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Streszczenie |

Ekspresja antygenu B7H4 i antygenu HLA-G jest zwigzana z ucieczkg komorek raka spod nadzoru immunologicznego, ponie-
waz antygeny te odpowiadaja za ograniczenia aktywnoSci limfocytow cytotoksycznych T i komérek NK. Ich ekspresje wykazano
zarowno w komorkach raka jajnika, jak i w obrebie btony komdrkowej makrofagdw znajdujacych si¢ w mikrosrodowisku raka jaj-
nika. Poniewaz odpowiedz na zastosowane leczenie chirurgiczne i chemioterapi¢ moze zaleze¢ od stopnia zahamowania aktyw-
nosci uktadu odpornosciowego gospodarza, postanowiliSmy zbada¢ immunoreaktywnoS¢ tych antygendw w tkance wznowy raka
jajnika u 17 chorych w zaleznosci od odpowiedzi na zastosowane wezesniej leczenie. Metody: OceniliSmy immunoreaktywnos$¢
antygenéw B7H4 oraz HLA-G w komorkach raka jajnika i w obrebie makrofagéw naciekajacych mikrosrodowisko raka jajnika
w prdbkach tkankowych pochodzacych od 17 chorych. Nastepnie przeprowadziliSmy analiz¢ zmian ekspresji badanych antyge-
now w zaleznosci od odpowiedzi na zastosowane leczenie chirurgiczne i chemioterapic. Wyniki: W naszej pracy zaobserwowa-
liSmy statystycznie znamiennie wigcej makrofagéw B7H4-dodatnich w mikrosrodowisku wznowy raka jajnika w przypadkach,
w ktorych wznowa wystepowata po wezesniejszym leczeniu chirurgicznym i chemioterapii I i I rzutu, w poréwnaniu z przy-
padkami wznowy po leczeniu chirurgicznym i chemioterapii I rzutu. Podobnie w pierwszej grupie obserwowano wyzsza immuno-
reaktywno$¢ antygenu HLA-G. Wnioski: Obecno$¢ w mikrosrodowisku raka jajnika makrofagéw o dziataniu hamujacym uktad
odpornosciowy jest zwigzana z powstaniem hamujacego mikroSrodowiska guza i moze miec zwiazek z odpowiedzig na leczenie.

Stowa kluczowe: HLA-G, B7TH4, wznowa raka jajnika, makrofagi, chemioterapia 9
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Summary |

Introduction: We decided to examine the immunoreactivity of two antigens, B7TH4 and HAL-G, within ovarian cancer
cells and the macrophages that infiltrate the ovarian cancer microenvironment. It is well known that these two antigens
are responsible for the inhibition of both cytotoxic T lymphocytes and NK cells. It has also been suggested that the
response of the patient to applied therapy (surgery and chemotherapy) may be related to the status of the tumor
microenvironment. Certainly, both B7TH4 and HLA-G have been found in the ovarian cancer nest. Methods: We analyzed
the immunoreactivity levels of both B7TH4 and HLA-G on ovarian cancer cells with respect to the number of different
chemotherapy regiments the patient underwent between the first- and second-line surgeries. Additionally, we detected
the immunoreactivity of these two antigens on the macrophages present in the ovarian cancer microenvironment. The
immunoreactivity analysis was performed on tissue samples derived from 17 patients. Result: In our study, we observed
a statistically significantly higher amount of infiltration of B7H4-positive macrophages into the ovarian cancer relapse
microenvironment in those patients who had had more than one type of chemotherapy regiment between surgical pro-
cedures compared to those who had had only one. Likewise, the HLA-G immunoreactivity level was higher in the first
than in the second group. Conclusion: An immunosuppressive ovarian cancer relapse microenvironment, as indicated
by the presence of suppressive macrophages, may be related to the need to supplement the primary chemotherapy.

Key words: HLA-G, B7TH4, ovarian cancer relapse, chemotherapy, macrophages

Coaep:kanue |

Oxkcnpeccrs anturena 57X4 u anturena XJIA-I' cBsi3aHa ¢ BBIXOZOM KJIECTOK paKa C MOJ1 HMMYHOIOTHYECKOTO HabIo-
JICHHUSA, TaK KaK YIOMSHYTBIC AHTUTCHBI OTBEYAIOT 3 YMCHbIICHIE aKTHBHOCTH IUTONOTHYeCKHX TuMporutoB T u Kire-
tok HK. FX BEIpa3uTeIbHOCTH ObLIA MOKa3aHa KaK B KJIETKAX paka SUYHKKA, TaK U B IIPEeNax KIETOYHOH 00010k
Makpo(haroB HAXOJAIIMXCS B MUKPOOKPYKCHUH paka suuHuKa. Tak Kak OTBET Ha MPUMEHEHHE XUPYPTUYCCKOH Teparuu
M XUMHOTEPAIHE MOXET 3aBUCETh OT CTCNEHH YMEHBIICHNS aKTHBHOCTH MMMYHOJIOTHUECKOH CHCTEMBI ,,XO3SMHA”, MBI
TIOCTAHOBIJIH HCCIIEI0BATh HMMYHOPEAKTHBHOCTh YIIOMSHYTBIX AaHTHICHOB B TKAHH PELMINBA paKa sHYHUKA Y 17 Oolb-
HBIX B 3aBHCHMOCTH OT OTBETA HA MIPHMEHSAEMOE PaHblIe JeyeHne. MeToxbl: Mbl OLCHIIH HMMYHOPEAKTHBHOCTD AHTH-
reroB b7X4 u XJIA-T' B kiieTkax paka SHYHHKA H B IpeIenax Makpo(aroB HHOUIBTPHPYIOIINX MHKPOOKPYKEHHE paka
SMYHAKA B KJICTOYHBIX TIPoOax, kotopbie Opauch y 17 OonbHbIX. [locie 3TOro Mbl aHAM3HPOBATH H3MEHEHHS BBIPA3H-
TENBHOCTHU UCCIEYEMBIX aHTHICHOB B 3aBUCHMOCTH OT OTBET Ha PUMEHAEMOE XHPYPrHUECKOE JICUCHHE i XUMHOTEpa-
0. PesyabTarhl: B Hameit pabote Mbl MOTITH HAOMIONATh CTATHCTHYECKH 3HAMCHATEIBHO OOMBIIICE KOMMYECTBO MAKPO-
(aroB B7X4-moNOKUTEIBHBIX B MUKPOOKPY)KCHHH PELINBA PaKa SHYHKMKA B TEX CIyYasx, KOTa PELUIUB MOABISUICS
TI0CJIe PAHHETO XUPYPrUYeCKOro JICYSHUS M XUMHOTeparuy | i 2 IPOCKIMK B CPABHEHHHU CO CITy4asMH PELHNBA MOCIe
XUPYPrUYECKOT0 JICYCHHs M XUMHOTEpanuy | MPOEKIMK. AHAIOTHYHO B TIepBOii rpyme Obliia OTMeYeHa Oonee BhICOKast
MMMyHopeakTHBHOCT aHTHTeHa XJIA-I. BeiBoabl: Hamimune B MUKpOOKPYKEHHH paka HYHAKA Makpo(haros, KOTo-
PBIE BIUSIOT TOPMO3AIIE HA IMMYHOJIOTHYECKYIO CHCTEMY, CBS3aHO ¢ 00pa30BaHMEM MPOIECCa TOPMO3SIIEr0 pa3BUTHE
B MHKPOOKPY/KCHHH ONYXOJIH M MOKET HMETh CBS3b C OTBETOM OPraHH3Ma Ha MPUMEHAEMOE JICUCHIE.

Karouessie cioBa: XJIA-T, B7X4, peuuaus paka sudHuka, MakpoQaru, XuMHOTEPAITIs

WPROWADZENIE

leczeniu raka jajnika coraz czeSciej stosuje si¢ im-

munoterapi¢”. Klasyczne metody leczenia przeciw-

nowotworowego, ktorych podstawa w raku jajnika sg
leczenie chirurgiczne i chemioterapia, nie we wszystkich przy-
padkach dajg zadowalajace rezultaty. Rak jajnika nadal nalezy
do nowotwordw o najgorszym rokowaniu, gdyz z jednej stro-
ny 75% chorych jest zdiagnozowanych w zaawansowanym sta-
dium (FIGO 1IL, 1V), a z drugicj u 40-50% pacjentek pomi-
mo uzyskania kompletnej remisji po leczeniu chirurgicznym
i chemioterapii I rzutu pojawia si¢ wznowa®?. Jednym z pro-
cesow warunkujacych powstanie wznowy raka jajnika jest za-
hamowanie odpowiedzi uktadu odporno$ciowego gospoda-
rza skierowanej przeciw komorkom raka - ucieczka komorek
raka spod nadzoru immunologicznego. Wydaje si¢ wigc zrozu-

10 miale, ze standardowa terapia sktadajaca si¢ jedynie z leczenia

INTRODUCTION

varian cancer is a type of neoplasm for which the role

of adjuvant immunotherapy has now been clearly esta-

blished™. Classic types of anticancer therapy based on
surgery and chemotherapy seem to be insufficient in the treat-
ment of ovarian cancer. Furthermore, ovarian cancer still re-
mains one of the most fatal types of neoplasms because, on the
one hand, 75% of patients are not diagnosed until advanced
FIGO stage III or IV, and, on the other hand, 40 to 50% of pa-
tients who achieve complete remission following cytoreductive
surgery and standard adjuvant chemotherapy will eventually
relapse and develop a chemotherapy-resistant form of the dis-
case®?. As the appearance of ovarian cancer relapse is directly
linked with the suppression of the host immune system, we be-
lieve that the standard therapy consisting only of surgery and
chemotherapy should be supplemented by the application
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chirurgicznego i chemioterapii powinna zosta¢ uzupetniona
o elementy terapii molekularnej (np. immunoterapii). Chociaz
wiedza na temat sposobu, w jaki komorki raka unikajg odpo-
wiedzi ukfadu odpornoSciowego, jest szeroka, wcigz nie ma
wykfadnikow stopnia zahamowania uktadu odpornosciowego
gospodarza, ktore mozna by wykorzystac do diagnostyki oraz
do wykazania koniecznosci immunoterapii. Nieznany jest tez
test diagnostyczny, ktorego wynik pomogtby wybra¢ optymal-
ny moment rozpoczecia tego rodzaju leczenia. Ostatnio coraz
wicksze zainteresowanie wzbudza nie tylko sam guz i zachodza-
ce w nim zmiany, lecz takze mikroSrodowisko rozwijajacego si¢
raka. W jego obrebie gromadza sie komdrki, np. makrofagi czy
tez fibroblasty, ktdre rozpoczynajg wspotprace z rozwijajacym
si¢ guzem. Moga one bra¢ udziat w zahamowaniu odpowiedzi
cytotoksycznej ukfadu odpornosciowego skierowanej przeciw
guzowi zamiast wspomagac t¢ odpowiedz”. Dlatego w naszej
pracy, badajac mechanizmy zwigzane z niepowodzeniem lecze-
nia, skoncentrowaliSmy si¢ na makrofagach znajdujacych si¢
w mikroSrodowisku raka jajnika. Powstanie hamujacego profilu
mikro§rodowiska guza jest zwigzane z nagromadzeniem wo-
kot guza biatek i komorek, ktore charakteryzujg si¢ zdolno-
$cig do hamowania odpowiedzi uktadu odpornoSciowego. Do
tych komorek nalezg przede wszystkim limfocyty regulatoro-
we T (Treg)*?. Kryczek i wsp. wykazali, ze do takich komé-
rek mozna zaliczy¢ takze makrofagi, w ktorych bionie komor-
kowej znajduje si¢ antygen B7H4®. Ten antygen jest obecny na
komorkach raka, a jego rozpuszczalna postac zostata zidenty-
fikowana zaréwno w mikroSrodowisku guza, jak 1 w surowicy
krwi chorych na rézne nowotwory ztoliwe ™. Do bialek two-
rzacych hamujacy profil mikrosrodowiska raka zalicza si¢ row-
niez nieklasyczny antygen zgodnosci tkankowej HLA-G. Wy-
kazano jego obecno$¢ zarowno w obrebie btony komorkowej
komorek raka, jak i znajdujacych si¢ w ich sasiedztwie makro-
fagow!!®. HLA-G dodatnic makrofagi zostaly znalezione
w raku jajnika, ale nie badano dotychczas zwiazku pomiedzy
ich obecnoscig a niepowodzeniem leczenia!®!>!¥. Obydwa an-
tygeny: BTH4 i HLA-G, biorg udziat w hamowaniu komorek
cytotoksycznych uktadu odpornoSciowego i sq odpowiedzialne
za ucieczkg guza spod nadzoru immunologicznego!'**!. Na
przyktadzie r6znych nowotworéw wykazano, ze rodzaj nacieku
z komorek ukfadu odpornoSciowego do mikroSrodowiska tych
guzow i stopien aktywnosci tych komorek uktadu odpornoscio-
wego moze mie¢ wptyw na odpowiedZ na zastosowane lecze-
nie"®2%, Ostatnio Garnett i wsp. wykazali, ze wyniki leczenia
wydajg sie lepsze, kiedy chemioterapi¢ potaczymy z modulacjg
odpowiedzi immunologicznej®. Dlatego tez zdecydowalismy
si¢ zbada¢ immunoreaktywno$¢ antygenu B7H4 i antygenu
HLA-G w ognisku raka jajnika i jego mikroSrodowisku w za-
leznosci od odpowiedzi na zastosowane leczenie.

MATERIALY I METODY
PACJENCI
W naszej pracy zgromadziliSmy probki tkankowe pochodzace

od 17 chorych leczonych chirurgicznie z powodu wznowy raka
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of molecular therapy (e.g. immunotherapy) as this type of ther-
apy modifies the activity of immune cells and hence can prove
more effective”. The cancer microenvironment is dominated by
a suppressive profile; it consists of suppressive cells and other
factors (e.g. cytokines) responsible for the selective suppression
of host cytotoxic immune cells. The growing tumor thus mod-
ifies its own microenvironment™, and for this reason, we have
decided to focus on the ovarian cancer microenvironment in
order to try to control the immune cells that infiltrate it. For one
thing, the recruitment of Treg cells to the microenvironment
allows tumor cells to evade immune surveillance®. The develop-
ment of this phenomenon, however, requires more than just the
recruitment of T regulatory cells. Indeed, Kryczek et al. have
recently described the presence of suppressive macrophages in
the ovarian cancer tumor microenvironment®. Such cells are
characterized by the expression of the B7H4 antigen, and these
molecules in turn are a crucial factor in the process of sup-
pressing immune cytotoxic cells. The B7H4 antigen is present
on cancer cells”, and the soluble form has been identified in
both the tumor microenvironment and in the blood sera of pa-
tients suffering from various types of cancers, including ovari-
an carcinoma®. In order to form, the suppressive profile of
the cancer microenvironment also needs HLA-G-positive mac-
rophages. These have been identified in cases of neuroblastoma
tumor, and Menier has observed HLA-G-positive immune
cells infiltrating the ovarian cancer microenvironment'%!0,
but so far HLA-G-positive macrophages have not been found
within the ovarian cancer relapse microenvironment. Moreover,
HLA-G antigens were identified on ovarian cancer cells*!>1¥
while the soluble forms of HLA-G were discovered in the peri-
toneal fluid and blood sera of patients suffering from ovarian
cancer'?. Both BTH7 and HLA-G antigens participate in the
suppression of cytotoxic immune cells and are responsible for
the evasion of immune surveillance by cancer cells!!1+17.
In ovarian carcinomas and in other types of cancerous tumors,
such as breast, prostate, pancreatic, and cervical cancers, it has
been demonstrated that both immune cell infiltration and the
degree of activity of these cells (which is a result of the intensi-
ty of the suppressive profile of the tumor) tend to be linked to
treatment results$2%. Furthermore, Garnett et al. have recent-
ly shown that the outcome tends to be better when chemother-
apy treatment is accompanied by the modulation of the im-
mune response™. Based on this result, we may speculate that
the status of the microenvironment influences the success of
the cancer treatment, and we have therefore decided to evalu-
ate the immunoreactivity of B7H4 and HLA-G in its microen-
vironment with respect to the type of chemotherapy undergone
most recently by the patient.

MATERIALS AND METHODS
PATIENTS
In our study, we collected tissue samples from 17 patients dur-

ing surgery for ovarian cancer relapse. Those patients were
then divided into 2 groups according to the number of different
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jajnika. Pacjentki te zostaty wtdrnie podzielone na dwie gru-
py w zaleznoSci od wezeSniejszego przebiegu chemioterapii.
Pierwsza grupa skladata si¢ z 9 pacjentek, u ktorych wznowa
pojawita si¢ po wezeSniejszym uzyskaniu petnej remisji, do kto-
rej doprowadzono po zastosowaniu catkowitej cytoredukeji chi-
rurgicznej i chemioterapii [ rzutu (paklitaksel i cisplatyna). Do
drugiej grupy zakwalifikowano 8 chorych, u ktorych do osia-
gni¢cia remisji konieczne bylo zastosowanie dodatkowo che-
mioterapii II rzutu (gemcytabina albo pegylowana liposomal-
na doksorubicyna). Srednio wznowa zostala zdiagnozowana
24miesigce (+20) popierwotnymleczeniu chirurgicznym. Le-
czenie chirurgiczne 1 chemioterapi¢ przeprowadzono w Klinice
Ginekologii Onkologicznej UJCM w Krakowie, w latach 2000-
-2008. Na przeprowadzenie programu badawczego uzyskano
zgode Komisji Bioetycznej UJ (DK/KB/CM/0031/4472010).
Charakterystyka chorych zostata przedstawiona w tabeli 1.

BARWIENIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE

Barwienia immunohistochemiczne zostaty wykonane recznie
w Zaktadzie Patomorfologii UJCM, przy zastosowaniu Ultravi-
sion LPValue Detection System (Thermo Scientific, Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, USA). W celu uwidocznienia pro-
duktow reakcji zostat uzyty DAB+chromogen (DAKO, Carpin-
teria, CA, USA), z inkubacja preparatow przez 10 min w tempe-
raturze pokojowej; uzyskano ztocisto-brazowe zabarwienie przy
pozytywnej reakcji. W koficowym etapie wybarwiono skrawki
hematoksyling Meyera i nakryto przy uzyciu glycerozelu. Jako
pozytywna kontrola postuzyly wycinki z raka przewodowego
piersi dla B7H4, fozyska dla HLA-G. W celu uzyskania kon-
troli negatywnej wykonano barwienia immunohistochemiczne
dla obu antygendw, wedtug tej samej procedury co dla bada-
nych skrawkow, ale z pominigciem pierwotnego przeciwciata.
Wycinki tkankowe (pojedynczy w kazdym przypadku) do bar-
wieft immunohistochemicznych wyselekcjonowano po ocenie
wszystkich preparatow (rutynowo barwionych hematoksyling
i eozyng) sporzadzonych z chirurgicznego materiatu, utrwa-
lonego w 10-procentowym roztworze buforowanej formaliny.
Kryterium doboru wycinkéw stanowity ich odpowiednia jakos§¢
i obecnoS¢ utkania obu komponentow — raka i podscieliska.
W 4-mikrometrowych skrawkach sporzadzonych z kazdego wy-
branego wycinka wykonano barwienia immunohistochemiczne
antygenow B7H4 i HLA-G w r6znych komponentach utkania
(fatwo identyfikowalnych ze wzgledu na ich typowa morfolo-
gie): fibroblastach podscieliska, komorkach raka, komorkach
odczynowego nacieku zapalnego — limfocytach, plazmocy-
tach, makrofagach. Skrawki, skrojone na silanizowane szkietka,
po przygotowaniu i odmaskowaniu antygenu (prze$wietlenie
w EDTA przez 30 min), inkubowano z pierwotnym mysim prze-
ciwcialem monoklonalnym - Anti-HLA-G (Clone MEM-G/1;
MBL Medical & Biological Laboratories CO., LTD., Naka-ku
Nagoya, Japan), w rozcieficzeniu 1:50, w wilgotnej komorze,
w temperaturze pokojowej przez 30 min. Skrawki do barwie-
nia B7H4, przygotowane podobnie jak do barwienia HLA-G
(m.in. trzykrotna inkubacja po 15 min w mieszaninie nadtlen-

12 | ku wodoru z absolutnym metanolem w celu zablokowania

Leczenie chirurgiczne Leczenie chirurgiczne
i chemioterapialrzutu | i chemioterapia lill rzutu
Chemotherapy after Chemotherapy after
primary debulking <2 primary debulking >2
Liczba chorych 9 8
No. of patients
Wiek, mediana (IQR) 63(9) 54(15)
Age, median (IQR)
Stopieri ztosliwosci histologicznej
Tumor grade
1 - 3(37,5%)
2 5 (44%) 3(37,5%)
3 4(55%) 2(25%)
Typ histologiczny
Histology
Surowiczy 6 (66%) 4(50%)
Serosus
Endometrioidalny - 1(12,5%)
Endometrioid
Sluzowy 2(22%) 1(12,5%)
Adenocarcinoma
Niezrdznicowany 1(11%) 2(25%)
Mixed
FIGO
FIGO stage
Hi 2(22%) 3(37,5%)
M-V 7(77%) 5(62,5%)
(A-125, $rednia U/ml (SD) | 231,8 (245,5) 313,3(386,6)
(A-125, mean U/mL (SD)
QR - rozstep kwartylowy; SD - odchylenie standardowe.
IQR — interquartile range; SD — standard deviation.

Tabela 1. Kliniczna charakterystyka chorych
Table 1. Clinical characteristics of patients

chemotherapy programs undergone prior to the second surgery.
The first group consisted of 9 patients who were given only one
intravenous taxane and platinum chemotherapy whereas 8§ pa-
tients from the second group underwent more than one type of
chemotherapy regiment (taxane and platinum constitutes a first-
line chemotherapy while gemcitabine or pegylated liposomal
doxorubicin would represent a second-line treatment). The mean
time interval between the primary debulking and the secondary
surgery was 24.5 (SD 20.0) months. Both the surgery and the
chemotherapy treatment were administered in the Department
of Gynecology, Obstetrics and Oncology of the Jagiellonian Uni-
versity Medical College between 2000 and 2008. The patients’
characteristics are detailed in table 1. There were no statisti-
cally significant differences in age or in clinicopathological fea-
tures between the two groups of patients. The patient’s consent
was obtained in each case. Prior to the present study we also
obtained the approval of the Jagiellonian University Ethical Com-
mittee for our research program (DK/KB/CM/0031/4472010).

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Immunohistochemical analysis was performed manually in the
Pathomorphology Department of the Jagiellonian University
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endogennej peroksydazy), poddano odmaskowaniu antygenu,

stosujac 10 mM bufor cytrynianowy, pH 6,2, a nastepnie in-

kubacji z pierwotnym przeciwciatem — B7-H4 Antibody, rabbit
polyclonal, Abbiotec, LLC, San Diego, CA, USA, Catalog No.

259473 (for research only), w rozcieficzeniu 1:100, w wilgotnej

komorze, w temperaturze pokojowej przez 1 godz. Wyniki reak-

¢ji zostaly ocenione potiloSciowo przez doSwiadczonego patolo-
ga (K.G.) jako procent pozytywnych komorek raka i przecigtna
liczba pozytywnych makrofagéw na 1 hpf (duze pole widze-
nia - high power field; powickszenie obiektywu x40, mikroskop

Nikon Eclipse 50i) dla kazdego antygenu. W kazdym przypad-

ku oceniano caty skrawek (co najmniej 10 duzych pdl widzenia

- hpf). Zastosowano nastepujace skale do oceny wynikow

reakcji immunohistochemicznych dla obu antygendw:

¢ dla makrofagow: 0 (brak ekspresji) — brak lub tylko pojedyn-
cze makrofagi (ponizej 1/1 hpf) w catym wycinku; +1 (staba)
- 1-2 makrofagi/l hpf, +2 (umiarkowana) - 3-5 makrofa-
gow/1 hpt, +3 (silna) - powyzej 5 makrofagow/1 hpf;

e dla komdrek raka: 0 (brak ekspresji) — reakcja pozytywna
w mniej niz 1% komorek raka, +1 - 1-10% komorek raka
pozytywnych , +2 — ekspresja w 11-30% komorek raka, +3
- 31-60%, +4 - powyzej 60% komorek raka z ekspre-
sja antygenu.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Do analizy statystycznej zastosowano test Manna-Whitneya,
po wezesniejszym sprawdzeniu rozktadu badanych zmien-
nych i stwierdzeniu braku rozkfadu normalnego analizowa-
nych zmiennych.

WYNIKI
IMMUNOREAKTYWNOSC B7H4

Immunoreaktywno$¢ BTH4 zostata potwierdzona w 90% przy-
padkow wznowy raka jajnika w grupie I oraz w 91% przypad-
kow w grupie II. Znamiennie wyzszg immunoreaktywnos¢
B7H4 stwierdzono w komorkach raka pochodzacych z grupy II
(rys. 1A).

B7H4-pozytywne makrofagi zostaly znalezione we wszyst-
kich przypadkach wznowy raka niezaleznie od wczesniejszego
przebiegu leczenia. Statystycznie znamiennie wi¢cej makrofa-
gow z potwierdzong immunoreaktywnoscig B7H4 znaleziono
w tkankach wznowy raka jajnika z grupy II (rys. 1B).

IMMUNOREAKTYWNOSC HLA-G

Obecnos¢ antygenu HLA-G zostata potwierdzona we wszyst-
kich przypadkach z grupy I i II. Poziom immunoreaktywno-
$ci HLA-G w komorkach raka jajnika z grupy I byt znaczaco
nizszy niz wsrdd pacjentek z grupy II, jakkolwiek roznice te nie
byly istotne statystycznie (rys. 2A).

Antygen HLA-G obserwowano na powierzchni makrofa-
gow we wszystkich przypadkach wznowy raka jajnika z grupy
I'i grupy II. Naciek zawierajacy HLA-G-dodatnie makrofagi

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2011, 9 (1), p. 9-17

with the application of the Ultravision LPValue Detection Sys-
tem (Thermo Scientific, Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA). For visualization of reaction products DAB-+chromogen
(DAKO, Carpinteria, CA, USA) (gold-brown color of the fi-
nal product) was used for 10 min at room temperature. Sec-
tions were then counterstained with Meyer’s hematoxylin and
mounted in glycerogel.

As a positive control for B7H4, a ductal breast cancer specimen
was used; for HLA-G immunostaining, a section from the placen-
ta was used. Both stainings were performed with the same proce-
dures but without the primary antibodies as negative controls.
Adequate paraffin blocks for immunohistochemical stainings
were selected after microscopically analyzing the entire surgi-
cal material routinely stained by hematoxylin-eosin (former-
ly fixed in 10%-solution of buffered formalin and routinely
processed to paraffin blocks) in each case. Both the carcino-
ma infiltrates and the stroma were present in the blocks se-
lected. Four-micrometer slides from each case were stained to
visualize the expression of B7TH4 and HLA-G in various com-
ponents including cancer cells, stromal cells (fibroblasts), and
the cells of the inflammatory infiltrate reactive to cancer infil-
tration, such as lymphocytes, plasma cells, and macrophages
(the different cell lines of the inflammatory infiltrate were easily
identified by morphology).

The sections cut and placed on organosilane-pretreated
slides were submitted to immunohistochemical assay for the
Anti-HLA-G (Clone MEM-G/1; MBL Medical & Biological
laboratories CO., LTD., Naka-ku Nagoya, Japan) mouse mono-
clonal antibody, in dilution 1:50. For antigen retrieval, the sec-
tions were immersed in EDTA for 30 min. The slides were then
incubated with the primary monoclonal antibody for HLA-G in
a humidified chamber for 1 hour at room temperature.

The slides for B7TH4 staining were prepared as above (also using
3 successive incubations of 15 min each in hydrogen peroxide
plus absolute methanol to block endogenous peroxidase and
an application of 3% low-fat dried milk diluted 1:100 in PBS
to perform nonspecific binding), but for antigen retrieval the
sections were immersed in 10 mM sodium citrate buffer, pH
6.2. The B7-H4 Antibody, rabbit polyclonal — Abbiotec, LLC,
San Diego, CA, USA, Catalog No. 259473 (for research only)
was applied in dilution 1:100. Finally, the slides were incubated
with the primary monoclonal antibody in a humidified cham-
ber for 1 hour at room temperature.

A semi-quantitative interpretation of the immunohistochemi-
cal results was carried out by an experienced pathologist. An
average number of B7H4- and HLA-G-positive macrophag-
es (identified morphologically) per one hpf (high power field
- objective magnification x40, Nikon Eclipse 50i Microscope)
and percentage of immunopositive carcinoma cells were cal-
culated. The macrophages and cancer cells were evaluated in
entire slides (at least ten hpfs in each case). The reaction was
classified according to the number of positive macrophages as
follows: none (0) - no or single macrophages in the entire spec-
imen (below one per one hpf), weak (+1) - 1-2 macrophages
per one hpf, moderate (+2) - 3-5 macrophages per one hpf,
strong (+3) — more than 5 macrophages per one hpf.
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Rys. 1. Poréwnanie immunoreaktywnosci antygenu B7H4 w komdrkach wznowy raka jajnika (A) oraz w obrebie makrofagow naciekajgcych
mikrosrodowisko raka jajnika (B) w nastepujgcych grupach chorych: i) grupa I — chore, u ktdrych obserwowano pelng remisje po le-
czeniu chirurgicznym i chemioterapii I rzutu, ii) grupa Il — chore, u ktorych do wywolania remisji niezbedne bylo wigczenie chemiote-

rapii Il rzutu

Fig. 1. The comparison of the B7H4 immunoreactivity on ovarian cancer cells (A) and on macrophages infiltrating the ovarian cancer relapse
microenvironment (B) derived from those patients who were given first-line chemotherapy only (group I) and from those in the second group
(group II) who underwent more than one type of chemotherapy regiment as a second-line treatment

byt znaczaco wigkszy w probkach tkanek pochodzacych od
chorych z grupy II, jednak ta réznica nie byfa znamienna sta-
tystycznie (rys. 2B).

OMOWIENIE

W naszej pracy zaobserwowaliSmy statystycznie znamien-
nie wi¢cej makrofagdw B7H4-dodatnich w mikroSrodowisku
wznowy raka jajnika u chorych, u ktorych wezesniejszy prze-
bieg leczenia wymagat zastosowania chemioterapii II rzutu

w
=

=~

w

n Mediana
Median

—_

Immunoreaktywnos¢ HLA-G w obrebie makrofagéw

HLA-G immunoreactivity on macrophages
N

I Mediana +1
Median +1

o

Grupal Grupall
Group | Group Il

The immune-expression of B7TH4 and HLA-G in carcinoma
cells was graded according to the following scale: 0 - positivity
in <1% of the neoplastic cells, +1 - 1-10%, +2 - 11-30%, +3
-31-60%, +4 - >60%.

STATISTICAL ANALYSIS
The distribution of variables in the study groups of women

checked with the use of the Shapiro-Wilk test showed that each of
the women was different from normal. The statistical significance
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Rys. 2. Porownanie immunoreaktywnosci HLA-G w komdrkach wznowy raka jajnika (A) oraz w obrebie makrofagow naciekajgcych mikrosro-
dowisko raka jajnika (B) w nastepujqcych grupach chorych: i) grupa I - chore, u ktérych obserwowano pelng remisje po leczeniu chirur-
gicznym i chemioterapii I rzutu, i) grupa Il — chore, u ktorych do wywolania remisji niezbedne byto wlgczenie chemioterapii Il rzutu

Fig. 2. The comparison of the HLA-G immunoreactivity on ovarian cancer cells (A) and on macrophages infiltrating the ovarian cancer relapse
microenvironment (B) derived from those patients who were given first-line chemotherapy only (group ) and from those in the second group
(group 11) who underwent more than one type of chemotherapy regiment as a second-line treatment
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do uzyskania remisji, w pordwnaniu z tymi chorymi, u ktérych
catkowitg remisje uzyskano po chirurgicznej cytoredukeji i che-
mioterapii [ rzutu.

Oznaczanie stezenia B7TH4 w surowicy krwi zostato zapro-
ponowane jako jedno z badafn prawdopodobnie przydat-
nych w monitorowaniu progresji raka jajnika”. Wykazano,
ze BTH4 moze znalez¢ zastosowanie do rozrdznienia zto-
Sliwych 1 tagodnych guzow jajnika. Moze rdwniez odzwier-
ciedla¢ stopiefi cytoredukeji chirurgicznej®. Jednak do-
tychczas nie zaproponowano, by B7TH4 mdgt samodzielnie
stanowi¢ czynnik predykcyjny odpowiedzi na chemiotera-
pic®. W naszej pracy ekspresja antygenu B7H4 byta ob-
serwowana nie tylko na komorkach guza, ale takze w jego
mikro§rodowisku, a w szczegélnosci na naciekajacych go
makrofagach. Juz w 2006 roku Kryczek i wsp. stwierdzili, ze
B7H4-pozytywne makrofagi sa obecne w mikroSrodowisku
raka jajnika i moga by¢ odpowiedzialne za ich ucieczkg spod
nadzoru immunologicznego'®. Dodatkowo wykazano, ze
ekspresja B7TH4 na komdrkach raka wigze si¢ ze zwigkszong
apoptoza naciekajacych podscielisko guza komdrek cytotok-
sycznych uktadu odporno$ciowego®?. Najprawdopodobnie;
B7H4-dodatnie makrofagi w mikroSrodowisku raka jajnika
moga wplywa¢ hamujaco na komorki cytotoksyczne tam sig
znajdujace, co moze mie¢ odzwierciedlenie w odpowiedzi na
leczenie. Garnett i wsp. dowiedli, ze gdy leczenie chemio-
terapeutykami zostanie potaczone z modulacjg odpowie-
dzi ukfadu odpornoSciowego, to wynik takiej terapii jest lep-
szy®. W naszej pracy wykazaliSmy, ze pacjentki, ktore lepicj
odpowiedzialy na chemioterapig, w przypadku wznowy mia-
ty znacznie mniej B7TH4-dodatnich makrofagow. Nasze wy-
niki wydaja sie potwierdza¢ obserwacje Chenga i wsp., kto-
rzy wykazali, iz antygen B7TH4 nie tylko wiaze si¢ ze ztosliwg
przemiang komorek nabtonkowych jajnika, lecz takze odpo-
wiada za supresje komdrek cytotoksycznych uktadu odpor-
nosciowego®®. Ochrona komdrek nowotworowych przed
atakiem komorek uktadu immunologicznego jest realizowa-
na nie tylko przez ekspresj¢ BTH4, lecz takze przez ekspre-
sje antygenu HLA-G, ktory chroni komorki raka przed lizg
ze strony komorek NK. Wykazano, ze wraz z progresja
raka jajnika ro$nie ekspresja HLA-G w obrebie guza''? i jest
zwigzana ze ztym rokowaniem?. Stezenia sHLA-G w ply-
nie otrzewnowym kobiet chorujacych na raka jajnika byty
statystycznie znamiennie wyzsze niz w guzach nieztosliwych
jajnika"?. W przypadkach zlosliwych guzow jajnika Menier
i wsp. zaobserwowali HLA-G-pozytywne komorki uktadu
immunologicznego?. Z kolei Pistoia zasugerowal, ze eks-
presja HLA-G na makrofagach w mikroSrodowisku nowo-
twordw zfoSliwych to cecha charakterystyczna dla fenotypu
M2 tych komdrek!V, a jest to fenotyp charakterystyczny dla
komorek wspomagajacych rozwdj guza. Dodatkowo Menier
i wsp. wykazali, ze terapia bazujaca na modulacji ekspre-
sji HLA-G moze polepszy¢ wyniki leczenia raka jajnika. Po-
dobnie w naszej pracy zaobserwowaliSmy, ze mniejszy na-
cick HLA-G-dodatnich makrofagow do mikroSrodowiska
wznowy raka jajnika wystepowat u chorych, ktore weze$niej
lepiej odpowiedzialy na zastosowane leczenie.
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between the two groups was determined by the Kruskal-Wallis
test, one-way analysis of variance by ranks. The Mann-Whitney
U test was then used as applicable. All statistical analyses were
carried out with the Statistica 8.0 software program. A p value
<0.05 was considered indicative of statistical significance.

RESULTS

B7H4 IMMUNOREACTIVITY

B7H4-immunopositive ovarian cancer cells were revealed in
90% of the cases of patients who obtained first-line chemo-
therapy (group I) and in 91% of the cases that required more
than one type of chemotherapy regiment (group II). More sig-
nificantly, these B7H4-positive cells were observed within the
cancer lesions derived form the patients in group II (fig. 1A).
B7H4-immunopositive macrophages were found in all of the cas-
es of cancer relapse that followed first-line chemotherapy and in
all the cases of cancer relapse that followed more than one type
of chemotherapy regiment. More significantly, a higher number
of these macrophages were observed in the tissue samples de-
rived from patients from group II than in those from group I,
and the differences were statistically significant (fig. 1B).

HLA-G IMMUNOREACTIVITY

HLA-G immunopositive ovarian cancer cells were observed in
90% of the cases of patients who obtained first-line chemo-
therapy. HLA-G-positive ovarian cancer cells were also found
in all the cases consisting of patients who had undergone more
than one type of chemotherapy. Moreover, the immunoreactiv-
ity level of HLA-G in the ovarian cancer cells from group [ was
significantly lower than that from group II; however, these dif-
ferences were not statistically significant.
HLA-G-immunopositive macrophages were observed in all of
the cases of cancer relapse that followed first-line chemothera-
py and in all of the cases of cancer relapse that followed more
than one type of chemotherapy regiment. The infiltration of
HLA-G positive macrophages into the ovarian cancer relapse
microenvironment was more significant in the tissue samples
derived from the patients treated with more than one type of
chemotherapy regiment (fig. 2B).

DISCUSSION

In our study, we observed a statistically significantly higher in-
filtration of B7TH4-positive macrophages into the ovarian cancer
microenvironment in the patients who had had more than one
type of chemotherapy regiment between surgical procedures.

To our knowledge, this is the first investigation to focus on
B7H4- and HLA-G-positive macrophages within the ovarian
cancer relapse microenvironment.

The detection of B7H4 concentration in blood sera is probably
clinically applicable as a possible serologic diagnostic marker for
ovarian cancer". Simon et al. have shown that B7H4 may be used
to discriminate malignant from benign ovarian tumors® as the
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WNIOSKI

Obecnos¢ w mikroSrodowisku raka jajnika makrofagdw o dzia-
taniu hamujacym ukfad odpornoSciowy moze mie¢ zwigzek
z odpowiedzig na leczenie.
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B7H4 level corresponds to the debulking success, grading, and
stage of the ovarian cancer case’®”. Additionally, Zheng et al. have
proposed that B7TH4, along with hK6, hK7 and hK11, may, as an
effective predictor of cancer progression at 5 years, be a candi-
date for a panel biomarker®. Although in that study, B7H4 alone
was not sufficient to predict the response to chemotherapy®, in
our present study the expression of B7TH4 in ovarian cancer cells
was lower in the group of patients who responded more positive-
ly to chemotherapy. Moreover, it has recently been postulated that
the B7TH4 gene may be useful as a diagnostic therapeutic mark-
er®, This is because B7H4 has been observed not only on tu-
mor cells, but also in the tumor microenvironment and, particu-
larly, on infiltrating immune cells. Kryczek et al. have furthermore
demonstrated that BTH4-positive macrophages are present in the
microenvironment of ovarian cancer and are responsible for their
evasion from immune surveillance®. Additionally, Miyatake et al.
have shown that the presence of B7H4 expression on cancer cells
is related to the increased apoptosis of infiltrating tumor stroma
immune cells such as CD3 and CD8 positive cells®. Most like-
ly, B7TH4-positive macrophages are responsible for the suppres-
sion of immune cytotoxic cells in the ovarian cancer microenvi-
ronment that may be linked with the appearance of cancer relapse.
Although there is a lack of direct evidence in the literature that the
response to chemotherapy is related to the degree of suppression
of the immune cells in the tumor microenvironment, Garnett et al.
have found that when chemotherapy treatment is accompanied
by the modulation of the immune response, the outcome tends
to be better®. In our study, the patients who responded better
to chemotherapy later in ovarian cancer relapse had lower infil-
tration levels of B7H4-positive suppressive macrophages. Our re-
sults would seem to support the observation of Cheg et al. who
have demonstrated that B7TH4 is not only associated with the ma-
lignant transformation of ovarian epithelial cells, but is also re-
sponsible for the suppression of cytotoxic immune cells®. The
protection of cancer cells from immune attack is realized not just
by B7TH4 expression, but by HLA-G tumor expression as well. Lin
et al. have shown that ovarian cancer cells that are HLA-G-pos-
itive are protected from NK cytolysis!¥. Moreover, a higher lev-
el of HLA-G immunoreactivity in ovarian tumors is linked with
a higher tumor grade and stage"”, and HLA-G has not been iden-
tified in the normal ovary™?. More generally, HLA-G immunore-
activity in ovarian cancer is related to a poorer prognosis for the
case™. The concentration levels of SHLA-G in the peritoneal flu-
id of women suffering from ovarian tumors were statistically sig-
nificantly higher when the tumors were malignant compared to
the levels found when the tumors were benign''?. In cases of ma-
lignant ovarian tumors, Menier et al. have observed HLA-G-pos-
itive immune cells"” while Pistoia et al. have posited that HLA-G
expression on macrophages is related to the development of
suppressive macrophages among TAM (tumor-associate mac-
rophages)"'". In our study, the presence of HLA-G-positive mac-
rophages observed in the cases of ovarian cancer relapse would
therefore seem to be linked with both these phenomena. Addition-
ally, Menier has posited that therapy based on the modulation of
HLA-G expression may improve the outcome of ovarian cancer
treatment?, and this would seem to accord with our own results
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as we have observed a lower infiltration of HLA-G positive
macrophages into the ovarian cancer relapse microenviron-
ment in those patients who responded more positively to
chemotherapy.

CONCLUSION

The immune-suppressive ovarian cancer relapse microenvi-
ronment as represented by suppressive macrophages may be
related to the need to supplement primary chemotherapy.
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