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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT
Historia artykutu: Neuropilins are proteins involved in ontogenesis, immunology and cancerogenesis. Neu-
Otrzymano: 29.03.2015 ropilin-1 and its homologue neuropilin-2 are coreceptors that intensify response to diffe-
Zaakceptowano: 28.08.2015 rent growth factors and other ligands. They are coreceptors for class 3 semaphorines
Dostepne online: 09.09.2015 which are involved in axon growth and for a number of proteins belonging to VEGF
family. Recently it has been discovered that their activity is much broader. They interact
Stowa kluczowe: with TGF-B1 and its receptors, hepatocyte growth factor and its receptor, platelet derived
e angiogeneza growth factor and its receptors, fibroblasts growth factor and integrins. These ligands
e neuropiliny play a role in angiogenesis and wound healing. In immunology neuropilins are expressed
e czynniki wzrostu mainly by dendritic cells and regulatory T lymphocytes and they apply mainly inhibitory
* nowotwory effect. In neoplasms neuropilins are connected with a poor prognosis which is in accor-
* naczyniowo érédblonkowy dance with their many interactions with ligands and receptors causing tumor progres-
czynnik wzrostu sion.
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homolog neuropilina-2 (Nrp2) sa ko-receptorami, ktére
wzmacniajg odpowiedz na czynniki wzrostu i inne mediatory
w warunkach fizjologicznych oraz patologicznych. Bialka te
Neuropiliny sg przezblonowymi bialkami biorgcymi udziat wystepujg m.in. na komoérkach Srébtonka naczyn serca,
W rozwoju ontogenetycznym oraz w procesach odpornoécio- moézgu, mieéni szkieletowych, tozyska, watroby czy klebusz-
wych i nowotworowych [1-6]. Neuropilina-1 (Nrpl) i jej kéw nerkowych, a takze sg obecne w hepatocytach,
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komoérkach kanalikéw nerkowych oraz na komérkach nowo-
tworowych [2, 6-8]. Nrpl (takze znana jako CD304 i blood
dendritic cell antigen-4; BDCA-4) zostala zidentyfikowana jako
ko-receptor dla semaforyn klasy 3 (SEMA3) [9], ktére odpowia-
dajg za rozwdj aksondéw w czasie rozwoju embrionalnego.
W kolejnych badaniach wykazano, ze neuropiliny sg réwniez
ko-receptorami dla biatek z rodziny naczyniowo $rébtonko-
wego czynnika wzrostu (vascular endothelial growth factor;
VEGF) [10, 11]. Nrpl wspdldziala z VEGF-Aj;es (a takze
z innymi bialkami z rodziny VEGF) oraz jego receptorem
(vascular endothelial growth factor receptor 2; VEGFR2), wzmac-
niajgc przekazywanie sygnatu przez ten szlak i nasilajac
angiogeneze. Nrp2 ma inne powinowactwo do biatek
z rodziny VEGF i jest ko-receptorem dla obecnego na komor-
kach Srédbtonka naczyn limfatycznych receptora VEGF typu
3 (vascular endothelial growth factor receptor 3; VEGFR3) [11].
Neuropiliny uczestniczg w regulacji przesytania sygnatéw
Sciezki Hedgehog (Hh) [12] oraz w przezyciu i samoodnowie
nowotworowych komoérek macierzystych [13].

Wtasciwosci neuropilin
Ekspresja neuropilin w tkankach

Ekspresja Nrpl i/lub Nrp2 zostala stwierdzona na réznych
typach komorek, wliczajgc w to komoérki srédblonka, neu-
rony, komoérki wysp trzustkowych, hepatocyty, melanocyty
i osteoblasty [6-8]. Niedawno udowodniono, ze neuropiliny
wystepuja na komoérkach Srédbtonka wielu narzadéw (np.
skéry, sutka, prostaty, przewodu pokarmowego, ptuc, nerek
i pecherza) [6]. Na komoérkach srédblonka tetnic wystepuje
gtéwnie Nrpl, a na komérkach $rédblonka zyl i naczyn
limfatycznych wystepuje gléwnie Nrp2. W ukladzie odpor-
nosciowym Nrpl wystepuje gldwnie na tymocytach [14],
plazmacytoidalnych komérkach dendrytycznych (plasmacy-
toid dendritic cells; pDCs) [15] i regulatorowych limfocytach
T (regulatory T cells; Treg) [16].

Budowa

Nrpl i Nrp2a sg btonowymi glikoproteinami typu 1 o masie
czgteczkowej 130-140 kd i sekwencji aminokwaséw homolo-
gicznej w 44%, podobnej budowie domen i nakladajacym sie
zestawem ligandéw. Skladajg sie one z czeSci zewnatrzko-
morkowej, czesci przezblonowej i krétkiego fragmentu cyto-
plazmatycznego zlozonego z ~44 aminokwaséw. Fragment
cytoplazmatyczny nie ma zadnego znanego motywu sygna-
towego, ale w Nrp1l i Nrp2 wystepuje C-koficowy motyw SEA
(S-E-A-COOH), ktéry reaguje z bialkiem PDZ (PSD-95/Dlg/
Z0-1) okreslonym jako biatko reagujgce z neuropiling 1 (neu-
ropilin-1 interacting protein; NIP), GIPC (G-alpha interacting
protein, C-terminus — bialko reagujgce z C-koncowym frag-
mentem biatka G «) lub synektyng [17]. Cze$¢ zewnatrzko-
morkowa sklada sie z pieciu domen al/a2, b1/b2 i c. (Ryc. 1)
Oprécz klasycznych form neuropilin (Nrpl i Nrp2a) ist-
nieje tez kilka izoform. Zalicza sie do nich rozpuszczalne
formy neuropilin (soluble neuropilin 1; sNrp1, soluble neuropilin
2; sNrp2), ktére pozbawione sg domen cytoplazmatycznych,
przezbtonowych i domeny c. Odkryto takze alternatywng

TMD
Neg a1 | a2 c :| e S-E-A-COOH

(Nrp1, Nrp2a)

fragment cytoplazmatyczny

Ryc. 1 - Budowa neuropilin. Rycina przedstawia schemat
budowy neuropilin. Czes¢ zewnatrzkomérkowa sklada
sie z pieciu domen, oprécz niej neuropilina sktada

sie z domeny przezblonowej oraz z krétkiego fragmentu
cytoplazmatycznego niewykazujacego aktywnosci kinazy
tyrozynowej. Neuropilina 1 i neuropilina 2a maja
C-koricowy motyw SEA (ktérego nie ma neuropilina 2b),
wiazacy sie z synektyna.

Skréty: Nrpl - neuropilina 1; Nrp2a - neuropilina 2a;
TMD - domena przezblonowa (transmembrane domain)
Fig. 1 - Structure of neuropilins. Figure presents structure of
neuropilin. Extracellular part consists of five domens, apart
from that neuropilin consists of transmembrane domain and
short cytoplasmatic fragment which lacks tyrosine kinase
activity. Nrp1 and Nrp2a have C-terminal SEA motif (which
neuropilin 2b is lacking) which binds with synectin

blonowg wersje neuropiliny 2 (Nrp2b) pozbawiong cytoplaz-
matycznego motywu SEA i niewigzgcg synektyny. Zazwyczaj
neuropiliny wystepujg w formie homodimeréw, jednakze
istniejg réwniez heterodimery Nrp1/Nrp2 [18].

Zaréwno Nrpl jak i Nrp2 wykazuja powinowactwo
z biatkami z rodziny VEGF i SEMA3. Nrpl wigze gléwnie
SEMA3A, a Nrp2 - SEMA3F. W obrebie biatek rodziny VEGF
obie neuropiliny wigza sie z réznymi ligandami. Wartg
podkreslenia cechg neuropilin jest zdolno$¢ reagowania
z ligandami i receptorami pieciu niezwigzanych ze soba
grup mediatoréw. Wiele badan wskazuje, ze w tych interak-
cjach neuropiliny s modulatorami przekazywania sygnatu,
ale dokladny sposéb wykonywania tej funkcji jest nieznany.
Prawdopodobnie wynika to ze zdolnosci neuropilin do
wigzania rozpuszczalnych ligandéw na powierzchni blony
komérkowej i zwiekszania ich dostepnosci dla interakcji
z receptorem. Mozliwe, ze dzieje sie tak w obrebie wielo-
sktadnikowych komplekséw przekazujgcych sygnaty, stabili-
zowanych przez neuropiliny.

Odmienna hipoteza sugeruje, ze neuropiliny przyczyniajg
sie do endocytozy i/lub sterowania kompleksem ligand/
receptor, co w niektérych przypadkach prowadzi do nasila-
nia przekazywania sygnatu.

Znaczenie neuropilin w rozwoju ontogenetycznym

Rola neuropilin w rozwoju ontogenetycznym zostala zba-
dana na modelu zwierzecym. Myszy pozbawione genu
kodujgcego Nrpl umieraly po okresie 10-12,5 dnia rozwoju
plodowego z powodu zaburzen rozwojowych serca, naczyn
oraz wldkien nerwowych [19]. Eliminacja Nrpl jedynie
w komoérkach $rédblonka naczyn zwigzana byla z =za-
burzeniami rozwoju serca i naczyn [20]. Obserwacja myszy
transgenicznych ze zmutowang postacig Nrpl, ktéra wigze
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wylgcznie VEGF, natomiast nie tgczy sie z SEMA3, wykazala,
ze przekazywanie sygnalu przez SEMA3 nie jest niezbedne
do prawidlowej angiogenezy, ale jest kluczowe dla prawidto-
wego wzrostu aksondéw neuronéw osrodkowego i obwo-
dowego ukladu nerwowego [21]. Stwierdzono takze zaburze-
nia rozwoju serca, co moze sugerowaé, ze W organogenezie
serca biorg udzial zaréwno VEGF, jak i SEMA3. Nadmierna
ekspresja Nrpl u myszy wigze sie z licznymi zaburzeniami
rozwojowymi w obrebie serca, naczyn krwionoénych
i wiékien nerwowychi jest letalna ok. 12,5 dnia zycia
plodowego [22]. Obserwacje te potwierdzajg istotne znacze-
nie Nrpl w rozwoju serca, ukladu krwionosnego i ner-
wowego. Wykazano natomiast, Ze myszy pozbawione Nrp2
sa zdolne do zycia, ale majg zmniejszong liczbe naczyn
limfatycznych i wlosowatych, a takze zaburzenia w obrebie
osrodkowego 1 obwodowego ukladu nerwowego [23].
W badaniach przedklinicznych udowodniono, ze zarodki
myszy pozbawionych zaréwno Nrpl, jak i Nrp2 zyja krécej
niz zarodki myszy pozbawionych tylko Nrp1l [24].

Interakcje NRP z ligandami

Biatka z rodziny SEMA3 wydajg sie wigza¢ z domenami al/a
2, podczas gdy biatka z rodziny VEGF wigza domeny b1/b2.
Wykazano, ze przeciwcialo anty-Nrpl (anty-Nrp1%), ktére
blokuje domene wigzacg SEMA3, nie blokuje wigzania
z VEGF, natomiast przeciwcialo blokujgce domene wigzgcy
VEGF (anty-Nrp1®) nie blokuje wigzania z SEMA3 [25].
Analiza struktury krystalicznej Nrpl, zaréwno samej, jak
i zwigzanej z przeciwcialami blokujgcymi wigzanie z VEGF
lub SEMA3 wskazuje, ze biatka z rodziny VEGF i SEMA3 nie
rywalizujg bezposrednio o wigzanie z Nrpl [26]. Takze
analiza mutacji i delecji domen Nrpl wykazala, ze domeny
al/a2 wigzg biatka z rodziny SEMA3, a domeny b1/b2 wigzg
biatka z rodziny VEGF. Jednakze delecja domeny bl ograni-
cza takze wigzanie bialek z rodziny SEMA3 (Ryc. 2). Mutacja
siedmiu aminokwaséw z domeny al znosi mozliwos¢ wig-
zania bialek z rodziny SEMA3 przez Nrpl, natomiast nie
ogranicza zdolnosci wigzania VEGF, VEGFR2 czy pleksyny.

W wyniku analizy krystalicznej Nrpl polgczonego
z VEGF-A wykazano, ze wigzanie powstaje przy udziale
C-konicowego motywu i sekwencji eksonu-7 ze strony VEGF.
Do wytworzenia tego wigzania kluczowa okazala sie reszta
argininowa (Arg) [27].

Duze znaczenie reszty argininowej potwierdza fakt, ze
wariantowa forma VEGF (VEGF6sp) pozbawiona Arg nie wy-
kazuje zdolnosci wigzania Nrp1l [28]. Wydaje sie, ze wszystkie
ligandy wigzace si¢ z Nrpl majg C-konicowy reszte argini-
nows.

Wyniki nowych badan sugerujg, ze neuropiliny wspétdzia-
lajg ze znacznie wigkszg iloScig ligandéw, niz poczatkowo
zakladano (Tab. I) [29-36]. Nrpl wigze sie z transformujacym
czynnikiem wzrostu B1 (transforming growth factor g1; TGF-B1)
i jego receptorami I (transforming growth factor B receptor 1;
TBRI) i II (transforming growth factor B receptor 2; TRRII) [29-31],
czynnikiem wzrostu hepatocytéow (hepatocyte growth factor,
HGF) i jego receptorem - cMet [31, 32|, plytkopochodnym
czynnikiem wzrostu (platelet derived growth factor; PDGF)
i jego receptorami [32] oraz niektérymi czlonkami rodziny

E al a2

(b1 | b2 = Nrp

Ryc. 2 — Miejsca wigzania najwazniejszych ligandéw do
neuropilin. Naczyniowo srédblonkowy czynnik wzrostu
laczy sie z domenami b1 i b2 neuropilin. Semaforyny klasy
3A lacza sie z domenami a1, a2 i b1 neuropilin

Skréty: VEGF - naczyniono Srédblonkowy czynnik wzrostu
(vascular endothelial growth factor); Nrp - neuropilina;
SEMAS3A - semaforyna klasy 3A.

Fig. 2 - Neuropilin binding sites for most important ligands.
VEGF binds b1 and b2 neuropilin domains. SEMA3A binds al,
a2 and b1 neuropilin domains

czynnikéw wzrostu fibroblastéw (fibroblasts growth factor;
FGFs) — FGF 1, 2, 4, 7. Nrp-1 wchodzi takze w interakcje
z integrynami oraz licznymi sztucznymi i naturalnymi bial-
kami penetrujagcymi komorke (cell-penetrating peptides; CPPs).
Znaczenie interakcji neuropilin z ligandami innymi niz VEGF
w kontekscie angiogenezy nie zostalo jeszcze ustalone.

Rola NRP w funkcjonowaniu ukladu
odpornosciowego

Efekt immunoregulujqgcy

Rola Nrpl byla czesto wigzana z hamowaniem odpowiedzi
immunologicznej. (Tab. II) W pojedynczych pracach udoku-
mentowano, ze semaforyny majg dzialanie immunoregulu-
jace [37]. Wlasciwosci takie majg najczesciej semaforyny
klas 4, 6 i 7, ktére nie wigzg Nrpl [40]. Jednakze interakcje
pomiedzy SEMA3A i Nrpl takze mogg wywiera¢ efekt
immunologiczny [38]. SEMA3A tworzy kompleks z Nrpl (ko-
-receptor) i pleksyng-A4 (receptor przekazujgcy sygnat), aby
uruchomi¢ dzialanie hamujace odpowiedz immunologiczna.
U myszy pozbawionych pleksyny-A4 wystepuje nasilona
aktywacja limfocytéw T CD4+ zalezna od antygenu oraz
autoimmunologiczne zapalenie mézgu (experimental autoim-
mune encephalitis; EAE) [38]. Limfocyty T u myszy ze zmuto-
wang Nrpl, ktéra nie potrafi wigzaé SEMA3A, lub u myszy
pozbawionych SEMA3A takze wykazujg sklonno$é do immu-
noagresji. SEMA3A ma szczegblne znaczenie w immu-
nologicznej odpowiedzi przeciwnowotworowej, poniewaz
guzy czesto produkujg ten rozpuszczalny mediator, ktéry
hamuje proliferacje ludzkich limfocytéw T i produkcje cyto-
kin [39]. Efekt ten jest wigzany z blokowaniem szlaku
sygnalizacyjnego Ras/MAPK aktywowanego przez CD3/CD28.
Nrpl moze wywiera¢ takze efekt immunologiczny, dzia-
tajgc na limfocyty Treg i/lub wzmacniajac odpowiedZ recep-
toré6w TBRI i TRRII na TGF-B1. Nrpl jest obecna na wiek-
szo$ci mysich limfocytéw Treg i na subpopulacji aktywowa-
nych ludzkich limfocytéw Treg. U myszy Nrpl zwieksza
szanse na aktywacje limfocyta Treg w procesie prezentacji
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Tabela I - Ligandy dla neuropiliny 1 i neuropiliny 2

Table I - Neuropilin 1 and neuropilin 2 ligands

LIGAND NRP-1 NRP-2
Biatka z rodziny VEGF
VEGF-A121 +
VEGF-A145 +
VEGF-A165 + +
VEGF-B167 +
VEGEF-C 1 I
VEGF-D + +
VEGF-E +
PIGF-2 + +
VEGFR + (R1/R2) + (R1/R2/R3)
Biatka z rodziny semaforyn
SEMA3A 1
SEMA3B, C, D, F + +
SEMA3G +
Pleksyna-A1l do A4; D1 + +
Biatka z rodziny transformujgcego czynnika wzrostu
TGF-B1iLAP + +
TRRI i TERII s 4
Biatka z rodziny czynnika wzrostu fibroblastow
FGE-1,2, 4,7 +
FGF receptor-1 +
Inne
Heparyna +
HGF i cMET + +
PDGF i PDGFR +
Integryny (a581, avB3 i inne) + +
Fibronektyna +

+ - odpowiednia neuropilina laczy sie z danym ligandem,

Skréty: Nrpl - neuropilina 1; Nrp2 - neuropilina 2; VEGF (vascular
endothelial growth factor) — naczyniowo S$rédbtonkowy czynnik
wzrostu; PIGF (placental growth factor) — tozyskowy czynnik wzrostu;
VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) — receptor dla
VEGF; SEMA - semaforyna; TGF-B1 (transforming growth factor 1) —
transformujacy czynnik wzrostu g1; LAP (latency associated protein) —
peptyd zwiazany z latencjg; TBR (transforming growth factor A1
receptor) — receptor dla TGF-B1; FGF (fibroblast growth factor) —
czynnik wzrostu fibroblastow; HGF (hepatocyte growth factor) —
czynnik wzrostu hepatocytow; cMET - receptor dla HGF; PDGF

(platelet-derived growth factor) — plytkopochodny czynnik wzrostu;
PDGEFR (platelet-derived growth factor receptor) — receptor dla PDGF

antygenu przez niedojrzatg komoérke dendrytyczng (immature
dendritic cell; iDC). Nrpl hamuje odpowiedz immunologiczng
poprzez zwiekszanie aktywnosci limfocytéw Treg. U myszy
pozbawionych Nrpl na limfocytach T CD4+ obserwowano

zwiekszong aktywno$¢é limfocytéw Th17 i zmniejszong
aktywnos$¢ limfocytéw Treg oraz zwiekszong czesto$¢ wyste-
powania EAE [16]. Ekspresja Nrpl na limfocytach CD4+
wigzatla sie¢ z dzialaniem immunosupresyjnym zaréwno
in vitro jak i in vivo. Limfocyty T Nrpl+ CD4+ wykazywaly
dzialanie immunosupresyjne nawet przy braku markeréw
klasycznych limfocytéw Treg takich jak Foxp3. Dzialanie
supresyjne limfocytéw T Nrpl+ CD4+ jest hamowane przez
blokowanie TGF-B, ale nie interleukiny-10 (IL-10). Ekspresja
Nrpl na limfocytach CD4+ zwigzana jest z funkcjg supreso-
rowg limfocytéw T, w ktérej posredniczy gléwnie TGF-B.

Wplyw NRP na funkcje komérek dendrytycznych

Subpopulacja komérek dendrytycznych Nrpl+ jest zwigzana
ze zwalczaniem infekcji wirusowych i jest odpowiedzialna
za produkcje duzej ilosci interferonu-a (IFN-a) [40]. Plazmo-
cytoidalne komorki dendrytyczne (pDCs) rozpoznajg wiru-
sowe kwasy nukleinowe poprzez receptory Toll podobne
(Toll like receptors; TLR) i prawdopodobnie takze przez inne
receptory. Istniejg dowody, ze pDC mogg aktywowac limfo-
cyty Treg [41]. Inkubacja pDC z przeciwcialem przeciw
Nrplhamowata produkcje IFN-a wywolywang przez infekcje
wirusowg lub przez wirusowe kwasy nukleinowe. Mecha-
nizm tego dzialania nie zostal jeszcze odkryty. Nrpl jest
takze receptorem dla HTLV-1 i prawdopodobnie takze dla
innych wiruséw i moze odgrywac role w przenikaniu wiru-
s6w do wnetrza komorki. Znaczenie dla DC moze mieé takze
Nrp2. Nrp2 nasila chemotaksje zwigzang z CCL21 i migracje
dojrzatych DC [42], a udzial w tym biorg kwasy sialowe
przyczepione do Nrp2a i Nrp2b. Obserwacja ta moze sugero-
wac wazng biologiczng role Nrp2, gdyz migracja komoérek
dendrytycznych do wtérnych narzadéw limfatycznych jest
kluczowym wczesnym krokiem w powstawaniu odpowiedzi
immunologicznej i nastepuje poprzez interakcje receptora
CC7 z jego chemokinowymi ligandami CCL21 i CCL19.

Rola neuropilin w nowotworach
Ekspresja i rokowanie

Neuropiliny wystepujg na powierzchni komoérek wielu linii
komoérkowych nowotworéw ztosliwych. Ich nadekspresja jest
czesto obserwowana w rakach (np. trzustki, prostaty, piersi,
jelita grubego i nerki), czerniakach, glejaku wielopostaciowym,

Tabela II - Mechanizmy immunomodulujace neuropilin

Table II - Immunomodulatory effects of neuropilins

Typ neuropiliny

Mechanizm dziatania

Efekt immunomodulujgcy

Neuropilina-1
Neuropilina-1

limfocytow Treg
Neuropilina-1
Neuropilina-2

Tworzenie kompleksu Nrp1-SEMA3A-pleksyna A4 1
Nasilenie odpowiedzi TRRI i TRRII na TGF-B1 i zwiekszenie aktywnosci 1

Nasilenie wytwarzania IFNa przez komorki dendrytyczne 1
Nasilenie chemotaksji i migracji dojrzatych komérek dendrytycznych 1

1 — nasilenie odpowiedzi immunologicznej, | — ostabienie odpowiedzi immunologicznej
Skréty: Nrpl — neuropilina 1; SEMA3A - semaforyna klasy 3A; TGF-B1 (transforming growth factor 1) — transformujacy czynnik wzrostu g1; TBR
(transforming growth factor g1 receptor) — receptor dla TGF-B1; Treg - limfocyty T regulatorowe; IFNa - interferon a
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Tabela III - Mechanizm dzialania pronowotworowego neuropilin

Table III - Carcinogenic mechanisms of neuropilins

Typ neuropiliny

Mechanizm dzialania

Efekt dziatania

Neuropilina-1
Neuropilina-2 Nasila dzialanie VEGF-C na VEGFR3
Neuropilina-2
Neuropilina-2
Neuropilina-2

Nieznany

VEGF-A i Bmi-1
Neuropilina-1
Neuropilina-2

Wigzanie fibronektyny i aktywacja integryny a5p1

Nieznany, prawdopodobnie wykorzystujacy p-katenine
Zahamowanie ekspresji IGF-1R z wykorzystaniem

Nasilenie odpowiedzi TRRI i TBRII na TGF-B1

Nasilenie wzrostu guza

Pobudzenie limfangiogenezy — wzrost guza
i tworzenie przerzutéw

Wzrost ekspresji gendéw antyapoptotycznych
Wzrost opornosci na cytostatyki

Stymulacja wzrostu guza

Utatwienie tworzenia przerzutow i hamowanie
odpowiedzi przeciwnowotworowej

Skréty: VEGF (vascular endothelial growth factor) — naczyniowo srédbtonkowy czynnik wzrostu; VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) —
receptor dla VEGF; IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor) — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu 1; Bmi-1 - B lymphoma Mo-MLV
insertion region 1 homolog; TGF-B1 (transforming growth factor 1) - transformujgcy czynnik wzrostu B1; TR (transforming growth factor g1 receptor) —

receptor dla TGF-B1

bialaczkach czy chloniakach [2, 5-8]. Ekspresja neuropilin
czesto zwigzana jest z bardziej agresywnym przebiegiem kli-
nicznym. Badania przeprowadzone w Japonii na grupie 113
pacjentek leczonych z powodu raka piersi wykazaly, ze
ekspresja Nrp2 jest niezaleznym czynnikiem zwigzanym ze
skréceniem czasu przezycia (overall survival, OS) pacjentek
[43]. Badania przeprowadzone na Uniwersytecie w Yale na
grupie 642 pacjentek takze wykazaly, ze OS jest krétszy u pa-
cjentek z ekspresjg Nrpl na komérkach nowotworowych [44].

Wplyw neuopilin na rozwéj guzéw litych

Cho¢ ekspresja neuropilin koreluje z gorszym rokowaniem
w niektérych typach nowotworéw, w wiekszosci badan nie
réznicowano, czy chodzi o ekspresje bialtka na komérkach
srédblonka w sieci naczyn krwionosnych guza, czy na
powierzchni komérek nowotworowych. Ekspresja neuropilin
na komorkach $rédblonka naczyn krwionosnych jest czesta,
natomiast ekspresja na powierzchni komoérek guza jest
bardzo zmienna i zalezna od nowotworu [7, 8]. Mozna stad
wysnu¢ wniosek, ze neuropiliny sg zaangazowane gtéwnie
w nowotworowa angiogeneze. Udowodniono jednak, ze
istotna jest takze ekspresja neuropilin na komoérkach nowo-
tworowych. W badaniu na 5 liniach komérkowych niedrob-
nokomoérkowego raka ptuc (non-small cell lung cancer; NSCLC)
udowodniono, ze zwiekszona ekspresja Nrpl na komérkach
nowotworowych koreluje z ich zwiekszong inwazyjnoscia,
a w badaniu 60 pacjentéw leczonych z powodu NSCLC
udowodniono, ze ekspresja Nrpl na komérkach nowotworo-
wych wigze sie ze skréceniem OS i czasu wolnego od
choroby (disease free survival; DFS) [34]. Ponadto wylgczenie
genu dla Nrpl w komérkach raka ptuc skutkuje zmniejsze-
niem ich zdolnoéci do migracji, inwazyjnosci i zdolnosci
tworzenia wypustek, co istotnie ograniczyto zdolnos$¢ two-
rzenia przerzutéw. W badaniach na komérkach raka jelita
grubego udowodniono, ze zwiekszona ekspresja Nrp2 nasi-
lala wzrost guza, podczas gdy wylaczenie genu kodujacego
Nrp2 zapobiegalo tworzeniu guza [31] lub hamowalo jego
wzrost i nasilalo apoptoze [45]. Podobnie wyltgczenie genu
kodujacego Nrpl w komoérkach raka nerki powodowato
ograniczenie wzrostu guza [12]. U myszy delecja Nrpl
w komoérkach prawidlowego naskérka hamowatla inicjacje
raka skory [13].

Potencjalne mechanizmy dzialania neuropilin w nowotworach

Trudno okresli¢ doktadne mechanizmy dziatania neuropilin,
poniewaz wchodzg w reakcje z wieloma czasteczkami
powigzanymi z rozwojem nowotworéw. Mogg one wptywac
na proliferacje, migracje, inwazyjnos¢, przyleganie i zdolnosé
komoérek nowotworowych do tworzenia przerzutéw (Tab. III).
Neuropiliny wystepuja takze na réznych komédrkach zrebu,
takich jak fibroblasty, komérki srédbtonka czy komérki ukta-
du odpornosciowego, ktére mogg wchodzi¢ w interakcje
z komoérkami nowotworowymi. Na przyklad Nrpl wigze
fibronektyne i aktywuje integryne 581, co wywotuje interak-
cje pomiedzy miofibroblastami i rozpuszczalng fibronektyna
[46]. Konsekwencjg jest zwiekszenie sztywnosci macierzy
komoérkowej i nasilenie wzrost guza. Z powodu swojej uni-
wersalno$ci neuropiliny prawdopodobnie biorg udzial we
wszystkich ogniwach ewolucji nowotworu, od formowania
guza do tworzenia przerzutow.

Nrp2 wystepuje na komoérkach srédblonka naczyn limfa-
tycznych i moze pelnié¢ istotng funkcje w procesie tworzenia
przerzutéw. Nrp2 wchodzi w interakcje z VEGF-C i jego
receptorem VEGFR3, ktére sg gléwnymi regulatorami limfan-
giogenezy. W badaniach in vitro na komérkowych liniach
nowotworowych (C6 oraz 66C14) wykazano, ze przeciwciato
przeciw Nrp2 blokuje wigzanie VEGF-C z receptorem i zaburza
zalezng od VEGF-C migracje komédrek s$rédblonka naczyn
limfatycznych [47]. Efektem bylo zahamowanie nowotworo-
wej limfangiogenezy i ochrona przed tworzeniem przerzutéw
do lokalnych weztéw chionnych, a takze do miejsc odlegtych.
W badaniach na liniach komérkowych raka zotagdka udowod-
niono, ze Nrp2 moze takze nasila¢ ekspresje genéw koduja-
cych biatka anty-apoptotyczne i odpowiadajgce za tworzenie
przerzutéw (biatko S100A4). Nrp2 moze takze zwiekszac
oporno$¢ na cytostatyki, prawdopodobnie w mechanizmie
wykorzystujagcym B-katenine [48]. Wysoka ekspresja Nrp2 jest
takze wigzana ze zwiekszong agresywnoscig raka prostaty
[49]. W tym przypadku przekazywanie sygnaléw na drodze
VEGF/Nrp2 hamuje ekspresje receptora dla insulinopodob-
nego czynnika wzrostu-1 (insuline-like growth factor receptor-1;
IGF-1R) w mechanizmie wykorzystujgcym Bmi-1 (B lymphoma
Mo-MLV insertion region 1 homolog). Zahamowanie ekspresji
zaréwno Nrp2 jak i IGF-1R in vivo prowadzi do zahamowania
wzrostu guza.
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Efekt pronowotworowy neuropilin czesto byl tgczony
z nasileniem aktywacji VEGFR2 w odpowiedzi na VEGF.
Jednakze w niektérych przypadkach wykazano, ze ekspresji
neuropiliny na komérkach nowotworowych nie towarzyszy
ekspresja VEGFR1 czy VEGFR2, co wskazuje na niezalezne od
VEGF pronowotworowe dzialanie neuropilin. Wptyw sema-
foryn jest zlozony, ale wydaje sie, ze biatka rodziny SEMA3
wywierajg glownie dzialanie przeciwnowotworowe [9]. Neu-
ropiliny wchodzg w reakcje z réznymi czynnikami wzrostu
(VEGF, TGF-B, HGF i PDGF), z ktérych kazdy moze wywieraé
wplyw na progresje nowotworu.

TGF- jest czesto produkowany przez komoérki nowotwo-
rowe i odgrywa wazng i zlozong role w procesie nowotowo-
rzenia. We wczesnych stadiach nowotworzenia TGF-B
wywiera efekt supresyjny, podczas gdy w zaawansowanych
stadiach nasila tworzenie przerzutéw i hamuje odpornos¢
przeciwnowotworowsg [50]. Zjawisko to okreSlane mianem
paradoksu TGF-f jest stabo poznane. Nrpl i Nrp2 wigza
zaréwno aktywna forme TGF-B1, jak i LAP-TGF-Bl (nieak-
tywng forme TGF-B). Co ciekawe, wolny LAP (latency associated
protein), LAP-TGF-B1 i TGF-B1 rywalizujg z VEGF¢s 0 Wigzanie
z Nrp1l, co sugeruje, ze wszystkie te biatka maja to samo (lub
niezbyt oddalone od siebie) miejsce wigzania.

Zaréwno Nrpl, jak i Nrp2 wchodza w reakcje z receptorami
TRRI i TRRII dla TGF-B1 i wzmacniajg przekazywanie sygnatu
na drodze Smad2/3 [30]. W zwigzku z tym wydaje sie, ze
neuropiliny odgrywajg kluczowsa role na powierzchni blony
komoérkowej, wigzac aktywny lub latentny TGF-B1, aktywujac
jego latentng forme i wzmacniajgc przekazywanie sygnatow
przez receptory TGF-B.

Rola neuropilin w ostrych bialaczkach

Badania przeprowadzone zaréwno metodg immunohistoche-
micznego barwienia preparatéw histopatologicznych, jak i za
pomocg oceny ekspresji mRNA Nrp-1 na liniach komorko-
wych i u pacjentéw leczonych z powodu ostrej biataczki
szpikowej (acute myeloid leukemia; AML) i limfoblastycznej
(acute lymphoblastic leukemia; ALL) wykazujg zwiekszong eks-
presje Nrp-1 zaréwno w szpiku kostnym, jak i na komérkach
nowotworowych. Zwiekszona ekspresja zwigzana jest
z wysokim odsetkiem blastéw w krwi obwodowej i w szpiku
kostnym, natomiast nie ma zwigzku z plcig, wiekiem, para-
metrami hematologicznymi w momencie rozpoznania, pod-
typem wg FAB (French-American-British) czy kariotypem [51,
52]. Nie wykazano takze zwigzku pomiedzy ekspresjg Nrp-1
a gestoscig drobnych naczyn (micro vessel density; MVD),
ekspresjg VEGF, VEGF-R1 i VEGF-R2 [51]. Wykazano nato-
miast, ze wysoki poziom ekspresji Nrp-1 zwigzany jest
z krétszym czasem przezycia w poréwnaniu z chorymi,
u ktérych ta ekspresja byta ponizej mediany [51].

Neuropiliny jako punkt uchwytu leczenia
przeciwnowotworowego

Pierwsze préby wykorzystania neuropilin w leczeniu nowo-
tworéw polegaly na podawaniu réznych form rozpuszczal-
nej Nrpl w celu wigzania krazacego VEGF i zmniejszenia
puli bialka dostepnego dla receptora VEGF. W innych

prébach leczniczych wykorzystywano biatka wigzgce neuro-
piliny lub blokujace ich igczenie z ligandami lub hamowano
ich synteze za pomocg siRNA (small interfering RNA) i shRNA
(small hairpin RNA) [33-36]. W badaniach in vitro na liniach
komérkowych zastosowanie bialek wigzgcych Nrpl lub jej
wylgczenie przez siRNA hamowalo wzrost nowotworu
i zwiekszalo wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki (5-fluoroura-
cyl, paklitaksel i cisplatyne) [35]. W badaniach in vitro na
linii komérkowej glejaka wielopostaciowego zaobserwowano
zmniejszong proliferacje oraz nasilong apoptoze po wylacze-
niu genu dla Nrpl za pomocg siRNA [53].

Domena bl miejsca wigzgcego C-koncowy motyw VEGF
zostala bardzo dobrze zbadana za pomocg badan krystalo-
graficznych, co umozliwilo stworzenie drobnoczasteczko-
wych lekéw, ktére specyficznie tgczg sie z ta domeng i w
konsekwencji blokujg wigzanie VEGF. Przypuszczalnie leki te
hamujg réwniez wigzanie innych ligandéw, ktére lgcza sie
z tym miejscem wigzacym. Opracowano juz budowe mole-
kularng takich drobnoczagsteczkowych ligandéw [54]. Czas-
teczka EG00229 hamuje wigzanie VEGF-A do Nrpl, zmniej-
sza zywotno$¢ komoérek raka pluca z linii A549. Zwieksza
takze ich wrazliwo$¢ na dziatanie lekéw przeciwnowotworo-
wych: paklitakselu i 5-fluorouracylu.

W badaniu na mysich modelach nowotworowych udo-
wodniono, ze zastosowanie polgczonej terapii za pomoca
przeciwcial monoklonalnych anty-VEGF i anty-Nrpl wyka-
zuje efekt synergistyczny skutkujgcy
wzrostu guza [25]. W tym samym badaniu oceniono efekt
dzialania przeciwcial przeciwko miejscu wigzacemu biatka
z rodziny SEMA3 (anty-Nrp1?) i biatka z rodziny VEGF (anty-
Nrp1®) [25]. Przeciwciala te maja podobny efekt antyangio-
genny i hamujacy remodelling naczyn. Powdd nie jest do
konica jasny, ale moze to by¢ zwigzane z indukowaniem
przez oba te przeciwciala endocytozy Nrpl. Zablokowanie
Nrpl mialo tylko nieznaczny wplyw na przekazywanie
sygnalow przez VEGFR2, co sugeruje, ze niektére funkcje
Nrp1l i VEGFR2 mogg by¢ rozdzielone.

Nrp2 jako bardziej powigzana z tworzeniem przerzutéw
wydaje sie by¢ kluczowym celem terapeutycznym. Stworzono
przeciwciata blokujace miejsca wigzgce VEGF na Nrp2 (anty-
Nrp2®) i udowodniono, ze hamujg one rozwdj sieci naczyn
limfatycznych wewnatrz guza i zapobiegajg tworzeniu prze-
rzutéw [47]. Poniewaz Nrpl i Nrp2 majg podobne, ale nie
jednakowe znaczenie w angiogenezie i nowotworzeniu, sku-
tecznym rozwigzaniem powinno by¢ zablokowanie obu tych
czasteczek. Wadg takiej strategii terapeutycznej jest wysokie
ryzyko ogdlnoustrojowych dziatan niepozadanych, poniewaz
neuropiliny wystepuja na komoérkach $rédblonka w catym
ukladzie naczyniowym (w tetnicach, zytach i naczyniach
limfatycznych), a takze na innych rodzajach komoérek. W ba-
daniu klinicznym I fazy z ludzkim przeciwcialem anty-Nrpl
MNRP1685A obserwowano przejéciowg trombocytopenie
[55]. Analiza bezpieczenstwa skojarzonego leczenia antyNrpl
z bewacizumabem (przeciwcialem anty-VEGF) w polgczeniu
z lub bez paklitakselem ujawnita duzg czesto$¢ proteinurii
[56].

Zupelnie inne podejscie wigze sie z odkryciem, ze biatka,
ktére wigza sie z Nrpl, szybko ulegajg internalizacji. Ponie-
waz Nrpl czesto wystepuje na powierzchni komérek biatacz-
kowych, moze zosta¢ celem umozliwiajacym przenikanie

zahamowaniem
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wielu lekéw, zwlaszcza wielkoczgsteczkowych, do wnetrza
komoérki nowotworowej [33].

Whnioski

Neuropiliny sa wszechstronnymi biatkami reagujacymi
z licznymi ligandami i biorgcymi udzial w zarodkowym roz-
woju uktadu sercowonaczyniowego i nerwowego, a takze
w angiogenezie, odpowiedzi immunologicznej i nowotwo-
rzeniu u oséb dorostych. Mechanizm dzialania neuropilin
polega na wspéldzialaniu z rozpuszczalnymi ligandami,
takimi jak VEGF, TGF-B, HGF i PDGF oraz ich receptorami.
Neuropiliny nie sg niezbedne do przekazywania sygnatéw, ale
na ogdl wzmacniajg albo modyfikujg odpowiedz. Interakcje
pomiedzy biatkami SEMA3, neuropiling i pleksyng czesto
hamujg proangiogenne i pronowotworowe dziatanie VEGF.
Obecne na powierzchni komérek dendrytycznych i limfocytéw
T regulatorowych neuropiliny hamujg odpowiedz immunolo-
giczng, w tym réwniez odpowiedZ immunologiczng przeciw
komoérkom nowotworowym. W nowotworach wysoka ekspre-
sja neuropilin czesto zwigzana jest ze zlym rokowaniem.
Wplywajg na to mediowane przez neuropiliny procesy zwig-
zane z nasileniem wzrostu, ulatwieniem tworzenia przerzu-
téw i opornoécig na apoptoze indukowang przez leki cytosta-
tyczne. Zdolno$¢ do szybkiego przemieszczania do wnetrza
komérki substancji zwigzanych z Nrpl moze by¢ wykorzysta-
na jako potencjalna droga do transportu lekéow (zwlaszcza
o duzej masie czasteczkowej, zle przenikajgcych przez blone
komoérkowg) do wnetrza komoérek nowotworowych. Obserwa-
cje te wskazujg, ze neuropiliny mogg by¢ potencjalnym celem
terapii przeciwnowotworowych.
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