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Ekspresja neuropiliny-2 w raku jajnika

Summary
Introduction. Neuropilin-2 (NRP2), a transmembrane receptor, plays an important role in the
distribution of lymphatic vessels. Blocking the binding of VEGF-C with neuropilin-2 by using
specific antibodies, inhibits in vivo distribution of terminal lymphatic endothelial cells.
Aim. The aim of this study was to determine the expression of neuropilin-2 in ovarian cancer
and to evaluate correlations with clinical features.
Material and methods. The material was collected from from 61 patients operated by the reason
of ovarian cancer, between the ages of 24 to 82 (Mean 56,31±14,27). On histopathological
examination 30 cases of serous carcinoma, 21 mucinous cancer and 10 endometrial cancer
were found.
Results. The expression of NRP2 with a strong degree of intensity was found in 7 cases, of
low-grade 30 cases. No expression was found in 24 cases. There was no significant correla-
tion between expression of neuropilin-2 and FIGO stage, tumor type or degree of histopatho-
logical differentiation.
Conclusion. Considering the results of the study, it is hard to define the role of neuropilin-
2 in lymphangiogenesis in oarian cancer.
Key words: ovarian cancer, neuropilin-2, lymphangiogenesis, VEGF, VEGFR.

Streszczenie
Wstêp. Neuropilina-2 (neuropilin-2, NRP2) przezb³onowy receptor, odgrywa wa¿n¹ rolê w pro-
cesie podzia³u naczyñ limfatycznych. Blokowanie wi¹zania VEGF-C z neuropilin¹-2 przy u¿yciu
specyficznych przeciwcia³, hamuje in vivo podzia³ koñcowych limfatycznych komórek endo-
telialnych.
Cel pracy. Celem pracy by³o oznaczenie ekspresji markera NRP2 w raku jajnika oraz wyka-
zanie korelacji z cechami klinicznymi.
Materia³ i metody. Materia³ pobrano od 61 pacjentek operowanych powodu raka jajnika,w
wieku od 24 do 82 (œrednia 56,31±14,27). W badaniu histopatologicznym stwierdzono 30 przy-
padków raka surowiczego, 21 przypadków raka œluzowegi oraz 10 endometrialnego.
Wyniki. Ekspresjê NRP2 o silnym stopniu nasilenia stwierdzono w 7 przypadkach, o s³abym
stopniu nasilenia-30. Brak ekspresji stwierdzono w 24 przypadkach. Nie stwierdzono istotnych
korelacji miêdzy ekspresj¹ neuropiliny-2 a stopniem zaawansowania kliniczego, typem histo-
patologicznym nowotworu ani stopniem jego zró¿nicowania.
Wnioski. Na podstawie otrzymanych wyników trudno s¹dziæ o roli neuropiliny-2 w procesie
limfangiogenezy w raku jajnika.
S³owa kluczowe: rak jajnika, neuropilina-2, limfangiogeneza, VEGF, VEGFR.
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WSTĘP
Neuropiliny (neuropilins, NRP) to cz¹steczki podobne do
siebie strukturalnie zlokalizowane s¹ na powierzchni
komórek. Posiadaj¹ krótk¹ domenê cytoplazmatyczn¹
pozbawion¹ aktywnoœci enzymatycznej. Wykryto dwa
geny koduj¹ce bia³ka o zgodnoœci aminokwasowej 47%:
NRP1 i NRP2 [1].

Pocz¹tkowo neuropiliny by³y opisywane jako recep-
tory dla czynników bior¹cych udzia³ w przewodnictwie
neuronalnym, nale¿¹cych do trzeciej klasy semaforyn
(SEMA) [2]. Liczne badania nad ró¿nymi uk³adami or-
ganizmu ludzkiego, wykaza³y znacz¹c¹ rolê neuropilin
w rozwoju naczyñ krwionoœnych i ch³onnych [3, 4].

Badania in vitro udowodni³y, ¿e neuropiliny wykazuj¹
powinowactwo do cz³onków rodziny œródb³onkowego
czynnika wzrostu naczyñ ( vascular endothelial growth
factor, VEGF) w charakterystyczny, zale¿ny od izoformy
sposób. NRP1 wykazuje powinowactwo do VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-E oraz PlGF ( placental growth factor,
³o¿yskowy czynnik wzrostu ), natomiast NRP2 do VEGF-
A, VEGF-C oraz PlGF [5]. Jednak biologiczny zwi¹zek
tych interakcji w ludzkich komórkach nie jest do koñca
poznany. Zarówno NRP1 jak i NRP2 posiadaj¹ d³ugi
region zewn¹trzkomórkowy oraz krótki fragment cytopla-
zmatyczny, d³ugoœci oko³o 40 aminokwasów, który nie
posiada aktywnoœci enzymatycznej. Region zewn¹trzko-
mórkowy neuropilin zawiera piêæ ró¿nych strukturalnie
domen. S¹ to: dwa motywy CUB, a1 i a2 homologiczne
z komponentami uzupe³niaj¹cymi c1r/c1s, dwie domeny
homologiczne z czynnikami krzepniêcia V/VIII- b1 i b2,
oraz jedn¹ domenê c, zwan¹ MAM homologiczn¹
z mepryn¹ A5 [6]. Miejsce wi¹zania VEGF-A o wyso-
kim powinowactwie, zosta³o zlokalizowane na domenach
b1 i b2 neuropiliny-1 i 2, natomiast przy³¹czenie sema-
foryn wymaga obecnoœci domen a1a2 oraz b1b2 [7].

Ekspresja NRP2 na b³onie komórek naczyñ jest ogra-
niczona do kapilar ¿ylnych i limfatycznych. Badania in
vitro wykaza³y, ¿e NRP2 moduluje proces podzia³u drob-
nych naczyñ limfatycznych i zapobiega jego spowalnia-
niu. Genetyczna delecja neuropiliny-2 skutkuje identycz-
nymi defektami podzia³u naczyñ do obserwowanych po
leczeniu specyficznymi przeciwcia³ami [8].

CEL PRACY
Celem pracy by³a ocena ekspresji receptora przezb³ono-
wego neuropiliny-2 i poszukiwanie korelacji z wybrany-
mi cechami klinicznymi i histopatologicznymi w trzech
typach histopatologicznych raka jajnika.

MATERIAŁ I METODY
Do badañ w³¹czono materia³ od 61 chorych operowanych
z powodu raka jajnika w I Katedrze i Klinice Ginekolo-
gii Onkologicznej i Ginekologii Uniwersytetu Medycz-
nego w Lublinie w latach 2005-2007. We wszystkich
przypadkach rozpoznanie potwiedzone zosta³o histopato-
logicznie. Oceniano wiek chorych, typ histopatologicz-
ny guza, stopieñ zró¿nicowania nowotworu, stopieñ za-

INTRODUCTION
Neuropilins (NRP) are molecules structurally similar to
each other, located on the cell surface. They have a short
cytoplasmic domain devoid of enzymatic activity. Two
genes encoding proteins with 47% aminoacid complian-
ce were identified: NRP1 and NRP2 [1].

Initially neuropilins were described as receptors for
factors involved in neuronal conduction, belonging to the
third class of semaphorins (SEMA) [2]. Numerous stu-
dies on various systems of the human body revealed
a significant role of neuropilins in the development of
blood and lymphatic vessels [3, 4].

 In vitro studies demonstrated that neuropilins show
affinity to the members of the family of vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) in a characteristic manner
depending on isoforms. NRP1 has affinity to VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-E and PlGF (placental growth factor),
and NRP2 to VEGF-A, VEGF-C and PlGF [5]. Howe-
ver, the biological relation of these interactions in human
cells is not fully known. Both NRP1 and NRP2 have
a long extracellular region and a short cytoplasmic frag-
ment, having the length of about 40 amino acids, devoid
of enzymatic activity. The extracellular region of neuro-
pilins consists of five structurally different domains.
These are: two CUB motifs, a1 and a2, homologous with
additional components c1r/c1s, two domains homologo-
us to coagulation factors V/VIII- b1 and b2, and one
domain c, called MAM, homologous with meprin A5 [6].
The binding site of VEGF-A with high affinity is loca-
ted on the b1 and b2 domains of neuropilin-1 and 2, while
joining of semaphorins requires the presence of a1a2 and
b1b2 domains [7].

 NRP2 expression on the membrane of blood cells is
limited to the venous and lymphatic capillaries. In vitro
research revealed that NRP2 modulates the process of
division of small lymphatic vessels and prevents it from
slowing down. Genetic deletion of neuropilin-2 results in
identical defects in the division of vessels as those ob-
served after treatment with specific antibodies [8].

OBJECTIVES OF THE PROJECT
The objective of this project was to assess the expression
of transmembrane receptor of neuropilin-2 and seek
correlations with selected clinical features and histopa-
thology in three histopathological types of ovarian can-
cer.

MATERIAL AND METHODS
The study included material from 61 patients operated on
for ovarian cancer in the Department and the Clinic of
Oncologic Gynaecology and Gynaecology of the Medi-
cal University of Lublin in the years 2005-2007. In all
cases the diagnosis was confirmed histopathologically.
The following factors were evaluated: patients’ age, hi-
stological type of the tumour, stage of cancer differen-
tiation, stage of the disease according to FIGO classifi-
cation, concentration of marker CA-125 in the blood
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awansowania choroby wed³ug klasyfikacji FIGO, stê¿e-
nie markera CA-125 w surowicy krwi przed operacj¹ oraz
wyniki ekspresji NRP2. Do badañ immunohistochemicz-
nych wykorzystano reprezentatywne skrawki z tkanki
badanych raków jajnika, utrwalone w 10% formalinie
zbuforowanej i zatopione w parafinie. Po odparafinowa-
niu i uwodnieniu skrawków przeprowadzono proces
ods³oniêcia determinanty antygenowej. Nastêpnie zablo-
kowano endogenn¹ peroksydazê i inkubowano skrawki
z monoklonalnym mysim przeciwcia³em skierowanymi
przeciwko neuropilinie-2 (Abbiotec, USA) przez ca³¹ noc
w temperaturze 4°C. Kolejno przeprowadzono inkubacjê
z przeciwcia³em wtórnym z kompleksem streptawidyna/
biotyna skoniugowane z peroksydaz¹. Wszystkie odczyn-
niki niezbêdne do przeprowadzenia reakcji barwnych
pochodzi³y z zestawu ImmunoCruzTM Staining System
firmy Santa Cruz Biotechnology, USA. Podbarwione
hematoksylin¹ skrawki odwodniono i zatopiono w bal-
samie kanadyjskim. Identycznie przygotowane prepara-
ty bez u¿ycia przeciwcia³¹ pierwotnego stanowi³y kon-
trole negatywn¹. Do oceny wyniku reakcji barwnej
wykorzystano mikroskop Olympus CX41 z kamer¹ cy-
frow¹ DP12. Stopieñ nasilenia ekspresji neuropiliny-2
w w badanych preparatach oceniano wed³ug nastêpuj¹-
cej skali:
• 1 punkt – odczyn ujemny lub dodatni o s³abej inten-

sywnoœci zabarwienia,
• 2 punkty – odczyn dodatni o œredniej intensywnoœci

zabarwienia,
• 3 punkty – odczyn dodatni o intensywnym zabarwie-

niu.

Nastêpnie uœredniano odsetek komórek z reakcj¹ barwn¹
z 3 pól widzenia. Ocena koñcowa to wynik iloczynu
stopnia intensywnoœci zabarwienia (1-3) i odsetka komó-
rek nowotworowych z dodatni¹ reakcj¹ barwn¹. Do ce-
lów statystycznych przyjêto wskaŸnik score:
• brak odczynu (-) – gdy score wynosi³ od 0 do 59,
• s³abo dodatni odczyn (+) – gdy score wynosi³ od 60

do129,
• silnie dodatni odczyn (++) – gdy score wynosi³ od 130

do 300.

Analiza statystyczna
Uzyskane wyniki badañ poddano analizie statystycznej.
Wartoœci analizowanych parametrów mierzalnych przed-
stawiono przy pomocy wartoœci œredniej, mediany, kwar-
tyli i odchylenia standardowego, a dla niemierzalnych
przy pomocy licznoœci i odsetka. Dla cech mierzalnych
normalnoœæ rozk³adu analizowanych parametrów ocenia-
no przy pomocy testu W Shapiro-Wilka.

Do porównania dwóch grup niezale¿nych zastosowa-
no test U Manna-Whitneya, zaœ dla wieku grup test
Kruskala-Wallisa. Dla niepowi¹zanych cech jakoœcio-
wych do wykrycia istnienia ró¿nic miêdzy porównywa-
nymi grupami u¿yto testu jednorodnoœci c2 . Do zbada-
nia istnienia zale¿noœci miêdzy badanymi cechami u¿yto
testu niezale¿noœci c2. Przyjêto poziom istotnoœci p<0,05

serum before surgery and the results of NRP2 expression.
Representative sections of tissue from examined ovarian
cancers were used for immunohistochemistry, preserved
in 10% buffered formalin and embedded in paraffin.
Following removal of paraffin and hydration of sections,
antigenic determinant was uncovered. Subsequently,
endogenous peroxidase was blocked and sections were
incubated with mouse monoclonal antibody directed
against neuropilin-2 (Abbiotec, USA) overnight at 4°C.
Then it was incubated with secondary antibody with
complex of streptavidin/biotin conjugated with peroxida-
se. All reagents necessary to carry out the colour reac-
tions came from the ImmunoCruzTM Staining System set
by Santa Cruz Biotechnology, USA. Sections stained with
hematoxylin were dehydrated and embedded in Canadian
balm. Identical formulations prepared without primary
antibody constituted negative control. To evaluate the
result in the colour reaction Olympus CX41 microscope
with a digital camera DP12 was used. The stage of
neuropilin-2 expression in the tested formulations was
evaluated according to the following scale:
• 1 point - negative or positive reaction with weak co-

lour intensity,
• 2 points - positive reaction with medium colour inten-

sity,
• 3 points - positive reaction with intensive colour.

Then the percentage of cells with a colour reaction from
3 fields of view was averaged. Final evaluation is the
product of intensity of colour (1-3) and the percentage
of cancer cells with positive colour reaction. For statisti-
cal purposes, the following score was assumed:
• no reaction (-) - when score ranged from 0 to 59,
• weak positive reaction (+) - when score ranged from

60 to 129,
 • strong positive reaction (++) - when score ranged from

130 to 300.

Statistical analysis
The results were analyzed statistically. Values of the
analyzed measurable parameters were shown using the
mean, median, quartiles and standard deviation, and for
the immeasurable using the number and percentage. For
measurable features, normality for the distribution of the
analyzed parameters was assessed using the W test by
Shapiro-Wilk.

To compare two independent groups, the U test by
Mann-Whitney was used, and for age of groups the
Kruskal-Wallis test was used. The homogeneity test c2

was used for unrelated qualitative characteristics in or-
der to detect the existence of differences between the
compared groups. Independence test c2 was used to in-
vestigate the existence of a relationship between the
measured traits. The significance level p <0.05 indi-
cating the existence of significant differences was as-
sumed. The database and statistical research was ba-
sed on the STATISTICA 9.0 software (StatSoft, Po-
land).
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wskazuj¹cy na istnienie istotnych statystycznie ró¿nic.
Bazê danych i badania statystyczne przeprowadzono
w oparciu o oprogramowanie komputerowe STATISTI-
CA 9.0 (StatSoft, Polska).

WYNIKI
Badaniami objêto 61 pacjentek w wieku od 24 do 82 lat.
Œrednia wieku badanych wynosi³a 56,31 ± 14,27 lat.

Bior¹c pod uwagê wynik histopatologiczny u 49,18%
(n=30) badanych stwierdzono nowotwór typu surowicze-
go, u 16,39% (n=10) endometrialnego i u 34,43% (n=21)
œluzowego (Ryc.1).

W analizowanej grupie III stopieñ zaawansowania
klinicznego stwierdzono u 28 pacjentek (45,90%), u 25
pacjentek stwierdzono I stopieñ zaawansowanie
(40,98%), u 7 pacjentek II stopieñ (11,48%) i u 1 pacjent-
ki IV stopieñ zaawansowania klinicznego (1,64%)
(Ryc.2).

W badanej grupie w 63,93% (n=39) stwierdzono
stopieñ zró¿nicowania histologicznego G2, w 27,87%
(n=17) G3 i w 8,20% (n=5) stopieñ G1 (Ryc.3).

W badanej grupie w 49,18% (n=30) stwierdzono s³abo
dodatni poziom ekspresji neuropiliny-2, w 39,34% (n=24)
wynik by³ ujemny natomiast w 11,48% (n=7) obserwo-
wano odczyn silnie dodatni (Ryc. 4).

Fig. 1. Percentage of patients ta-
king into account histopathologi-
cal type
Ryc. 1. Odsetek badanych z uwzględ-
nieniem typu histopatologicznego

Fig. 2. Percentage of patients ta-
king into account the clinical
stage of cancer
Ryc. 2. Odsetek badanych z uwzględ-
nieniem stopnia zaawansowania kli-
nicznego nowotworu

RESULTS
The study included 61 patients aged from 24 to 82 years.
The average age was 56.31 ± 14.27 years.

Taking into account the histopathological diagnosis,
a serous cancer was present in 49.18% (n = 30) of pa-
tients, endometrial in 16.39% (n = 10), and mucinous in
34.43% (n = 21) (Fig. 1).

In the analyzed group, stage III of advancement was
diagnosed in 28 patients (45.90%), I stage in 25 patients
(40.98%), II stage in 7 patients (11.48%) and IV stage
in 1 patient (1.64%) (Fig.2).

In the investigated group in 63.93% (n = 39) G2
histological stage of diversification G2 was identified, in
27.87% (n = 17) G3, and in 8.20% (n = 5) G1 (Fig. 3).

In the investigated group 49.18% (n = 30) revealed
weakly positive level of neuropilin-2 expression, 39.34%
(n = 24) showed a negative reaction and 11.48% (n = 7)
showed a strong positive reaction (Fig. 4).
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Fig. 3. Percentage of patients ta-
king into account the histologi-
cal diversification stage of ova-
rian cancer
Ryc. 3. Odsetek badanych z uwzględ-
nieniem stopnia zróżnicowania histo-
logicznego raka jajnika

Fig. 4. Percentage of patients ta-
king into account the level of
neuropilin-2 expression
Ryc. 4. Odsetek badanych z uwzględ-
nieniem poziomu ekspresji neuropi-
liny-2

W wyniku przeprowadzonej analizy statystycznej
stwierdzono, ¿e u chorych ze stopniem z³oœliwoœci kli-
nicznej I i II nieznacznie czêœciej obserwowano dodatni
wynik ekspresji NRP2 (71,88%) w porównaniu z grupa
chorych w III i IV stopniu zaawansowania klinicznego
(48,28%). Stwierdzone ró¿nice by³y bliskie istotnoœci
statystycznej (p=0,06) (Tabela I).

Analiza statystyczna nie wykaza³a istotnej korelacji
pomiêdzy wynikiem histopatologicznym raka jajnika
a ekspresj¹ NRP2 (p=0,43). Stwierdzono, ¿e dodatnia
ekspresja wystêpowa³a czêœciej w przypadku raka œlu-
zowego (71,43%) ni¿ surowiczego (56,67%) i endome-
trioidalnego (50,00%). Otrzymane wyniki przedstawia
Tabela II.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykaza³a
istotnego zwi¹zku pomiêdzy stopniem zró¿nicowania
histologicznego nowotworu a wynikiem ekspresji NRP2
(p=0,86) (Tabela III).

W analizowanej grupie stwierdzono w 54,10% (n=33)
nasilenie odczynu barwnego w stopniu 2 , w 42,62%
(n=26) w stopniu 1 i w 3,28% (n=2) w stopniu 3 (Ryc.5).

W wyniku przeprowadzonej analizy statystycznej
stwierdzono, ¿e u pacjentek w III i IV stopniu zaawan-
sowania klinicznego nieznacznie czêœciej wystêpowa³o
nasilenie ekspresji NRP2 w stopniu 1 (55,17%), ni¿

As a result of statistical analysis it was found that
patients with clinical malignancy stage I and II, slightly
more frequently revealed positive result of NRP2 expres-
sion (71.88%) compared with patients with III and IV
clinical stage (48.28%). The differences were close to
statistical significance (p = 0.06) (Table I).

Statistical analysis showed no significant correlation
between the histopathological result of ovarian cancer and
expression of NRP2 (p=0.43). It was established that
positive expression was more frequent in the case of
mucinous cancer (71.43%) than in the case of serum
(56.67%) and endometrial cancer (50.00%). The results
obtained are shown in Table II.

The statistical analysis showed no significant corre-
lation between the stage of histological diversification of
cancer and the result of NRP2 expression (p = 0.86)
(Table III).

The analyzed study group revealed increased inten-
sity of colour reaction in 54.10% (n = 33) in stage 2, in
42.62% (n = 26) in stage 1 and in 3.28% (n = 2) in stage
3 (Fig. 5).

 As a result of statistical analysis it was established
that in patients with clinical stage III and IV the inten-
sity of expression of NRP2 in stage 1 was slightly more
frequent (55.17%) than in the group with clinical stage



32 W. BEDNAREK, M. MAZUREK-KOCIUBOWSKA, I. WERTEL

Tab. 1. The result of NRP2 expres-
sion taking into account the cli-
nical stage of cancer

Clinical stage positive negative Total

n % n % n %

23 9 32
71,88% 28,13% 100,00%

14 15 29
48,28% 51,72% 100,00%

37 24 61
60,66% 39,34% 100,00%

I/II

III/IV

Total

 Statistical analysis: Chi 2=3.55, p=0.06

Tab. 1. Wynik ekspresji NRP2
z uwzględnieniem  stopnia zaawan-
sowania klinicznego nowotworu

Stopieñ zaawansowa-
nia klinicznego

dodatni ujemny Razem

n % n % n %

23 9 32
71,88% 28,13% 100,00%

14 15 29
48,28% 51,72% 100,00%

37 24 61
60,66% 39,34% 100,00%

I/II

III/IV

Razem

Analiza statystyczna: Chi2=3,55; p=0,06

Tab. 3. The result of NRP2 expres-
sion taking into account the hi-
stopathological type of ovarian
cancer

Histolopathological
type

positive negative Total

n % n % n %

17 13 30
56,67% 43,33% 100,00%

5 5 10
50,00% 50,00% 100,00%

15 6 21
71,43% 28,57% 100,00%

37 24 61
60,66% 39,34% 100,00%

serosum

endometrioides

mucinosum

Total

Statistical analysis: Chi2=1,70; p=0,43

Tab. 2. Wynik ekspresji NRP2
z uwzględnieniem typu histopato-
logicznego raka jajnika

Typ hist-pat. dodatni ujemny Razem

n % n % n %

17 13 30
56,67% 43,33% 100,00%

5 5 10
50,00% 50,00% 100,00%

15 6 21
71,43% 28,57% 100,00%

37 24 61
60,66% 39,34% 100,00%

serosum

endometrioides

mucinosum

Razem

Analiza statystyczna: Chi2=1,70; p=0,43

Fig. 5. Percentage of patients ta-
king into account intensity of
NRP2 reaction
Ryc. 5. Odsetek badanych z uwzględ-
nieniem nasilenia odczynu NRP2
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Tab. 3. The result of NRP2 expres-
sion taking into account the sta-
ge of histopathological diversifi-
cation of ovarian cancer

Stage of histological
diversification

positive negative Total

n % n % n %

10 7 17
58,82% 41,18% 100,00%

27 17 44
61,36% 38,64% 100,00%

37 24 61
60,66% 39,34% 100,00%

G3

G1/G2

Total

Statistical analysis: Chi2=0.03; p=0.86

Tab. 3. Wynik ekspresji NRP2
z uwzględnieniem  stopnia zróż-
nicowania histopatologicznego
raka jajnika

Stopieñ zró¿nicowania
histologicznego

dodatni ujemny Razem

n % n % n %

10 7 17
58,82% 41,18% 100,00%

27 17 44
61,36% 38,64% 100,00%

37 24 61
60,66% 39,34% 100,00%

G3

G1/G2

Razem

Analiza statystyczna: Chi2=0,03; p=0,86

w grupie ze stopniem zaawansowania klinicznego I i II,
(31,25%). Stwierdzone ró¿nice by³y bliskie istotnoœci
statystycznej (p=0,06) (Tabela IV).

Analiza statystyczna nie wykaza³a istotnego zwi¹zku
pomiêdzy typem histopatologicznym raka jajnika a na-
sileniem ekspresji NRP2 (p=0,85). Otrzymane wyniki
przedstawia Tabela V.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykaza³a
istotnego zwi¹zku pomiêdzy stopniem zró¿nicowania
histologicznego raka jajnika a nasileniem ekspresji NRP2
(p=0,89) (Tabela VI).

Tab. 4. Percentage of patients
taking into account the stage of
cancer

Clinical stage 1 2/3 Total

n % n % n %

10 22 32
31,25% 68,75% 100,00%

16 13 29
55,17% 44,83% 100,00%

26 35 61
42,62% 57,38% 100,00%

I/II

III/IV

Total

 Statistical analysis: Chi2=3.56; p=0.06

Tab. 4. Nasilenie odczynu barwne-
go z uwzględnieniem stopnia za-
awansowania nowotworu

Stopieñ zaawansowa-
nia klinicznego

1 2/3 Razem

n % n % n %

10 22 32
31,25% 68,75% 100,00%

16 13 29
55,17% 44,83% 100,00%

26 35 61
42,62% 57,38% 100,00%

I/II

III/IV

Razem

Analiza statystyczna: Chi2=3,56; p=0,06

I and II (31.25%). The differences were close to statisti-
cal significance (p = 0.06) (Table IV).

The statistical analysis showed no significant corre-
lation between the histopathological type of ovarian
cancer and the intensity of NRP2 expression (p = 0.85).
The results obtained are shown in Table V.

The statistical analysis showed no significant corre-
lation between the stage of histological diversification of
ovarian cancer and the intensity of NRP2 expression
(p = 0.89) (Table VI).
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DYSKUSJA
Sieæ naczyñ limfatycznych powiêksza siê przez prolife-
racjê i odœrodkowe wyd³u¿anie. Cz³onkowie rodziny œród-
b³onkowego czynnika wzrostu naczyñ s¹ najwa¿niejszy-
mi mediatorami w procesach angiogenezy i limfangioge-
nezy [9]. Czynniki te wykazuj¹ powinowactwo do przy-
najmniej dwóch rodzin receptorów zlokalizowanych na
powierzchni komórek: receptory kinazy tyrozynowej oraz
neuropiliny [10]. Dotychczas zidentyfikowano trzy rodza-
je receptorów tyrozynowych (vascular endothelial growth

Tab. 5. The intensity of NRP2
expression taking into account the
histopathological type of ovarian
cancer

Histolopathological
type

1 2/3 Total

n % n % n %

12 18 30
40,00% 60,00% 100,00%

4 6 10
40,00% 60,00% 100,00%

10 11 21
47,62% 52,38% 100,00%

26 35 61
42,62% 57,38% 100,00%

serosum

endometrioides

mucinosum

Total

Statistical analysis: Chi2=0.33; p=0.85

Tab. 5. Nasilenie ekspresji NRP2
z uwzględnieniem typu  histopa-
tologicznego raka jajnika

Typ hist-pat. 1 2/3 Razem

n % n % n %

12 18 30
40,00% 60,00% 100,00%

4 6 10
40,00% 60,00% 100,00%

10 11 21
47,62% 52,38% 100,00%

26 35 61
42,62% 57,38% 100,00%

serosum

endometrioides

mucinosum

Razem

Analiza statystyczna: Chi2=0,33; p=0,85

Tab. 6. The intensity of NRP2
expression taking into account
the stage of histological diversi-
fication of ovarian cancer

Stage of histological
diversification

1 2/3 Total

n % n % n %

7 10 17
41,18% 58,82% 100,00%

19 25 44
43,18% 56,82% 100,00%

26 35 61
42,62% 57,38% 100,00%

G3

G1/G2

Total

Statistical analysis: Chi2=0.02; p=0.89

Tab. 6. Nasilenie ekspresji NRP2
z uwzględnieniem stopnia zróżni-
cowania histologicznego raka jaj-
nika

Stopieñ zró¿nicowania
histologicznego

1 2/3 Razem

n % n % n %

7 10 17
41,18% 58,82% 100,00%

19 25 44
43,18% 56,82% 100,00%

26 35 61
42,62% 57,38% 100,00%

G3

G1/G2

Razem

Analiza statystyczna: Chi2=0,02; p=0,89

DISCUSSION
The network of lymphatic vessels grows by proliferation
and elongation from the centre. Members of the family
of vascular endothelial growth factor are key mediators
in the processes of angiogenesis and lymphangiogenesis
[9]. These factors have an affinity for at least two fami-
lies of receptors located on the surface of cells: tyrosine
kinase and neuropilin receptors [10]. So far three kinds
of tyrosine receptors were identified (vascular endothe-
lial growth factor receptor, VEGFR) VEGFR1 (Flt1),
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factor receptor, VEGFR): VEGFR1 (Flt1), VEGFR2
(Flk1/KDR) oraz VEGFR3 (Flt4). Wszystkie trzy recep-
tory s¹ istotne w procesie powstawania i rozwoju naczyñ
w trakcie embriogenezy, a inaktywacja jednego z genów
koduj¹cych te receptory prowadzi do zaburzeñ rozwoju
sieci naczyñ krwionoœnych i limfatycznych oraz do
œmierci na etapie zarodkowym. Przy³¹czenie czynników
VEGF do receptorów tyrozynowych wywo³uje w nich
zmiany, w³¹cznie z dimeryzacj¹ receptora, która prowa-
dzi do aktywacji kinazy tyrozynowej i autofosforylacji
reszty tyrozynowej. Receptor, który uleg³ fosforylacji
wywo³uje aktywacjê wielu kolejnych substratów, które
koñcowo powoduj¹ przepuszczalnoœæ komórkow¹, migra-
cjê oraz proliferacjê komórek endotelium.

Po pocz¹tkowym ró¿nicowaniu i p¹czkowaniu regu-
lowanym przez j¹drowe czynniki transkrypcyjne (Prox1
i Sox18), nastêpuj¹ce kolejno migracja i wzrost zale¿¹
g³ównie od VEGF-C [11, 12, 13]. VEGF-C przy³¹cza siê
do Flt4, czyli receptora VEGFR3, receptora kinazy tyro-
zynowej, który wystêpuje we wczesnych stadiach tworze-
nia naczyñ limfatycznych [14]. VEGFR3 wydaje siê byæ
przewodnim receptorem dla dzia³añ VEGF-C podczas
rozwoju kapilar limfatycznych [15]. Oprócz VEGFR3,
VEGF-C przy³¹cza siê równie¿ do innych receptorów
takich jak VEGFR2, i koreceptorów jak neuropilina-2,
która jest obecna na naczyniach ¿ylnych i limfatycznych.
NRP2 by³a pocz¹tkowo uwa¿ana za receptor 3 klasy
semaforyn oraz za mediator przewodnictwa aksonalnego
[16].

 Yuan i wsp. badali znaczenie NRP2 w rozwoju
naczyñ i odkryli pewn¹ istotn¹ zale¿noœæ [17]. Utrata
funkcji NRP2 powodowa³a brak lub znaczne ogranicze-
nie rozwoju ma³ych naczyñ limfatycznych i kapilar
w badanych tkankach takich jak: skóra, jelito, serce, prze-
pona i p³uca zarodków mysich. ¯y³y, w których ograni-
czona by³a ekspresja neuropiliny rozwinê³y siê normal-
nie a sieæ kapilar by³a identyczna jak w tkankach z obecn¹
NRP2. Obserwacje badaczy wskazuj¹, ¿e NRP2 ma se-
lektywny wp³yw na rozwój naczyñ limfatycznych i nie
jest niezbêdna w procesie limfangiogenezy a tylko go
modyfikuje. Praca Takashima i wsp.wykaza³a, ¿e myszy
z pozbawionymi funkcji NRP1 i NRP2 umiera³y wcze-
œniej w trakcie rozwoju zarodkowego ni¿ myszy z delecj¹
tylko NRP1 [18]. Spostrze¿enia te dowodz¹, ¿e neuropi-
liny s¹ czynnikami zaanga¿owanymi we wczesny rozwój
naczyñ oraz dowodz¹ niezbêdnoœci obu izoform do pra-
wid³owego funkcjonowania organizmu.

Caunt i wsp. wykazali, ¿e zahamowanie NRP2 mo-
noklonalnym przeciwcia³em, które selektywnie blokuje
wi¹zanie VEGF-C z NRP2 powoduje zredukowanie lim-
fangiogenezy nowotworowej i zmniejszenie liczby prze-
rzutów, co jest odkryciem niezwykle istotnym klinicznie
[19]. Jednak przeprowadzone przez Caunta i wsp. bada-
nia nie wskaza³y dok³adnej roli NRP2 w tworzeniu no-
wych naczyñ limfatycznych.

W badaniach Xu i wsp. wykazano, ¿e zablokowanie
NRP2 swoistym przeciwcia³em lub genetyczna redukcja
poziomu jej ekspresji powoduje wybiórcze zaburzenia

VEGFR2 (Flk1/KDR) and VEGFR3 (Flt4). All three
receptors are important in the formation and development
of blood vessels during embryogenesis, and inactivation
of one of the genes encoding these receptors disturbs the
development of a network of blood and lymphatic ves-
sels, and causes the death at the embryonic stage. Bin-
ding of VEGF factors to tyrosine receptors induces chan-
ges in them, including receptor dimerization, which le-
ads to activation of tyrosine kinase and autophosphory-
lation of tyrosine residue. A receptor which was phospho-
rilated induces activation of many more substrates which
finally cause cell permeability, migration and prolifera-
tion of endothelial cells.

After initial differentiation and budding regulated by
nuclear transcription factors (Prox1 and Sox18), follo-
wing subsequent migration and growth depend mainly on
VEGF-C [11, 12, 13]. VEGF-C is bound to Flt4,
a VEGFR3 receptor, a tyrosine kinase receptor which
occurs at the early stages of formation of lymphatic
vessels [14]. VEGFR3 appears to be a guiding receptor
for VEGF-C activities during development of the lym-
phatic capillaries [15]. In addition to VEGFR3, VEGF-
C is bound to other receptors such as VEGFR2, and co-
receptors such as neuropilin-2, which is present in veins
and lymphatic vessels. NRP2 was initially considered
a receptor belonging to class 3 of semaphorins and
a mediator of axonal conductance [16].

 Yuan and colleagues have studied importance of
NRP2 in the development of blood vessels and found
a significant relationship [17]. Loss of NRP2 functions
led to lack or significant limitation of development of
small lymphatic vessels and capillaries in investigated
tissues, such as: skin, intestine, heart, diaphragm and
lungs of mouse embryos. Veins in which neuropilin
expression was limited developed normally and the ne-
twork of capillaries was identical as in the tissues with
NRP2. Researchers’ observations indicate that NRP2 has
a selective influence on the development of lymphatic
vessels and is not necessary in the process of lymphan-
giogenesis, which it only modifies. Studies by Takashi-
ma et al. showed that mice deprived of NRP1 and NRP2
functions died earlier during embryonic development than
mice with a deletion of only NRP1 [18]. These observa-
tions show that neuropilins are factors involved in the
early development of blood and demonstrate that both
isoforms are necessary for the proper functioning of the
body.

Caunt et al showed that inhibition of NRP2 with a
monoclonal antibody that selectively blocks binding of
VEGF-C with NRP2 reduces cancerous lymphangioge-
nesis and reduces the number of metastases, which is
clinically a very important discovery [19]. However,
studies conducted by Caunt et al have not specified the
role of NRP2 in the creation of new lymphatic vessels.

Studies by Xu et al demonstrated that blocking of
NRP2 using a specific antibody or a genetic reduction in
the level of its expression causes selective disorders of
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kie³kowania naczyñ ch³onnych bez zaburzeñ innych pro-
cesów rozwoju sieci naczyñ uk³ady limfatycznego [20].
Podkreœlono jednak , ¿e zahamowanie procesu kie³kowa-
nia nowych naczyñ wydaje siê byæ skutkiem zaburzenia
pracy koñcowych komórek naczyñ limfatycznych.
W badaniach grup Grigera i Chena obserwowano, ¿e my-
szy nie posiadaj¹ce prawid³owo funkcjonuj¹cego recep-
tora NRP2 s¹ zdolne do ¿ycia i nie wykazuj¹ ¿adnych de-
fektów naczyniowych [21, 22].

Neuropiliny posiadaj¹ krótk¹ domenê wewn¹trzko-
mórkow¹ i jest ma³o prawdopodobne aby funkcjonowa-
³y jako samodzielne receptory. Potwierdzaj¹ to badania
Gluzman-Poltorak i wsp., gdzie nie obserwowano reak-
cji z VEGF w komórkach wykazuj¹cych ekspresjê zarów-
no NPR1 jak i NRP2 oraz z zablokowanymi pozosta³y-
mi receptorami VEGF [23]. W pracy tej wykazano rów-
nie¿ istnienie kompleksów NRP2 i VEGFR1, które mog¹
powstaæ przed przy³¹czeniem VEGF lub te¿ po reakcji
z VEGFR1 jednak nie wyjaœniono tego zjawiska do koñ-
ca. w zacytowanej pracy.Mimo wykazania interakcji
NRP2 z VEGFR1 oraz tworzenia przez nie kompleksów,
ich rola nie jest w chwili obecnej do koñca poznana.

Neuropiliny nie maj¹ mo¿liwoœci zapocz¹tkowania
reakcji przekazywania sygna³ów bez udzia³u innych re-
ceptorów takich jak pleksyny, przezb³onowe receptory
semaforyn czy receptory kinazy tyrozynowej VEGFR1,
2 i 3 w procesie tworzenia naczyñ. Neuropilina-2
i VEGFR3 znajduj¹ siê g³ównie w naczyniach limfatycz-
nych. Alam i wsp. wykazali, ¿e aktywacja VEGFR3
wymaga heterodimeryzacji z VEGFR2, który równie¿
jest obecny w naczyniach ch³onnych [24]. Favier i wsp.
badali rolê neuropiliny-2 w ludzkich pierwotnych ko-
mórkach endotelialnych [25]. Wykazali interakcje NRP2
z VEGFR2 i 3 w sposób zale¿ny od ligandów jak rów-
nie¿ w sposób niezale¿ny. Ponadto wykazano zaobserwo-
wano, ¿e zarówno VEGF-A jak i C indukuj¹ interakcjê
NRP2 z VEGFR2 . To wzajemne oddzia³ywanie korelo-
wa³o z obni¿eniem wartoœci progowej dla fosforylacji
VEGFR2, co daje zwiêkszon¹ wra¿liwoœæ komórek en-
dotelialnych na VEGF-A i C. Ponadto autorzy zwrócili
uwagê na kluczow¹ rolê neuropiliny-2 w optymalnej
fosforylacji VEGFR2 oraz na zwiêkszon¹ prze¿ywalnoœæ
i migracjê komórek endotelialnych, procesów zale¿nych
od VEGF-A i VEGF-C. Natomiast SEMA3F, inny ligand
dla NRP2 zosta³ w cytowanej publikacji skojarzony
z hamowaniem prze¿ycia i migracji tych komórek. Jest
to pierwsza praca dotycz¹ca badañ nad zale¿noœci¹ miê-
dzy NRP2 oraz VEGFR2 oraz VEGFR3.

Pomimo prowadzonych badañ nad rol¹ neuropiliny-
2 w rozwoju naczyñ krwionoœnych i limfatycznych ist-
nieje bardzo niwiele doniesieñ na temat wp³ywu NRP2
na komórki guza nowotworowego.

Ekspresja NRP1 i NRP2 koreluje z rozwojem nowo-
tworu o wiêkszej z³oœliwoœci w przypadku czerniaka, raka
piersi, prostaty, raka jelita grubego oraz raka trzustki [26,
27, 28, 29, 30].

Na podstawie przeprowadzonych badañ i otrzymanych
wyników wykazano bliskie istotnoœci statystycznej ró¿-

sprouting of lymphatic vessels without disruption of other
processes of development of a network of vessels of
lymphatic system [20]. It was stressed, however, that the
inhibition of sprouting of new blood vessels seems to be
caused by disorders of the terminal cells of lymphatic
vessels. In studies of groups by Griger and Chen it was
observed that mice lacking an adequately functioning
NRP2 receptor are viable and show no vascular defects
[21, 22].

 Neuropilins have a short intracellular domain and it
is unlikely that they can function as independent recep-
tors. This is supported by studies of Gluzman-Poltorak
et al, in which there was no reaction with VEGF in cells
indicating expression of both NPR1 and NRP2 and with
other VEGF receptors blocked [23]. This study also
demonstrated the existence of NRP2 and VEGFR1 com-
plexes that be created before binding of VEGF or after
a reaction with VEGFR1. However, this phenomenon was
not filly explained in the quoted study. In spite of demon-
strating the interaction of NRP2 with VEGFR1 and for-
mation of complexes by them, their role is currently not
fully known.

Neuropilins are unable to initiate a reaction of trans-
mitting signals without the involvement of other recep-
tors, such as plexins, transmembrane receptors of sema-
phorins or tyrosine kinase receptors VEGFR1, 2 and
3 in the process of vessel formation. Neuropilin-2 and
VEGFR3 are found mainly in lymphatic vessels. Alam
et al showed that activation of VEGFR3 requires hete-
rodimerization with VEGFR2 which is also present in
lymphatic vessels [24]. Favier et al investigated the role
of neuropilin-2 in human primary endothelial cells [25].
They showed interactions of NRP2 with VEGFR2 and
3 in a ligand-dependent manner, as well as independen-
tly. It was also observed that both VEGF-A and C indu-
ce interaction of NRP2 with VEGFR2. This interaction
was correlated with a reduction of the threshold value
for the phosphorylation of VEGFR2, which results in
increased sensitivity of endothelial cells to VEGF-A and
C. The authors also noted the key role of neuropilin-2
in the optimal VEGFR2 phosphorylation and increased
survival and migration of endothelial cells, which are
processes dependent of VEGF-A and VEGF-C. In con-
trast, SEMA3F, another ligand for NRP2 was associa-
ted in the quoted publication with inhibition of survi-
val and migration of these cells. This is the first study
concerning the relationship between NRP2, VEGFR2,
and VEGFR3.

In spite of the research on the role of neuropilin-2 in
the development of blood and lymphatic vessels, there is
very scant evidence on the impact of NRP2 on tumour
cells.

NRP1 and NRP2 expression correlates with the de-
velopment of a more malignant cancer in melanoma,
breast cancer, prostate cancer, colorectal cancer and
pancreatic cancer [26, 27, 28, 29, 30].

The results obtained from studies showed differences
in the level of expression of NRP2 and the stage of



37Expression of neuropilin-2 in ovarian cancer

1 (15) 2011

nice w poziomie ekspresji NRP2 a stopnirm zaawanso-
wania klinicznego raka jajnika. Nieznacznie czêœciej
dodatni wynik ekspresji wystêpowa³ w stopniu I i II. Nie
stwierdzono istotnego zwi¹zku miêdzy stopniem zró¿ni-
cowania histologicznego nowotworu a poziomem ekspre-
sji NRP2.

Gray i wsp. w swoich badania nad rakiem jelita gru-
bego, wykazali, ¿e neuropilina-2 reguluje wzrost guza i
mo¿e byæ istotnym czynnikiem w terapii celowanej [29].
Istniej¹ doniesienia, gdzie autorzy wykorzystali mysie
przeciwcia³a przeciw NRP2, uzyskuj¹c zapobieganie
powstawaniu przerzutów poprzez zablokowanie rozwoju
naczyñ limfatycznych zwi¹zanych z guzem w modelu
przeklinicznego raka p³uc [31]. Wykazano zwiêkszon¹
ekspresjê neuropiliny-2 w liniach komórek raka trzustki
oraz tkance pobranej z gruczolakoraków trzustki, w po-
równaniu do nab³onka przewodowego trzustki bez
zmian nowotworowych [32]. Zmniejszona ekspresja
NRP2 w liniach komórkowych powodowa³a zwolnienie
wzrostu guza co wskazuje na znaczenie tej glikoproteiny
w terapii celowanej.

W przedstawionych badaniach nie stwierdzono istot-
nych zale¿noœci miêdzy ekspresj¹ neuropiliny-2 a typem
histoligicznym raka janika. Jednak zauwa¿ono nieznacz-
nie czêstsz¹ ekspresjê w przypadku typu œluzowego raka
jajnika.

Yasuoka i wsp. podobnie jak Gray i wsp.wykazali na
podstawie swoich badañ, ¿e zmniejszenie aktywnoœci
NRP2 w komórkach guza mo¿e powodowaæ zmniejsze-
nie liczby przerzutów [29, 33]. Yosuoka i wsp.stwierdzi-
li ponadto, ¿e ekspresja NRP2 by³a odwrotnie proporcjo-
nalna do ca³kowitego prze¿ycia pacjentek. W analizie
wieloczynnikowej, pomimo uwzglêdnienia innych czyn-
ników prognostycznych, ekspresja NRP2 nadal korelowa-
³a z gorszymi wynikami prze¿yæ ca³kowitych. Wyniki te
wskazuj¹, ¿e badana glikoproteina mo¿e okazaæ siê przy-
datnym czynnikiem prognostycznym w raku jajnika.

Prezentowane wyniki badañ mog¹ sugerowaæ brak
istotnej funkcji neuropiliny-2 we wczesnym procesie
limfangiogenezy. Nie oznacza to jednak, ¿e NRP2 nie
odgrywa takiej roli. Byæ mo¿e inne markery oka¿¹ siê
bardziej przydatne do oceny tego procesu.

WNIOSKI
Ocena ekspresji NRP2 , markera limfangiogenezy nie
wykaza³a korelacji z wybranymi cechami klinicznymi
i histopatologicznymi raka jajnika.

ovarian cancer which were close to statistical significan-
ce. Positive result of expression occurred slightly more
frequently in stage I and II. There was no significant
correlation between the stage of histological differentia-
tion of cancer and the level of expression of NRP2.

Gray et al showed in their study of colorectal cancer
that neuropilin-2 regulates tumour growth and may be an
important factor in a targeted therapy [29]. There are
reports that some authors used mouse antibodies against
NRP2, which resulted in prevention of metastases by
blocking the development of lymphatic vessels associa-
ted with tumours in the model of pre-clinical lung can-
cer [31]. An increased expression of neuropilin-2 was
indicated in lines of pancreatic cancer cells and tissue
from pancreatic adenocarcinomas, as compared to duc-
tal pancreatic epithelium without cancerous lesions [32].
Decreased expression of NRP2 in cell lines resulted in
decrease of the speed of tumour growth, which indicates
the importance of this glycoprotein in a targeted therapy.

In the presented studies no significant correlation was
found between the expression of neuropilin-2 and the
histological type of ovarian cancer. However, slightly
more frequent expression was observed in the case of the
mucinous type of ovarian cancer.

Yasuoka et al, like Gray et al demonstrated in their
research that reduction of the activity of NRP2 in tumo-
ur cells may reduce the number of metastases [29, 33].
Yosuoka et al also concluded that the expression of NRP2
was inversely proportional to the overall survival of
patients. In multivariate analysis, despite the inclusion of
other prognostic factors, the expression of NRP2 is still
correlated with worse overall survival results. These
results indicate that the investigated glycoprotein may be
a useful prognostic factor in ovarian cancer.

The presented study results may suggest lack of si-
gnificant features of neuropilin-2 in the early process of
lymphangiogenesis. This does not mean, however, that
NRP2 does not play such a role. Perhaps other markers
will prove more useful for the assessment of this process.

CONCLUSIONS
Evaluation of expression of NRP2, a marker of lymphan-
giogenesis, has not shown correlation with selected cli-
nical features and histopathology of ovarian cancer.
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