym w naszej pracy
jest podobne wystepowanie polimorfizméw VEGFA rs699947
oraz VEGFA rs2146323 u badanych z grupy chorych na AMD
oraz z grupy poréwnawczej, ktérg stanowili chorzy na zaéme
starczg. W dostepnej literaturze przedmiotu nie znalezlismy
zadnej publikacji na temat oceny wystepowania polimorfizméw
VEGFA u chorych na zaéme, w przyszlo$ci to zagadnienie moze
by¢ ciekawym tematem dalszych badan.

Podsumowanie

Whyniki naszych obserwacji wykazaly, ze polimorfizmy
rs2146323 i rs699947 genu VEGF-A nie majg wplywu na ryzy-
ko zachorowania na AMD. Obecno$¢ polimorfizmu rs2146323
VEGF-A moze modulowa¢ odpowiedz na leczenie doszklistkowy-
mi iniekcjami czynnika anty-VEGF. Nasza praca ma pewne ogra-
niczenia; oceniali$my tylko dwa polimorfizmy genowe VEGF.
Dlatego zamierzamy kontynuowac¢ nasze badania i rozszerzy¢
analizowane polimorfizmy genu VEGF-A o kolejne warianty.

Uwazamy, ze analiza wariantdw genetycznych promujacych
rozwéj AMD i majacych wptyw na wyniki leczenia wysigko-
wej postaci AMD moze by¢ cennym narzedziem do wczesnego
zidentyfikowania chorych ,opornych” na terapie antyangiogenna.

Z powodu duzej rozbiezno$ci wynikéw dotychczas przepro-
wadzonych badan klinicznych, wskazujgcych na zréznicowany
wplyw badanych polimorfizméw genowych czynnika VEGF-A na
rozw6j AMD oraz na rezultaty leczenia zalezne od badanej gru-
py chorych, wskazane wydaje sie stworzenie indywidualnego
i swoistego dla danej populacji docelowej panelu badan gene-
tycznych.

Praca powstata w ramach programu statutowego Uniwer-

sytetu Jagielloiiskiego Collegium Medicum
nr K/ZDS/006284.

Pismiennictwo:

1. Ferrara N, Gerber HP, LeCouter J: The biology of VEGF and its
receptors. Nat Med. 2003; 9(6): 669-676.

2. Barchitta M, Maugeri A: Association between Vascular
Endothelial Growth Factor Polymorphisms and Age-Rela-
ted Macular Degeneration: An Updated Meta-Analysis. Di-
sease Markers. 2016; 2016, ID 8486406, http:/dx.doi.
org/10.1155/2016/8486406.

18.

Penn JS, Madan A, Caldwell RB, Bartoli M, Caldwell RW, Hart-
nett ME: Vascular endothelial growth factor in eye disease.
Prog Retin Eye Res. 2008; 27(4): 331-371.

Grisanti S, Zhu Q, Tatar O, Lueke J, Lueke M, Tura A, et al.: Dif-
ferential expression of vascular endothelial growth factor-a iso-
forms in neovascular age-related macular degeneration. Retina.
2015; 35(4): 764-772.

Martin DF, Maguire MG, Ying G, Grunwald JE, Fine SL, Jaffe GJ,
et al.: Ranibizumab and bevacizumab for neovascular age-re-
lated macular degeneration. N Engl J Med. 2011; 364: 1897-
-1908.

Pozarowska D, Pozarowski P: The era of anti-vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) drugs in ophthalmology, VEGF and an-
ti-VEGF therapy. Cent Eur J Immunol. 2016; 41(3): 311-316.
Krebs I, Glittenberg C, Ansari-Shahrezaei S, Hagen S, Steiner |,
Binder S: Non-responders to treatment with antagonists of va-
scular endothelial growth factor in age-related macular degene-
ration. Br J Ophthalmol. 2013; 97(11): 1443-1446.

Sergejeva 0, Botov R, Liutkeviciene R, Kriauciuniene L: Genetic
factors associated with the development of age-related macular
degeneration. Medicina. 2016; 52: 79-88.

Francis PJ, Hamon SC, Ott J, Weleber RG, Klein ML: Polymor-
phism in C2, CFB and C3 are associated with progression in
advanced age-related macular degeneration associated with
visual loss. J Med Genet. 2009; 46: 300-307.

. Akagi-Kurashige Y, Yamashiro K, Gotoh N, Miyake M, Moro-

oka S, Yoshikava M, et al.: MMP20 and ARMS2/HTRAT are
associated with neovascular lesion size in age-related macular
degeneration. Ophthalmology. 2015; 12291: 2295-2301.

. Fritsche LG, Chen W, Schu M, Yaspan BL, Yu Y, Thorleifsson G,

et al.: Seven new loci associated with age-related macular de-
generation. Nat Genet. 2013; 45: 433-439.

. Ferrara N: Molecular and biological properties of vascular endo-

thelial growth factor. J Mol Med. 1999; 77: 527-543.

. Goncalves FM, Martins-Oliveira A, Speciali JG, lzidoro-Tole-

do TC, Luizon MR, Dach F, et al.: Vascular endothelial growth
factor genetic polymorphism and haplotypes in women with mi-
grane DNA. Cell Biol. 2010; 327: 357-362.

. Pasqualetti G, Danesi R, Del Tacca M, Bocci G: Vascular endothe-

lial growth factor pharmacogenetics a new perspective for anti-
-angiogenic therapy. Pharmacogenomics. 2007; 8(1): 49-66.

. Watson CL, Webb NJ, Bottomley MJ, Brenchley PE: /dentifica-

tion of polymorphisms within the vascular endothelial growth
factor (VEGF) gene correlation with variation in VEGF protein
production. Cytokine. 2000; 12: 1232-1235.

. Wu M, Xiong H, Xu Y, Xiong X, Zou H, Zheng M, et al.: Associa-

tion between VEGF-A and VEGFR-2 polymorphisms and respon-
se to treatment of neovascular AMD with anti-VEGF agents:
a meta-analysis. Br J Ophthalmol. 2016; 0:1-9. doi:10.1136/
bjophthalmol-2016-309418.

. Boekhoorn SS, Isaacs A, Uitterlinden AG, van Duijn CM, Hoff-

man A: Polymorphisms in the vascular endothelial growth factor
gene and risk of age-related macular degeneration: the Rotter-
dam Study. Ophthalmology. 2008; 115: 1899-1903.

Gupta D, Gupta V, Singh V, Prakash S, Agrawal S, Chawla S,
et al.: Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms
and association with age related macular degeneration in In-
dian patients. Meta Gene. 2016; 22(9): 249-253.

ISSN 0023-2157 Index 362646



Acnieszka Kusicka-Trzaska, IzaBeLLa Karska-Basta, Syiwia Dziepzina, Marex Sanak, Bozena Romanowska-Dixon

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Cruz-Gonzalez F, Cabrillo-Estévez L, Lopez-Valverde G, Cieza-Bor-
rella C, Herndndez-Galilea E, Gonzélez-Sarmiento R: Predictive
value of VEGF A and VEGFR2 polymorphisms in the response to
intravitreal ranibizumab treatment for wet AMD. Graefes Arch
Clin Exp Ophthalmol. 2014; 252(3): 469-475.

Cruz-Gonzélez F, Cieza-Borrella C, Cabrillo-Estévez L, Canete-
Campos C, Escudero-Dominguez F, Gonzélez-Sarmiento R: VEGF
A (rs699947 and rs833061) and VEGFR2 (rs2071559) gene
polymorphisms are not associated with AMD susceptibility in
a Spanish population. Curr Eye Res. 2013; 38(12): 1274-12717.
Lin JM, Wan L, Tsai YY, Lin HJ, Tsai Y, Lee CC, et al.: Vascular
endothelial growth factor gene polymorphisms in age-related
macular degeneration. Am J Ophthalmol. 2008; 145(6): 1045-
1051.

Habibi I, Sfar I, Chebil A, Kort F, Bouraoui R, Jendoubi-Ayed S,
et al.: Vascular endothelial growth factor genetic polymorphi-
sms and susceptibility to age-related macular degeneration
in Tunisian population. Biomark Res. 2014 Aug 18; 2:15. doi:
10.1186/2050-7771-2-15.

Imai D, Mori K, Horie-Inoue K, Gehlbach PL, Awata T, Inoue S,
et al.: CFH, VEGF, and PEDF genotypes and the response to in-
travitreous injection of bevacizumab for the treatment of age-
-related macular degeneration. J Ocul Biol Dis Infor. 2010; 3(2):
53-59.

Park UC, Shin IY, Kim SJ, Shin ES, Lee JE, McCarthy IC, et al.:
Genetic factors associated with response to intravitreal ranibi-
zumab in korean patients with neovascular age-related macular
degeneration. Retina. 2014; 34: 288-297.

Lazzeri S, Figus M, Orlandi P, Fioravanti A, Di Desidero T, Ago-
sta E, et al.: VEGF-A polymorphisms predict short-term functio-
nal response to intravitreal ranibizumab in exudative age-rela-
ted macular degeneration. Pharmacogenomics. 2013; 14(6):
623-630.

26.

21.

28.

29.

30.

32.

Kitchens JW, Kassem N, Wood W, Stone TW, Isernhagen R,
Wood E, et al.: A pharmacogenetics study to predict outcome
in patients receiving anti-VEGF therapy in age related macular
degeneration. Clin Ophthalmol. 2013; 7: 1987-1993.

Kepez Yildiz K, Ozdek S, Ergun MA, Ergun S, Yaylacioglu Tun-
cay F, Elberg S: CFH Y402H and VEGF polimorphisms and an-
ti-VEGF treatment response in edudative age-related macular
degeneration. Ophthalmic Res. 2016; 56(3): 132—-138.

Haines JL, Schnetz-Boutaud N, Schmidt S, Scott WK, Agar-
wal A, Postel EA, et al.: Functional candidate genes in age-re-
lated macular degeneration: significant association with VEGE
VLDLR, and LRP6. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2006; 47(1): 329—
-335.

Bulgu Y, Cetin GO, Caner V, Cetin EN, Yaylali V, Yildirim C: Va-
scular endothelial growth factor gene polymorphisms in age-re-
lated macular degeneration in a Turkish population. Int J Oph-
thalmol. 2014; 18, 7(5): 773-777.

Churchill AJ, Carter JG, Lovell HC, Ramsden C, Turner SJ,
Yeung A, et al.: VEGF polymorphisms are associated with neo-
vascular age-related macular degeneration. Hum Mol Genet.
2006; 1, 15(19): 2955-2961.

. Fang AM, Lee AY, Kulkarni M, Osborn MP, Brantley MA Jr.: Po-

lymorphisms in the VEGFA and VEGFR-2 genes and neovascu-
lar age-related macular degeneration. Mol Vis. 2009; 10, 15:
2710-2719.

Hagstrom SA, Ying GS, Pauer GJ, Huang J, Maguire MG, Mar-
tin DF: VEGF-A and VEGFR-2 Gene Polymorphisms and Respon-
se to Anti-VEGF Therapy in the Comparison of AMD Treatments
Trials (CATT). JAMA Ophthalmol. 2014; 132(5): 521-527.

Praca wptynefa do Redakcji 18.04.2017 r. (K0-00117-2017)
Zakwalifikowano do druku 07.06.2017 r.

Adres do korespondencii (Reprint requests to):
dr hab. n. med. Agnieszka Kubicka-Trzaska
Klinika Okulistyki i Onkologii Okulistycznej UJ CM
ul. Kopernika 38
31-501 Krakéw
email: akubicka@onet.pl

ISSN 0023-2157 Index 362646




