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Streszczenie	
Ekspresja antygenu B7H4 i antygenu HLA-G jest związana z ucieczką komórek raka spod nadzoru immunologicznego, ponie-
waż antygeny te odpowiadają za ograniczenia aktywności limfocytów cytotoksycznych T i komórek NK. Ich ekspresję wykazano 
zarówno w komórkach raka jajnika, jak i w obrębie błony komórkowej makrofagów znajdujących się w mikrośrodowisku raka jaj-
nika. Ponieważ odpowiedź na zastosowane leczenie chirurgiczne i chemioterapię może zależeć od stopnia zahamowania aktyw-
ności układu odpornościowego gospodarza, postanowiliśmy zbadać immunoreaktywność tych antygenów w tkance wznowy raka 
jajnika u 17 chorych w zależności od odpowiedzi na zastosowane wcześniej leczenie. Metody: Oceniliśmy immunoreaktywność 
antygenów B7H4 oraz HLA-G w komórkach raka jajnika i w obrębie makrofagów naciekających mikrośrodowisko raka jajnika 
w próbkach tkankowych pochodzących od 17 chorych. Następnie przeprowadziliśmy analizę zmian ekspresji badanych antyge-
nów w zależności od odpowiedzi na zastosowane leczenie chirurgiczne i chemioterapię. Wyniki: W naszej pracy zaobserwowa-
liśmy statystycznie znamiennie więcej makrofagów B7H4-dodatnich w mikrośrodowisku wznowy raka jajnika w przypadkach, 
w których wznowa występowała po wcześniejszym leczeniu chirurgicznym i chemioterapii I i II rzutu, w porównaniu z przy-
padkami wznowy po leczeniu chirurgicznym i chemioterapii I rzutu. Podobnie w pierwszej grupie obserwowano wyższą immuno-
reaktywność antygenu HLA-G. Wnioski: Obecność w mikrośrodowisku raka jajnika makrofagów o działaniu hamującym układ 
odpornościowy jest związana z powstaniem hamującego mikrośrodowiska guza i może mieć związek z odpowiedzią na leczenie.
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WPROWADZENIE

W leczeniu raka jajnika coraz częściej stosuje się im-
munoterapię(1). Klasyczne metody leczenia przeciw-
nowotworowego, których podstawą w raku jajnika są 

leczenie chirurgiczne i chemioterapia, nie we wszystkich przy-
padkach dają zadowalające rezultaty. Rak jajnika nadal należy 
do nowotworów o najgorszym rokowaniu, gdyż z jednej stro-
ny 75% chorych jest zdiagnozowanych w zaawansowanym sta-
dium (FIGO III, IV), a z drugiej u 40-50% pacjentek pomi-
mo uzyskania kompletnej remisji po leczeniu chirurgicznym 
i chemioterapii I rzutu pojawia się wznowa(2,3). Jednym z pro-
cesów warunkujących powstanie wznowy raka jajnika jest za-
hamowanie odpowiedzi układu odpornościowego gospoda-
rza skierowanej przeciw komórkom raka – ucieczka komórek 
raka spod nadzoru immunologicznego. Wydaje się więc zrozu-
miałe, że standardowa terapia składająca się jedynie z leczenia 

INTRODUCTION

Ovarian cancer is a type of neoplasm for which the role 
of adjuvant immunotherapy has now been clearly esta
blished(1). 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-
ease(2,3). 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 

Summary	
Introduction: We decided to examine the immunoreactivity of two antigens, B7H4 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 B7H4 and HLA-G have been found in the ovarian cancer nest. Methods: We analyzed 
the immunoreactivity levels of both B7H4 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, B7H4, ovarian cancer relapse, chemotherapy, macrophages

Coдержание	
Экспрессия антигена Б7Х4 и антигена ХЛА-Г связана с выходом клеток рака с поля иммунологического наблю-
дения, так как упомянутые антигены отвечают за уменьшение активности цитологических лимфоцитов Т и кле-
ток НК. Их выразительность была показана как в клетках рака яичника, так и в пределах клеточной оболочки 
макрофагов находящихся в микроокружении рака яичника. Так как ответ на применение хирургической терапии 
и химиотерапии может зависеть от степени уменьшения активности иммунологической системы „хозяина”, мы 
постановили исследовать иммунореактивность упомянутых антигенов в ткани рецидива рака яичника у 17 боль-
ных в зависимости от ответа на применяемое раньше лечение. Методы: Мы оценили иммунореактивность анти-
генов Б7Х4 и ХЛА-Г в клетках рака яичника и в пределах макрофагов инфильтрирующих микроокружение рака 
яичника в клеточных пробах, которые брались у 17 больных. После этого мы анализировали изменения вырази-
тельности исследуемых антигенов в зависимости от ответа на применяемое хирургическое лечение и химиотера-
пию. Результаты: В нашей работе мы могли наблюдать статистически знаменательно большее количество макро-
фагов Б7Х4-положительных в микроокружении рецидива рака яичника в тех случаях, когда рецидив появлялся 
после раннего хирургического лечения и химиотерапии 1 и 2 проекции в сравнении со случаями рецидива после 
хирургического лечения и химиотерапии 1 проекции. Аналогично в первой группе была отмечена более высокая 
иммунореактивность антигена ХЛА-Г. Выводы: Наличие в микроокружении рака яичника макрофагов, кото-
рые влияют тормозяще на иммунологическую систему, связано с образованием процесса тормозящего развитие 
в микроокружении опухоли и может иметь связь с ответом организма на применяемое лечение.
 
Ключевые слова: ХЛА-Г, Б7Х4, рецидив рака яичника, макрофаги, химиотерапия
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chirurgicznego i  chemioterapii powinna zostać uzupełniona 
o elementy terapii molekularnej (np. immunoterapii). Chociaż 
wiedza na temat sposobu, w jaki komórki raka unikają odpo-
wiedzi układu odpornościowego, jest szeroka, wciąż nie ma 
wykładników stopnia zahamowania układu odpornościowego 
gospodarza, które można by wykorzystać do diagnostyki oraz 
do wykazania konieczności immunoterapii. Nieznany jest też 
test diagnostyczny, którego wynik pomógłby wybrać optymal-
ny moment rozpoczęcia tego rodzaju leczenia. Ostatnio coraz 
większe zainteresowanie wzbudza nie tylko sam guz i zachodzą-
ce w nim zmiany, lecz także mikrośrodowisko rozwijającego się 
raka. W jego obrębie gromadzą się komórki, np. makrofagi czy 
też fibroblasty, które rozpoczynają współpracę z rozwijającym 
się guzem. Mogą one brać udział w zahamowaniu odpowiedzi 
cytotoksycznej układu odpornościowego skierowanej przeciw 
guzowi zamiast wspomagać tę odpowiedź(4). Dlatego w naszej 
pracy, badając mechanizmy związane z niepowodzeniem lecze-
nia, skoncentrowaliśmy się na makrofagach znajdujących się  
w mikrośrodowisku raka jajnika. Powstanie hamującego profilu 
mikrośrodowiska guza jest związane z  nagromadzeniem wo-
kół guza białek i  komórek, które charakteryzują się zdolno-
ścią do hamowania odpowiedzi układu odpornościowego. Do 
tych komórek należą przede wszystkim limfocyty regulatoro-
we T (Treg)(4,5). Kryczek i wsp. wykazali, że do takich komó-
rek można zaliczyć także makrofagi, w których błonie komór-
kowej znajduje się antygen B7H4(6). Ten antygen jest obecny na 
komórkach raka, a jego rozpuszczalna postać została zidenty
fikowana zarówno w mikrośrodowisku guza, jak i w surowicy 
krwi chorych na różne nowotwory złośliwe(7-9). Do białek two-
rzących hamujący profil mikrośrodowiska raka zalicza się rów-
nież nieklasyczny antygen zgodności tkankowej HLA-G. Wy-
kazano jego obecność zarówno w obrębie błony komórkowej 
komórek raka, jak i znajdujących się w ich sąsiedztwie makro-
fagów(10,11). HLA-G dodatnie makrofagi zostały znalezione 
w raku jajnika, ale nie badano dotychczas związku pomiędzy 
ich obecnością a niepowodzeniem leczenia(10,12-14). Obydwa an-
tygeny: B7H4 i HLA-G, biorą udział w hamowaniu komórek 
cytotoksycznych układu odpornościowego i są odpowiedzialne 
za ucieczkę guza spod nadzoru immunologicznego(10,14-17). Na 
przykładzie różnych nowotworów wykazano, że rodzaj nacieku 
z komórek układu odpornościowego do mikrośrodowiska tych 
guzów i stopień aktywności tych komórek układu odpornościo-
wego może mieć wpływ na odpowiedź na zastosowane lecze-
nie(18-24). Ostatnio Garnett i wsp. wykazali, że wyniki leczenia 
wydają sie lepsze, kiedy chemioterapię połączymy z modulacją 
odpowiedzi immunologicznej(25). Dlatego też zdecydowaliśmy 
się zbadać immunoreaktywność antygenu B7H4 i  antygenu 
HLA-G w ognisku raka jajnika i  jego mikrośrodowisku w za-
leżności od odpowiedzi na zastosowane leczenie.

MATERIAŁY I METODY

PACJENCI

W naszej pracy zgromadziliśmy próbki tkankowe pochodzące 
od 17 chorych leczonych chirurgicznie z powodu wznowy raka 

of molecular therapy (e.g. immunotherapy) as this type of ther-
apy modifies the activity of immune cells and hence can prove 
more effective(1). 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(4), 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(5). 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(6). 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(7), 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(8,9). 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(10,11), 
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(10,12-14) 
while the soluble forms of HLA-G were discovered in the peri-
toneal fluid and blood sera of patients suffering from ovarian 
cancer(12). Both B7H7 and HLA-G antigens participate in the 
suppression of cytotoxic immune cells and are responsible for 
the evasion of immune surveillance by cancer cells(10,14-17). 
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(18-24). 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(25). 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 



Leczenie chirurgiczne 
i chemioterapia I rzutu
Chemotherapy after  
primary debulking <2

Leczenie chirurgiczne 
i chemioterapia I i II rzutu
Chemotherapy after  
primary debulking >2

Liczba chorych
No. of patients

9 8

Wiek, mediana (IQR)
Age, median (IQR)

63 (9) 54 (15)

Stopień złośliwości histologicznej
Tumor grade

1 - 3 (37,5%)
2 5 (44%) 3 (37,5%)
3 4 (55%) 2 (25%)

Typ histologiczny
Histology

Surowiczy
Serosus

6 (66%) 4 (50%)

Endometrioidalny
Endometrioid

- 1 (12,5%)

Śluzowy
Adenocarcinoma

2 (22%) 1 (12,5%)

Niezróżnicowany
Mixed

1 (11%) 2 (25%)

FIGO 
FIGO stage

I-II 2 (22%) 3 (37,5%)
III-IV 7 (77%) 5 (62,5%)

CA-125, średnia U/ml (SD)
CA-125, mean U/mL (SD)

231,8 (245,5) 313,3 (386,6)

IQR – rozstęp kwartylowy; SD – odchylenie standardowe.
IQR – interquartile range; SD – standard deviation.

Tabela 1. Kliniczna charakterystyka chorych
Table 1. Clinical characteristics of patients
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jajnika. Pacjentki te zostały wtórnie podzielone na dwie gru-
py w zależności od wcześniejszego przebiegu chemioterapii. 
Pierwsza grupa składała się z 9 pacjentek, u których wznowa 
pojawiła się po wcześniejszym uzyskaniu pełnej remisji, do któ-
rej doprowadzono po zastosowaniu całkowitej cytoredukcji chi-
rurgicznej i chemioterapii I rzutu (paklitaksel i cisplatyna). Do 
drugiej grupy zakwalifikowano 8 chorych, u których do osią-
gnięcia remisji konieczne było zastosowanie dodatkowo che-
mioterapii II rzutu (gemcytabina albo pegylowana liposomal-
na doksorubicyna). Średnio wznowa została zdiagnozowana 
24 miesiące (±20) po pierwotnym leczeniu chirurgicznym. Le-
czenie chirurgiczne i chemioterapię przeprowadzono w Klinice 
Ginekologii Onkologicznej UJCM w Krakowie, w latach 2000- 
-2008. Na przeprowadzenie programu badawczego uzyskano 
zgodę Komisji Bioetycznej UJ (DK/KB/CM/0031/4472010). 
Charakterystyka chorych została przedstawiona w tabeli 1.

BARWIENIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE

Barwienia immunohistochemiczne zostały wykonane ręcznie 
w Zakładzie Patomorfologii UJCM, przy zastosowaniu Ultravi-
sion LPValue Detection System (Thermo Scientific, Lab Vision 
Corporation, Fremont, CA, USA). W celu uwidocznienia pro-
duktów reakcji został użyty DAB+chromogen (DAKO, Carpin-
teria, CA, USA), z inkubacją preparatów przez 10 min w tempe-
raturze pokojowej; uzyskano złocisto-brązowe zabarwienie przy 
pozytywnej reakcji. W  końcowym etapie wybarwiono skrawki 
hematoksyliną Meyera i nakryto przy użyciu glycerożelu. Jako 
pozytywna kontrola posłużyły wycinki z  raka przewodowego 
piersi dla B7H4, łożyska dla HLA-G. W  celu uzyskania kon-
troli negatywnej wykonano barwienia immunohistochemiczne 
dla obu antygenów, według tej samej procedury co dla bada-
nych skrawków, ale z  pominięciem pierwotnego przeciwciała. 
Wycinki tkankowe (pojedynczy w każdym przypadku) do bar-
wień immunohistochemicznych wyselekcjonowano po ocenie 
wszystkich preparatów (rutynowo barwionych hematoksyliną 
i  eozyną) sporządzonych z  chirurgicznego materiału, utrwa-
lonego w  10-procentowym roztworze buforowanej formaliny. 
Kryterium doboru wycinków stanowiły ich odpowiednia jakość 
i  obecność utkania obu komponentów – raka i  podścieliska. 
W 4-mikrometrowych skrawkach sporządzonych z każdego wy-
branego wycinka wykonano barwienia immunohistochemiczne 
antygenów B7H4 i HLA-G w różnych komponentach utkania 
(łatwo identyfikowalnych ze względu na ich typową morfolo-
gię): fibroblastach podścieliska, komórkach raka, komórkach 
odczynowego nacieku zapalnego – limfocytach, plazmocy-
tach, makrofagach. Skrawki, skrojone na silanizowane szkiełka, 
po przygotowaniu i  odmaskowaniu antygenu (prześwietlenie 
w EDTA przez 30 min), inkubowano z pierwotnym mysim prze-
ciwciałem monoklonalnym – Anti-HLA-G (Clone MEM-G/1; 
MBL Medical & Biological Laboratories CO., LTD., Naka-ku 
Nagoya, Japan), w  rozcieńczeniu 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-
ku wodoru z  absolutnym metanolem w  celu zablokowania 

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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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 B7H4 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 B7H4 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 ×40, 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.

endogennej peroksydazy), poddano odmaskowaniu antygenu, 
stosując 10  mM bufor cytrynianowy, pH 6,2, a  następnie in-
kubacji z pierwotnym przeciwciałem – B7-H4 Antibody, rabbit 
polyclonal, Abbiotec, LLC, San Diego, CA, USA, Catalog No. 
259473 (for research only), w rozcieńczeniu 1:100, w wilgotnej 
komorze, w temperaturze pokojowej przez 1 godz. Wyniki reak-
cji zostały ocenione półilościowo przez doświadczonego patolo-
ga (K.G.) jako procent pozytywnych komórek raka i przeciętna 
liczba pozytywnych makrofagów na 1 hpf (duże pole widze-
nia – high power field; powiększenie obiektywu ×40, mikroskop 
Nikon Eclipse 50i) dla każdego antygenu. W każdym przypad-
ku oceniano cały skrawek (co najmniej 10 dużych pól widzenia 
– hpf). Zastosowano następujące skale do oceny wyników 
reakcji immunohistochemicznych dla obu antygenów:
• �dla makrofagów: 0 (brak ekspresji) – brak lub tylko pojedyn-

cze makrofagi (poniżej 1/1 hpf) w całym wycinku; +1 (słaba) 
– 1-2 makrofagi/1 hpf, +2 (umiarkowana) – 3-5 makrofa-
gów/1 hpf, +3 (silna) – powyżej 5 makrofagów/1 hpf;

• �dla komórek raka: 0 (brak ekspresji) – reakcja pozytywna 
w  mniej niż 1% komórek raka, +1 – 1-10% komórek raka 
pozytywnych , +2 – ekspresja w 11-30% komórek raka, +3 
– 31-60%, +4 – powyżej 60% komórek raka z  ekspre-
sją antygenu.

ANALIZA STATYSTYCZNA

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

WYNIKI

IMMUNOREAKTYWNOŚĆ B7H4

Immunoreaktywność B7H4 została potwierdzona w 90% przy-
padków wznowy raka jajnika w grupie I oraz w 91% przypad-
ków w  grupie II. Znamiennie wyższą immunoreaktywność 
B7H4 stwierdzono w komórkach raka pochodzących z grupy II 
(rys. 1A).
B7H4-pozytywne makrofagi zostały znalezione we wszyst-
kich przypadkach wznowy raka niezależnie od wcześniejszego 
przebiegu leczenia. Statystycznie znamiennie więcej makrofa-
gów z potwierdzoną immunoreaktywnością B7H4 znaleziono 
w tkankach wznowy raka jajnika z grupy II (rys. 1B).

IMMUNOREAKTYWNOŚĆ HLA-G

Obecność antygenu HLA-G została potwierdzona we wszyst-
kich przypadkach z  grupy I  i  II. Poziom immunoreaktywno-
ści HLA-G w komórkach raka jajnika z grupy I był znacząco 
niższy niż wśród pacjentek z grupy II, jakkolwiek różnice te nie 
były istotne statystycznie (rys. 2A).
Antygen HLA-G obserwowano na powierzchni makrofa-
gów we wszystkich przypadkach wznowy raka jajnika z grupy 
I  i  grupy II. Naciek zawierający HLA-G-dodatnie makrofagi 
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The immune-expression of B7H4 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 

był znacząco większy w  próbkach tkanek pochodzących od 
chorych z grupy II, jednak ta różnica nie była znamienna sta-
tystycznie (rys. 2B).

OMÓWIENIE

W  naszej pracy zaobserwowaliśmy statystycznie znamien-
nie więcej makrofagów B7H4-dodatnich w mikrośrodowisku 
wznowy raka jajnika u chorych, u których wcześniejszy prze-
bieg leczenia wymagał zastosowania chemioterapii II rzutu 
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Rys. 1. �Porównanie immunoreaktywności antygenu B7H4 w komórkach wznowy raka jajnika (A) oraz w obrębie makrofagów naciekających 
mikrośrodowisko raka jajnika (B) w następujących grupach chorych: i) grupa I – chore, u których obserwowano pełną remisję po le-
czeniu chirurgicznym i chemioterapii I rzutu; ii) grupa II – chore, u których do wywołania remisji niezbędne było włączenie chemiote-
rapii II 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

Rys. 2. �Porównanie immunoreaktywności HLA-G w komórkach wznowy raka jajnika (A) oraz w obrębie makrofagów naciekających mikrośro-
dowisko raka jajnika (B) w następujących grupach chorych: i) grupa I – chore, u których obserwowano pełną remisję po leczeniu chirur-
gicznym i chemioterapii I rzutu; ii) grupa II – chore, u których do wywołania remisji niezbędne było włączenie chemioterapii II 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 I) and from those in the second group 
(group II) who underwent more than one type of chemotherapy regiment as a second-line treatment
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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 I 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 B7H4-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(9). Simon et al. have shown that B7H4 may be used 
to discriminate malignant from benign ovarian tumors(9) as the 

do uzyskania remisji, w porównaniu z tymi chorymi, u których 
całkowitą remisję uzyskano po chirurgicznej cytoredukcji i che-
mioterapii I rzutu.
Oznaczanie stężenia B7H4 w surowicy krwi zostało zapro-
ponowane jako jedno z  badań prawdopodobnie przydat-
nych w monitorowaniu progresji raka jajnika(9). Wykazano, 
że B7H4 może znaleźć zastosowanie do rozróżnienia zło-
śliwych i łagodnych guzów jajnika. Może również odzwier-
ciedlać stopień cytoredukcji chirurgicznej(8,9). Jednak do-
tychczas nie zaproponowano, by B7H4 mógł samodzielnie 
stanowić czynnik predykcyjny odpowiedzi na chemiotera-
pię(23). W naszej pracy ekspresja antygenu B7H4 była ob-
serwowana nie tylko na komórkach guza, ale także w  jego 
mikrośrodowisku, a  w  szczególności na naciekających go 
makrofagach. Już w 2006 roku Kryczek i wsp. stwierdzili, że 
B7H4-pozytywne makrofagi są obecne w mikrośrodowisku 
raka jajnika i mogą być odpowiedzialne za ich ucieczkę spod 
nadzoru immunologicznego(6). Dodatkowo wykazano, że 
ekspresja B7H4 na komórkach raka wiąże się ze zwiększoną 
apoptozą naciekających podścielisko guza komórek cytotok-
sycznych układu odpornościowego(24). Najprawdopodobniej 
B7H4-dodatnie makrofagi w mikrośrodowisku raka jajnika 
mogą wpływać hamująco na komórki cytotoksyczne tam się 
znajdujące, co może mieć odzwierciedlenie w odpowiedzi na 
leczenie. Garnett i wsp. dowiedli, że gdy leczenie chemio-
terapeutykami zostanie połączone z  modulacją odpowie-
dzi układu odpornościowego, to wynik takiej terapii jest lep-
szy(25). W naszej pracy wykazaliśmy, że pacjentki, które lepiej 
odpowiedziały na chemioterapię, w przypadku wznowy mia-
ły znacznie mniej B7H4-dodatnich makrofagów. Nasze wy-
niki wydają się potwierdzać obserwację Chenga i wsp., któ-
rzy wykazali, iż antygen B7H4 nie tylko wiąże się ze złośliwą 
przemianą komórek nabłonkowych jajnika, lecz także odpo-
wiada za supresję komórek cytotoksycznych układu odpor-
nościowego(26). Ochrona komórek nowotworowych przed 
atakiem komórek układu immunologicznego jest realizowa-
na nie tylko przez ekspresję B7H4, lecz także przez ekspre-
sję antygenu HLA-G, który chroni komórki raka przed lizą 
ze strony komórek NK(14). Wykazano, że wraz z progresją 
raka jajnika rośnie ekspresja HLA-G w obrębie guza(12) i jest 
związana ze złym rokowaniem(13). Stężenia sHLA-G w pły-
nie otrzewnowym kobiet chorujących na raka jajnika były 
statystycznie znamiennie wyższe niż w guzach niezłośliwych 
jajnika(12). W przypadkach złośliwych guzów jajnika Menier 
i wsp. zaobserwowali HLA-G-pozytywne komórki układu 
immunologicznego(10). Z kolei Pistoia zasugerował, że eks-
presja HLA-G na makrofagach w  mikrośrodowisku nowo-
tworów złośliwych to cecha charakterystyczna dla fenotypu 
M2 tych komórek(11), a jest to fenotyp charakterystyczny dla 
komórek wspomagających rozwój guza. Dodatkowo Menier 
i  wsp. wykazali, że terapia bazująca na modulacji ekspre-
sji HLA-G może polepszyć wyniki leczenia raka jajnika. Po-
dobnie w naszej pracy zaobserwowaliśmy, że mniejszy na-
ciek HLA-G-dodatnich makrofagów do mikrośrodowiska 
wznowy raka jajnika występował u chorych, które wcześniej 
lepiej odpowiedziały na zastosowane leczenie.
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B7H4 level corresponds to the debulking success, grading, and 
stage of the ovarian cancer case(8,9). Additionally, Zheng et al. have 
proposed that B7H4, 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(8). Although in that study, B7H4 alone 
was not sufficient to predict the response to chemotherapy(8), in 
our present study the expression of B7H4 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 B7H4 gene may be useful as a diagnostic therapeutic mark-
er(23). 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 B7H4-positive macrophages are present in the 
microenvironment of ovarian cancer and are responsible for their 
evasion from immune surveillance(6). 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(24). Most like-
ly, B7H4-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(25). 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 B7H4 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(26). The 
protection of cancer cells from immune attack is realized not just 
by B7H4 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(14). Moreover, a higher lev-
el of HLA-G immunoreactivity in ovarian tumors is linked with 
a higher tumor grade and stage(10), and HLA-G has not been iden-
tified in the normal ovary(12). More generally, HLA-G immunore-
activity in ovarian cancer is related to a poorer prognosis for the 
case(13). 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(12). In cases of ma-
lignant ovarian tumors, Menier et al. have observed HLA-G-pos-
itive immune cells(10) 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)(11). 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(10), and this would seem to accord with our own results  

WNIOSKI

Obecność w mikrośrodowisku raka jajnika makrofagów o dzia-
łaniu hamującym układ odpornościowy może mieć związek 
z odpowiedzią na leczenie.
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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.

Steidl C., Lee T., Shah S.P. i wsp.: Tumor-associated macro-19.	
phages and survival in classic Hodgkin's lymphoma. N. Engl. 
J. Med. 2010; 362: 875-885.
Tsagozis P., Eriksson F., Pisa P.: Zoledronic acid modulates 20.	
antitumoral responses of prostate cancer-tumor associated 
macrophages. Cancer Immunol. Immunother. 2008; 57: 
1451-1459.
Daisuke N., Komohara Y., Murazama T.: Ratio of M2 21.	
macrophage expression is closely associated with poor pro-
gnosis for angioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL). 
Pathol. International 2010; 60: 278-283.
Takayama H., Nishimura K., Tsujimura A. i wsp.: Increased 22.	
infiltration of tumor associated macrophages is associated 
with poor prognosis of bladder carcinoma in situ after intra-
vesical bacillus Calmette-Guerin instillation. J. Urol. 2009; 
181: 1894-1900.
Bignotti E., Tassi R.A., Calza S. i wsp.: Differential gene 23.	
expression profiles between tumor biopsies and short-term 
primary cultures of ovarian serous carcinomas: identifica-
tion of novel molecular biomarkers for early diagnosis and 
therapy. Gynecol. Oncol. 2006; 103: 405-416.
Miyatake T., Tringler B., Liu W. i wsp.: B7-H4 (DD-O110) is 24.	
overexpressed in high risk uterine endometrioid adenocarci-
nomas and inversely correlated with tumor T-cell infiltration. 
Gynecol. Oncol. 2007; 106: 119-127.

Garnett C.T., Schlom J., Hodge J.W.: Combination of doce-25.	
taxel and recombinant vaccine enhances T-cell responses 
and antitumor activity: effects of docetaxel on immune 
enhancement. Clin. Cancer Res. 2008; 14: 3536-3544.
Cheng L., Jiang J., Gao R. i wsp.: B7-H4 expression promo-26.	
tes tumorigenesis in ovarian cancer. Int. J. Gynecol. Cancer 
2009; 19: 1481-1486.


