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Streszczenie: Obecnie stosowane nowoczesne terapie antyangiogenne kierowane sg przeciwko aktywnosci szlaku VEGF, ktdry jest giéwnym szla-
kiem niezbednym dla przebiegu angiogenezy, w tym patologicznej angiogenezy w chorobie nowotworowej i schorzeniach oka. Rani-
bizumab (Lucentis) i VEGF-Trap (aflibercept) stanowig przyktady dwach réznych strategii hamowania angiogenezy w wyniku dziatania
hamujacego sygnalizacje przez czynniki wzrostu z rodziny VEGF. Pierwszy z nich jest dosy¢ krétkim fragmentem przeciwciafa mono-
klonalnego, wigzacym VEGF-A na zasadzie rozpoznawania antygenu przez obszar zmienny przeciwciata. Aflibercept za$ nie jest prze-
ciwciatem monoklonalnym, tylko receptorem-pufapka, wigzacym VEGF-A na zasadzie oddziatywania molekularnego miedzy ligandem
(VEGF) a jego wiasciwym receptorem komérkowym (VEGFR-1 i VEGFR-2). VEGF-Trap zatem ma szerszy zakres specyficznosci, gdyz
obok VEGF-A rozpoznaje i wigze takze VEGF-B i PIGF, zgodnie z profilem specyficznosci receptoréw VEGFR-1 i VEGFR-2. Ta poszerzona
specyficzno$c jest uwazana za korzystng w terapii choroby nowotworowej i moze tez okazac sie korzystna w leczeniu nAMD, koniecz-
ne jest jednak potwierdzenie tego w badaniach klinicznych.

Istotng roznica jest tez obecno$¢ w VEGF-Trap fragmentu Fc — mimo ze nie uczestniczy on w rozpoznawaniu docelowej czasteczki, to
moze wplywaé na aktywnos$¢ biologiczng biatka fuzyjnego.

Obecnie nie jest jasne, ktora ze strategii ma przewage terapeutyczng, a wyjasnienie tego zagadnienia wymaga diugotrwatych
badan laboratoryjnych i klinicznych, gdyz aktywnos$¢ biologiczna obu preparatow jest najprawdopodobniej rézna. Z uwagi na ewi-
dentne réznice w mechanizmach rozpoznawania czasteczki docelowej i wiasno$ciach biochemicznych i biofizycznych (w tym masie
czasteczkowej) obu zwigzkéw nie moga one by¢ uznane za réwnowazne, dopdki nie zostanie to jednoznacznie potwierdzone w szero-
ko zakrojonych badaniach klinicznych.

Stowa kiuczowe:  ranibizumab, aflibercept, VEGF, AMD, PIGF.

Summary: Current state-of-the-art anti-angiogenic therapies target the VEGF pathway, which is the main essential signaling pathway for angio-

genesis, including pathological angiogenesis in cancer and eye disease. Ranibizumab (Lucentis) and VEGF-Trap (aflibercept) represent
two different approaches to inhibiting angiogenesis by targeting VEGF family signaling. The former is a relatively short monoclonal anti-
body fragment, which binds VEGF-A on the basis of antigen recognition by the variable region of an antibody, while aflibercept is not
an monoclonal antibody, but a decoy receptor, binding VEGF-A on the basis of the molecular interaction between the ligand (VEGF) and
its cognate cellular receptor (VEGFR-1 and VEGFR-2). VEGF-Trap has therefore a broader specificity, recognizing and binding VEGF-B
and PIGF in addition to VEGF-A, following the specificity of VEGFR-1 and VEGFR-2. This broader specificity is considered as beneficial in
cancer treatment and could be also beneficial in treatment of nAMD, this claim should, however, be backed by clinical studies.
The presence of an Fc fragment in VEGF-Trap is also an important difference; even though this fragment does not participate in the re-
cognition of the target molecule, it can influence the biological properties of the fusion protein. The relative merits of both approaches
will become clear only after long-term laboratory and clinical testing, as their biological activity is also likely to differ. Given the clear
differences in the mechanism of target molecule recognition, biochemical and biophysical properties (including molecular weight) and
specificity, they cannot be considered as equivalent, unless extensive long-term clinical studies prove otherwise.
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Angiogeneza — tworzenie nowych naczyn krwiono$nych —
jest procesem kluczowym w patogenezie wielu istotnych
z punktu widzenia klinicznego chordb, takich jak choroba no-
wotworowa (zwtlaszcza guzy lite) i choroby oka, np. neowas-
kularna (wysigkowa) posta¢ zwyrodnienia plamki zwigzanego
z wiekiem (ang. age-related macular degeneration — AMD) (1).
Postep w badaniach nad molekularnymi mechanizmami angio-
genezy w ostatnich latach doprowadzit do stosunkowo dobrego
zrozumienia tego zlozonego procesu i do opracowania anty-
angiogennych lekéw na potrzeby onkologii i okulistyki. Obecnie
stosowane nowoczesne terapie antyangiogenne kierowane sg
przeciwko aktywno$ci szlaku VEGF, ktéry jest gtéwnym szla-
kiem niezbednym dla przebiegu angiogenezy, w tym patologicz-
nej angiogenezy w chorobie nowotworowej i schorzeniach oka
(2,3). Wsrad licznych przedstawicieli sieci sygnalizacyjnej VEGF
najwazniejszymi celami terapii antyangiogennej w leczeniu cho-
roby nowotworowej i choréb oka jest VEGF-A i jego receptory
— VEGFR-1 i VEGFR-2 (4).

Przeciwciata monoklonalne (mAb) i ich pochodne sg po-
wszechnie stosowane jako wybidrczo kierowane $rodki tera-
peutyczne (5), a mAb przeciwko VEGF sg obecnie stosowane
jako czynniki antyangiogenne w leczeniu choroby nowotworo-
wej i choréb oka (4).

Naturalnie wystepujace przeciwciata majg z reguly dwa
identyczne tancuchy ciezkie i dwa identyczne tancuchy lekkie,
przy czym kazdy tancuch lekki jest kowalencyjnie potgczony
z tancuchem cigzkim miedzytancuchowym wigzaniem dwu-
siarczkowym, szereg wigzan dwusiarczkowych za$ taczy ponad-
to ze sobg dwa fafncuchy ciezkie. Pojedyncze tancuchy mogg
fatdowa¢ sie w domeny o podobnej wielkosci (110-125 ami-
nokwasdéw) i podobnej strukturze, lecz réznej funkcji. tancuch
lekki moze obejmowac jedng domene zmienng (VL) i/lub jedng
domene statg (CL). tancuch cigzki réwniez moze obejmowac
jedng domene zmienng (VH) i/lub, zaleznie od klasy lub izotypu
przeciwciata, trzy lub cztery domeny stafe.

Ogdlnie domeny zmienne wykazujg znaczng zmienno$é
sekwencji aminokwasowej miedzy réznymi przeciwciatami,
zwlaszcza w miejscu wigzania antygenu. Trzy obszary, zwa-
ne obszarami hiperzmiennymi lub obszarami zapewniajgcymi
komplementarno$é (CDR), znajdujg sie w kazdej VL i VH i sg
podtrzymywane przez mniej zmienne obszary zwane zmiennymi
obszarami szkieletowymi. Cze$¢ przeciwciata zlozona z domen
VL i VH zwana jest Fv (fragment zmienny) i tworzy miejsce
wigzania antygenu (6).

Przeciwciata monoklonalne moga by¢ wytwarzane i selek-
cjonowane in vivo w liniach komérek hybrydomy lub za pomoca
techniki rekombinacji DNA in vitro (inzynierii genetycznej),
takich jak technika prezentacji na fagach (7,8). Przeciwciata
monoklonalne moga tez by¢ modyfikowane za pomoca dzia-
tania enzymami (np. proteolizy) i/lub koniugacji chemicznej,
przeciwciata wytwarzane metodami inzynierii genetycznej za$
moga by¢ przeprojektowane tak, aby mozna bylo uzyskaé np.
przeciwciata humanizowane, fragmenty przeciwcial, przeciw-
ciafa jednofanicuchowe (scFv) i tym podobne, z korzy$cig dla
zastosowan terapeutycznych (patrz np. 5,9-12).

Niezaleznie od wielu mozliwych modyfikacji wszystkie prze-
ciwciata monoklonalne i ich pochodne majg jedng wspéing
ceche — czasteczka docelowa jest rozpoznawana i wigzana

przez domeng wigZzaca antygen macierzystego przeciwciata.
Swoisto$¢ i sita tego wigzania zalezg gtéwnie od sekwencji
obszaréw zapewniajgcych komplementarno$¢ (CDR) domen
zmiennych przeciwciata.

Przyktadem humanizowanego mysiego przeciwciala monoklo-
nalnego przeciwko ludzkiemu VEGF-A jest bevacizumab (Avastin),
preparat wykazujgcy znaczace dziatanie antyangiogenne i sto-
sowany gtéwnie w leczeniu raka jelita grubego i niedrobno-
komérkowego raka ptuc z przerzutami (4,13,14). Stwierdzono
tez, ze miejscowe doszklistkowe podawanie bevacizumabu
jest skuteczne w leczeniu neowaskularnej (wysigkowej) posta-
ci zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem (nAMD) (4,15).
Bevacizumab jest jednak peinej dtugosci czasteczka immuno-
globuliny, co nie jest optymalne w miejscowym leczeniu nAMD
z wielu powoddw, w tym z powodu ograniczonego przenikania
przez siatkdwke i diugiego czasu péttrwania. Opracowano za-
tem krotszy fragment przeciwciata (Fab) na podstawie tego
samego przeciwciata wyj$ciowego, ktdére postuzyto do stwo-
rzenia bevacizumabu. Ten krétszy Fab, nazwany ranibizumab
(Lucentis), jest znacznie mniejszy niz wyj$ciowa czasteczka,
a jego powinowactwo zostalo zoptymalizowane (16) w celu
uzyskania silniejszego wigzania VEGF-A. W poréwnaniu z be-
vacizumabem charakteryzuje sie lepszym przenikaniem przez
siatkéwke, krétszym czasem péttrwania i mniejszg aktywno$cig
cytotoksyczng, jest zatem bardziej odpowiedni do podawa-
nia do gatki ocznej w leczeniu nAMD (2,4,14). Aktualne dane
dotyczace bezpieczenstwa diugotrwatego podawania bevacizu-
mabu do gatki ocznej sg niepetne — przeciwnie niz w przypadku
ranibizumabu (17). Ranibizumab stanowi zatem standard i punkt
odniesienia dla terapii antyangiogennej w leczeniu nAMD.

Chociaz ranibizumab jest krétkim fragmentem przeciwciata
(Fab), zachowuje podstawowe wtasciwosci strukturalne prze-
ciwcial — wiazanie czasteczki docelowej (w tym przypadku
VEGF-A) przez powierzchnig, ktdra tworza obszary zapewniajace
komplementarno§¢ domen zmiennych tancuchéw lekkiego
i ciezkiego (4,16).

Receptory-putapki reprezentujg odmienng strategie celowa-
nego hamowania czasteczek sygnatowych takich jak czynniki
wzrostu. W przeciwienstwie do przeciwciat monoklonalnych,
ktére rozpoznajg czasteczke docelowg na zasadzie oddziaty-
wania antygen—przeciwciato, receptory-putapki wykorzystuja
domeny wigzace ligand, ktére pochodzg z receptoréw komor-
kowych. Ich specyficzno$é odpowiada zatem specyficznosci
oddziatywania receptor-ligand i nie daje si¢ modyfikowac¢ tak
tatwo jak w przypadku przeciwciat. Do ich zalet nalezg bardzo
wysoka sita wigzania i diugi czas péttrwania. Przyktadem re-
ceptora-pufapki skierowanego przeciwko szlakowi sygnatowe-
mu VEGF jest VEGF-Trap (aflibercept) (18,19). VEGF-Trap jest
biatkiem fuzyjnym zlozonym z zewnatrzkomérkowej domeny 2.
receptora VEGF 1 (VEGFR-1, Flt-1) i zewnatrzkomdrkowej do-
meny 3. receptora VEGFR-2 (FIk-1), ktére sg potaczone z frag-
mentem Fc ludzkiej immunoglobuliny G1 (18). Fragment Fc IgG1
stanowi szkielet strukturalny dla catego konstruktu fuzyjnego
i zapewnia homodimeryzacje, domeny zewngtrzkomdrkowe
VEGFR-1 i VEGFR-2 natomiast wiazg docelowe ligandy.
W przeciwienstwie do opisanych powyzej przeciwciat monoklo-
nalnych (jak bevacizumab) i ich fragmentéw (jak ranibizumab),
ktére swoiscie rozpoznajg wytacznie rézne izoformy VEGF-A,
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VEGF-Trap wigze (i hamuje) wszystkie czasteczki rozpozna-
wane przez receptory VEGFR-1 i VEGFR-2. Poza izoformami
VEGF-A naleza do nich VEGF-B i PIGF (tozyskopochodny czynnik
wazrostu) (19).

Uwaza sig, ze rozszerzona specyficzno$¢, wigksze powi-
nowactwo i diuzszy okres péttrwania VEGF-Trap sg korzystne
w terapii przeciwnowotworowej (19,20), chociaz mogg sie
z nimi wigza¢ dziatania niepozadane (21). Rozwaza sie réwniez
zastosowanie VEGF-Trap w terapii antyangiogennej w nAMD.
Korzysci obserwowane, kiedy VEGF-Trap sa podawane ogdlno-
ustrojowo, sg jednak znacznie mniej wyrazne niz wtedy, kie-
dy podaje sie je doszklistkowo (22). W poréwnaniu z krétkim
fragmentem Fab, jakim jest ranibizumab, VEGF-Trap jest duzym
biatkiem i moze w zwigzku z tym cechowaé sie mniej wydaj-
nym przenikaniem przez siatkdwke, stwierdzono bowiem, ze
wydajno$¢ dyfuzji przez ludzka siatkéwke jest ograniczana przez
mase czgsteczkowg (23). W przeciwienstwie do ranibizuma-
bu biatko fuzyjne VEGF-Trap zawiera tez fragment Fc, ktdry nie
uczestniczy co prawda w wigzaniu czasteczki docelowej, moze
jednak znaczaco wptywac na aktywnos¢ biologiczng, w tym na
okres péftrwania i cytotoksyczno$¢.

Zasadnicza réznicg miedzy ranibizumabem a VEGF-Trap jest
szersza specyficznos¢ tego drugiego, w tym zdolno$¢ wiazania
PIGF obok VEGF-A.

tozyskopochodny czynnik wzrostu (ang. placental growth
factor, PIGF, PGF, PLGF) jest cztonkiem rodziny VEGF (czynnika
wzrostu $rddbfonka naczyniowego, ang. vascular endothelial
growth factor). Chociaz do§¢ dobrze scharakteryzowano pozo-
state biatka nalezace do tej rodziny, dotychczas istnieje niewie-
le danych nt. biochemii PIGF, jego ekspresji, roli fizjologiczne;j,
a takze mozliwych zastosowan diagnostycznych czy terapeu-
tycznych. PIGF, zgodnie z nazwa, ulega ekspresji gtéwnie w fo-
zysku i odpowiada za jego prawidtowe unaczynienie, obecnos$¢
PIGF mozna jednak wykryé takze w innych narzadach.

PIGF ulega ekspresji w co najmniej czterech réznych for-
mach wynikajagcych z odmiennego sktadania mRNA (PIGF-1,
PIGF-2, PIGF-3 i PIGF-4). Izoformy te réznig sie miedzy soba nie
tylko wielkoscig, ale takze odmiennymi wiasciwosciami wydziel-
niczymi i zdolno$cig wiazania odmiennych czynnikéw. PIGF-1
i PIGF-3 nie majg silnie zasadowej domeny charakterystycznej
dla form PIGF-2 i PIGF-4. Domena zasadowa odpowiada za za-
lezne od heparyny wigzanie neuropilin (patrz nizej) (24,25).

PIGF dziata za posrednictwem receptora czynnika wazros-
tu $rédbfonka naczyniowego 1 (VEGFR-1) (innymi cztonka-
mi rodziny VEGF wiazacymi sie z tym receptorem sg VRGF-B
i VEGF-A, ktéry takze wiaze sie z receptorem VEGFR-2). PIGF-2
dodatkowo ma zdolno$¢ wiazania sie z neuropiling 1. i 2.: recep-
torami wyrazanymi przez komérki nerwowe, ale takze komérki
niebedgce komérkami nerwowymi, w tym komarki $rédbtonka.
Wiazanie PIGF-1 z receptorem VEGFR-1 prowadzi do oddziaty-
wania z VEGFR-2 i wzmacnia odpowied? inicjowang przez VEGF.
Wszyscy czionkowie rodziny VEGF majg zdolno$¢ tworzenia
homodimeréw. Forma PIGF-1 moze takze tworzy¢ heterodimery
z VEGF-A, jesli oba te czynniki sg obecne w jednej komorce,
jednak takie heterodimery nie wykazujg zdolno$ci do stymulacji
angiogenezy (26).

Podczas gdy inni cztonkowie rodziny VEGF ulegajg do$¢ po-
wszechnej ekspresji, PIGF zasadniczo nie wykrywa sie u oséb

dorostych — wyjatek stanowia kobiety w cigzy, u ktérych wy-
krywa sie go w fozysku. Jednoczes$nie poziom ekspresji tego
czynnika moze ulegaé zmianom w réznych stanach patologicz-
nych.

Jednym z przyktadéw choroby zwigzanej ze zmiang
stezenia PIGF jest stan przedrzucawkowy, czyli pojawienie sie
nadci$nienia u cigzarnych. Mechanizm patogenezy stanu przed-
rzucawkowego nie jest jeszcze dokiadnie poznany, wydaje
sie jednak, ze przyczyna lezy raczej po stronie fozyska, a nie
rozwijajgcego sie ptodu. U kobiet ze stanem przedrzucawko-
wym stwierdzono obnizony poziom PIGF w surowicy w poréw-
naniu z jego poziomem u kobiet w cigzy, u ktérych nadci$nienie
nie wystapito. Ma to prawdopodobnie zwigzek z wigzaniem
sie PIGF z rozpuszczalnym receptorem VEGF-1 (ang. soluble
VEGF receptor 1, sFlt-1, sVEGFR-1), ktérego stezenie ulega
znaczacemu podwyzszeniu w stanie przedrzucawkowym. Obec-
nie PIGF i sFlt-1 proponuje sig¢ jako markery diagnostyczne do
wykrywania stanu przedrzucawkowego (27).

PIGF jest takze jednym z czynnikéw zaangazowanych
w choroby zwigzane ze stanem zapalnym, takie jak miazdzyca
czy reumatoidalne zapalenie stawéw. Blokowanie jego recep-
tora — VEGFR-1 — ma dziatanie dobroczynne w przypadku tych
schorzen, podczas gdy blokowanie gtéwnego receptora VEGF —
VEGFR-2 — nie wywotluje efektu przeciwzapalnego (28).

Rola PIGF w rozwoju guzéw nowotworowych jest niejedno-
znaczna. Istnieja doniesienia, ze dziata jako negatywny regulator
wzrostu guza i angiogenezy. Sugerowanym w tym przypadku
mechanizmem dziatania jest tworzenie heterodimeréw PIGF
i VEGF. Dimery takie nie pobudzajg unaczynienia, a VEGF jest
wymiareczkowywany przez PIGF i nie moze tworzy¢ homodi-
meréw VEGF-VEGF majacych dziatanie angiogenne. Dziatanie
to jest przypisywane gtéwnie formie PIGF-1 (26). Jednocze$nie
u myszy wykazujacych podwyzszong ekspresje PIGF zaobser-
wowano przyspieszony rozwoj czerniaka, angiogeneze i przerzu-
towanie.

Takze kliniczne badania nowotworéw czlowieka dajg
sprzeczne wyniki. Wysoki poziom PIGF koreluje z niekorzystng
prognoza dla licznych nowotworéw takich jak rak okreznicy, ne-
rek czy rak watrobowokomdrkowy. tozyskopochodny czynnik
wzrostu jest jednak niewykrywalny na przykfad w raku jajnika
(25).

Wydaje sig, ze w rozwoju AMD PIGF odgrywa podobng
role jak VEGF. Prowadzone s obecnie badania — w modelach
zwierzecych i w hodowlach komérkowych — przeciwciat monoklo-
nalnych przeciw PIGF jako potencjalnych lekéw, ktére znalazlyby
zastosowanie w terapii schorzen okulistycznych, a takze jako
czynnikéw, ktére mogtyby znalezé zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej (29). Na tej podstawie mozna sadzié,
ze wigzanie VEGF-Trap nie powinno wywotywaé szkodliwych
efektéw u pacjentéw z AMD, a nawet moze dziata¢ korzystnie.
To, jakie znaczenie terapeutyczne maja te obserwacje, wymaga
jednak potwierdzenia w badaniach klinicznych.

Podsumowujgc, ranibizumab (Lucentis) i VEGF-Trap (afli-
bercept) stanowig przyktady dwdéch réznych strategii hamo-
wania angiogenezy ukierunkowanego na sygnalizacje przez
czynniki wzrostu z rodziny VEGF. Pierwszy z nich jest fragmen-
tem przeciwciata monoklonalnego i wigze VEGF-A na zasadzie
rozpoznawania antygenu przez obszar zmienny przeciwciata,
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drugi za$ nie jest przeciwciatem monoklonalnym, a receptorem-
putapka, wigzacym VEGF-A (a takze VEGF-B i PIGF) na zasadzie
oddziatywania molekularnego miedzy ligandem (VEGF) a jego
receptorami komérkowymi (VEGFR-1 i VEGFR-2). Mimo ze PIGF
i VEGF nalezg do tej samej rodziny i ich zasadnicza funkcja —
stymulowanie angiogenezy — jest zblizona, réznig sie jednak
specyficzno$cig tkankowa (PIGF wystepuje w fozysku, a w in-
nych tkankach pojawia si¢ przewaznie w warunkach patologicz-
nych, podczas gdy VEGF jest normalnie wyrazany w wielu tkan-
kach) i specyficzno$cig wigzania (PIGF dziata gtdwnie poprzez
VEGFR-1, podczas gdy VEGF wigze takze VEGFR-2). W pewnych
sytuacjach moga wykazywa¢ dziatanie synergistyczne, lecz
w innych PIGF (izoforma PIGF-1) moze antagonizowa¢ dziata-
nie VEGF poprzez tworzenie heterodimeréw PIGF/VEGF. Poten-
cjalne zastosowanie kliniczne czynnikéw wpltywajacych na po-
ziom PIGF powinno by¢ starannie rozwazone z uwzglednieniem
znajomosci konkretnej izoformy tego biatka, ktéra jest zaangazo-
wana w dany proces.

Stwierdzenie przewagi fragmentéw przeciwcial (jak ranibi-
zumab) lub receptoréw-putapek (jak VEGF-Trap) wymaga prze-
prowadzenia dfugotrwatych i szeroko zakrojonych badan labo-
ratoryjnych i klinicznych, gdyz ich aktywno$¢ biologiczna jest
najprawdopodobniej znaczaco rézna. Biorgc pod uwage ewidentne
rdznice w mechanizmie rozpoznawania czasteczki docelowej, we
wiasciwos$ciach biochemicznych i biofizycznych (w tym masie
czasteczkowej) i w specyficznosci, nie mozna tych grup zwiazkéw
uznac¢ za réwnowazne, o ile nie zostanie to poparte dtugotrwatymi
badaniami klinicznymi. W szczegéInosci konieczne sg diugofalowe
badania skutecznosci i toksycznosci w przypadku podawania do-
szklistkowego w leczeniu neowaskularnej (wysiekowej) postaci
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem.
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