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2. Darstellung der Publikation 

2.1 Titel 
“The prognostic impact of B7-H3 and B7-H4 in head and neck squamous cell carcinoma” 

 

2.2 Einfache Zusammenfassung 
In Hinblick auf neue therapeutische Ansätze im Bereich der Krebstherapie steht eine gezielte 

Hemmung von Immun-Checkpoints immer mehr im Fokus der Forschung. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die prognostische Bedeutung der Proteine der B7-Superfamilie B7-H3 und B7-

H4 bei Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses (HNSCC) untersucht. Proteine der B7-

Immunglobulin-Superfamilie fungieren sowohl als Immunstimulatoren als auch als Immun-

Checkpoint-Rezeptoren, weshalb sie als Target im Rahmen einer Immun-Checkpoint-

Blockierung dienen können.  

Es konnte mit den vorliegenden Daten gezeigt werden, dass für B7-H3 eine hohe Expression in 

HNSCC-Tumoren vorliegt, sich hier jedoch keine Assoziation der Expression mit 

Tumorstadien oder Gesamtüberleben feststellen lässt. Es konnte allerdings ein mäßig 

günstigeres Überleben bei Patienten beobachtet werden, in deren Tumorgewebe mit erhöhter 

B7-H3-Expression kein HPV (Humanes Papillomavirus) -Nachweis erbracht werden konnte 

(HPV-). Da die Datenlage im Hinblick auf diese Ergebnisse noch spärlich ist, sollte die 

Bedeutung von B7-H3 als tumorspezifisches therapeutisches Ziel bei HNSCC noch weiter 

geklärt werden und eine Grundlage für zukünftige Studien darstellen. 

Für B7-H4 konnte keine generell erhöhte Expression in HNSCC nachgewiesen werden; in 

dieser Arbeit konnte B7-H4  nicht als allgemeingültiger prognostischer Marker bei HPV- 

HNSCC bestätigt werden. Auffallend war jedoch, dass bei HPV-positiven (HPV+) 

Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx (OPSCC), einer Untergruppe der HNSCC, bei denen 

B7-H4 vermehrt exprimiert war, ein Trend zu einem schlechteren Gesamtüberleben beobachtet 

werden konnte.  

 

2.3 Abstract 
Eine wichtige therapeutische Option für viele Krebsarten ist heutzutage die Hemmung eines 

Immun-Checkpoints. Beim HNSCC ist die gezielte Beeinflussung der Immunantwort durch 

PD-1/PD-L1 (auch bekannt als B7-H1) bei rezidivierter oder metastasierter Erkrankung 

zugelassen und wird inzwischen auch als kurative Behandlungsoption als Erstlinientherapie in 

Studien getestet. In dieser Arbeit haben wir zwei verwandte Mitglieder der B7-Superfamilie, 

B7-H3 und B7-H4, auf ihre prognostische Bedeutung im Rahmen der Standardtherapien von 
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Kopf- und Halstumoren untersucht. Zu diesem Zweck haben wir einen Gewebe-Mikroarray 

(TMA) einer HNSCC-Kohorte aus einem einzigen Zentrum durch Gewebefärbung auf die 

Expression von B7-H3 und B7-H4 untersucht. Die Intensität der Färbung und die Anzahl der 

angefärbten Tumorzellen wurden beurteilt und die Expression nach einem etablierten 

Algorithmus bewertet. Die Scores der Farbintensitäten wurden mit klinisch-pathologischen 

Parametern korreliert und mit dem Überleben der Patienten in Zusammenhang gestellt. Die 

mRNA-Konzentrationen der beiden Proteine wurden anhand des „Cancer Genome Atlas“ 

(TCGA) -Datensatzes mit dem klinischen Outcome der Patienten in Verbindung gebracht. Es 

zeigte sich, dass hohe mRNA-Spiegel von B7-H3 und B7-H4 nicht signifikant mit einem 

schlechteren Gesamtüberleben in Verbindung gebracht werden konnten.  

 

Bei der TMA-Analyse hingegen ergab sich, bei interpretierbaren Proteinfärbungen in 408 

Proben, für B7-H3 vorherrschend eine starke Anfärbung; bei B7-H4 kam es vorherrschend zu 

keiner Färbung (negativ). Bei Patienten mit HPV- OPSCC und in einer gepoolten Kohorte, die 

aus HPV- OPSCC, Larynx- (LSCC), Hypopharynx HSCC- und Mundhöhlen- OSCC 

Plattenepithelkarzinomen bestand, war eine starke B7-H3-Expression mit einem besseren 

Gesamtüberleben verbunden. In der letztgenannten Kohorte war des Weiteren bei der Mehrzahl 

der Patienten ein geringerer Lymphknotenbefall zu beobachten; diese Tatsache könnte das oben 

genannte bessere Gesamtüberleben erklären. Die B7-H3-Expression bei HPV+ OPSCC und die 

B7-H4-Expression bei HNSCC korrelierten nicht mit dem klinischen Outcome. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass trotz einer möglichen Rolle von B7-H3 bei der 

Umgehung der Immunantwort, B7-H3 bei HPV-negativen HNSCC in unserer Kohorte mit 

einer günstigen Prognose einherging. Die zugrundeliegenden Mechanismen und die möglichen 

Erfolge einer gezielten Behandlung mit B7-H3 als Target müssen noch weiter geklärt werden. 
 

2.4 Einleitung 
Kopf-Halstumore zählen zu der sechsthäufigsten bösartigen Erkrankung des Menschen, wobei 

jährlich weltweit etwa 450.000 neue Fälle von HNSCC diagnostiziert werden (Cohen et al. 

2018, Zhuang und Xu, 2020). Zum Zeitpunkt der Diagnose befinden sich die meisten Patienten 

in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium. Im Frühstadium der Erkrankung ist die Fünf-

Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit mit 75 bis 90 % günstig. Die meisten Patienten weisen 

jedoch ein lokal fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung mit einer Fünf-Jahres-

Überlebenswahrscheinlichkeit von etwa 50 % auf (Du et al. 2019). Der Goldstandard der 

Behandlung ist die kurative Behandlung mittels Operation und/oder Bestrahlung mit 

gegebenenfalls kombinierter Chemotherapie. Die Wahl der Primärbehandlung hängt im 
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Wesentlichen mit der betroffenen Tumorlokalisation und dem TNM-Stadium  zusammen. In 

fortgeschrittenen Stadien ist eine multimodale Behandlung üblich. Wichtige anerkannte 

prognostische Biomarker sind der Nachweis von HPV bzw. des Surrogatmarkers p-16 bei 

OPSCC, die eine ausgesprochen günstige Prognose aufweisen, was nach deren Entdeckung zu 

einer Anpassung der TNM-Klassifikation geführt hat (Huang und O'Sullivan 2017). 

Ein vielversprechender Weg zur Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit bei HNSCC, 

wie auch bei vielen anderen Tumorentitäten, ist die Blockierung von Immun-Checkpoint-

Rezeptoren (Robert 2020). Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass T-Lymphozyten als Teil 

des adaptiven Immunsystems eine zentrale Rolle bei der Anti-Tumor-Immunität spielen 

(Mami-Chouaib et al. 2018, St Paul und Ohashi 2020, Waldman et al. 2020). Der 

Aktivitätsstatus von T-Lymphozyten sowie anderen Immunzellen, wie tumorassoziierten 

Makrophagen und natürlichen-Killer-Zellen (NK-Zellen), wird durch eine Vielzahl 

immunmodulierender Rezeptoren reguliert, darunter Immun-Checkpoint-Rezeptoren, die eine 

entscheidende Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung der Immuntoleranz gegenüber 

normalem Gewebe spielen. Die B7-Immunglobulin-Superfamilie umfasst sowohl 

Immunstimulatoren als auch potente Immun-Checkpoint-Rezeptoren, darunter die in 

vergangenen Studien häufig untersuchten Vertreter PD-L1 und PD-L2 (auch bekannt als B7-

H1 bzw. B7-DC) (Pardoll 2012). Es hat sich gezeigt, dass die Hemmung der PD-1/PD-L1-

Achse mit sowie ohne Chemotherapie das Gesamtüberleben (OS) bei der Erstlinienbehandlung 

von PD-L1-exprimierenden rezidivierten oder metastasierten HNSCC im Vergleich zum 

EXTREME-Schema (Chemotherapie mit Cisplatin bzw. Carboplatin und 5-FU plus 

Cetuximab) verbessert (Burtness et al. 2019). Trotz dieser jüngsten Fortschritte sind die 

Ansprechraten auf die Immun-Checkpoint-Inhibition bei HNSCC jedoch alles andere als 

zufriedenstellend (Ferris et al. 2018, Burtness et al. 2019).  

Weitere immuninhibitorische Mitglieder der B7-Superfamilie, die ähnlich wie PD-L1 auf der 

Oberfläche einer Vielzahl von normalen Geweben, aber auch von Tumorzellen exprimiert 

werden, sind B7-H3 (auch bekannt als CD276) und B7-H4 (auch bekannt als VCTN1). Im 

onkologischen Kontext wurde eine hohe Expression von B7-H3 bei verschiedenen Krebsarten 

festgestellt, darunter Melanom, Gliom, Mamma- und Ovarialkarzinom, hepatozelluläres 

Karzinom, kolorektales Karzinom, Pankreaskarzinom und nicht-kleinzelliges 

Lungenkarzinom. Eine hohe Expression von B7-H3 wurde außerdem wiederholt als negativer 

prognostischer Faktor beschrieben, beispielsweise bei Pankreas-, Kolon-, Mamma- und 

Ovarialkarzinom und hepatozellulärem Karzinom (Ingebrigtsen et al. 2012, Xu et al. 2016, 

Zheng et al. 2019). Es wurde berichtet, dass B7-H4 in verschiedenen Tumorarten wie Milz-, 

Thymus-, Mamma- und Ovarialkarzinom, Melanom, Magen- und Nierenzellkarzinom, nicht-
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kleinzelligem Lungenkarzinom, Speiseröhren-, Endometrium-, Kolon- und Pankreaskarzinom 

exprimiert wird und in den meisten Fällen mit einem schlechteren klinischen Outcome in 

Verbindung gebracht wurde (Xu et al. 2016, Meng et al. 2017, Ding et al. 2021).  

Bei HNSCC ist die Rolle beider Proteine für das Fortschreiten des Tumors und das Überleben 

der Patienten noch nicht abschließend geklärt. Katayama et al. untersuchten die Expression von 

B7-H3 in 37 Tumorproben von Patienten mit hypopharyngealem Plattenepithelkarzinomen 

(HSCC), die nach Primärtherapie anfänglich tumorfrei waren. Dabei wurde eine höhere Rate 

an späten Fernmetastasen bei Patienten beobachtet, deren Tumoren eine höhere B7-H3-

Expression aufwiesen (Katayama et al. 2011). Hu et al. berichteten über eine hohe Expression 

von B7-H3 in 66,1 % der HNSCC-Proben und eine Korrelation mit einem schlechten Überleben 

in einer Kohorte von 274 Tumorproben (Hu et al. 2019). Li et al. berichteten in ähnlicher Weise 

über ein schlechteres Überleben bei hoher Expression von B7-H3 in einer Kohorte von 122 

Patienten mit Larynxkarzinom (LSCC) (Li et al. 2021). Hohe Expressionswerte von B7-H3 

wurden mit einer geringeren T-Zell-Infiltration in Verbindung gebracht (Katayama et al. 2011, 

Li et al. 2021). Kürzlich wurde außerdem gezeigt, dass die Expression von B7-H3 und die damit 

einhergehende Umgehung des Immunsystems bei HNSCC durch eine lange, nichtkodierende 

RNA (LINC01123) durch Unterdrückung der miRNA (miR-214-3p)-vermittelten Hemmung 

der B7-H3-Expression reguliert wird (Li et al. 2022) und dass insbesondere HNSCC-

Krebsstammzellen (CSCs) B7-H3 nutzen, um sich der Immunregulation zu entziehen. Es wurde 

gezeigt, dass Anti-B7-H3-Antikörper solche CSCs in einem HNSCC-Mausmodell in 

Abhängigkeit von CD8+ T-Zellen eliminieren (Wang et al. 2021).  

Für B7-H4 gibt es nur wenige Daten zu seiner potenziellen prognostischen Auswirkung bei 

HNSCC. Wu et al. berichteten, dass bei Tumoren der Mundhöhle (OSCC) die Expression von 

B7-H4 mit dem Lymphknotenstatus und der Tumorzelldifferenzierung (Grading) assoziiert 

war. Eine hohe Expression war mit einem schlechten Gesamtüberleben verbunden (Wu et al. 

2016). Bei LSCC wurde eine Ko-Expression von B7-H4 mit Markern des epithelialen zu 

mesenchymalen Übergangs (EMT) beschrieben und eine Überexpression von B7-H4 induzierte 

deren Expression in LSCC-Zellen, was auf einen ursächlichen Zusammenhang schließen lässt 

(Chen et al. 2017). 

 

2.5 Ziele und Hypothese 
In Anbetracht der umfangreichen Datenlage zum prognostischen Potential der Proteine der B7-

Superfamilie B7-H3 und B7-H4 in diversen anderen Tumorentitäten sowie generell der 

Hemmung von Immun-Checkpoints in der Krebstherapie bei Kopf-Hals-Tumoren als immer 

mehr an Bedeutung gewinnende Therapieoption, setzt sich diese Arbeit zum Ziel, das 
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Expressionsmuster sowie die potentielle Auswirkungen beider Marker auf das Gesamt- sowie 

das rezidivfreie Überleben der Patienten in einer Patientenkohorte bei HNSCC retrospektiv zu 

untersuchen. Wir nahmen an, dass, auch bei HNSCC eine erhöhte Expression von B7-H3 und 

B7-H4 mit einem schlechteren Gesamtüberleben und einem fortgeschrittenerem Tumorstadium 

einherginge. Als immunregulatorische Faktoren könnten beide Proteine auch bei HNSCC 

sinnvolle Ansatzpunkte für die Hemmung von Immun-Checkpoints als Alternative zu oder in 

Kombination mit den derzeitigen Immuntherapieansätzen dienen. In den wenigen bisher 

durchgeführten Studien zu B7-H3 und B7-H4 in HNSCC wurden allerdings bislang in erster 

Linie kleine Patientenkohorten mit Blick auf anatomische Unterregionen im Kopf- Halsbereich 

untersucht. Die vorliegende Arbeit soll nun eine umfangreiche Übersicht über die 

Expressionsmuster sowie die prognostischen Bedeutungen von B7-H3 und B7-H4 im gesamten 

Gebiet der Kopf- und Halstumoren bieten. Zudem interessierte uns eine mögliche prognostische 

Bedeutung der gleichzeitigen Expression beider Proteine in den untersuchten Tumoren. 

 

2.6 Material und Methoden 
Klinische In-silico-Analyse 

Klinische und mRNA-Expressionsdaten für B7-H3 oder B7-H4 wurden aus der HNSCC 

TCGA-Kohorte des cBioPortals (http://cbioportal.org) extrahiert (Cerami et al. 2012, Gao et al. 

2013). Für jeden Tumor (n= 516) wurde die B7-H3- oder B7-H4-Genexpression analysiert, und 

die 25 % der Tumoren mit der jeweils höchsten und der niedrigsten Genexpression im Hinblick 

auf das Gesamtüberleben der Patienten verglichen. p-Werte wurden mithilfe des log-rank-

Testes berechnet. 

 

Probensammlung und TMA-Konstruktion 

Das Überleben und die klinisch-pathologischen Daten von HNSCC-Patienten, die mit 

kurativem Therapieansatz am Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf behandelt wurden, 

wurden retrospektiv analysiert. Die Tumoren wurden zwischen 1992 und 2013 diagnostiziert, 

wobei die überwiegende Mehrheit von 95 % zwischen 2000 und 2013 diagnostiziert wurde. Die 

Gewebeproben wurden entweder aus Primärtumoren während der chirurgischen Resektion oder 

aus diagnostischen Biopsien gewonnen. Die Verwendung von archivierten diagnostischen 

Geweberesten und deren Analyse zu Forschungszwecken sowie die Analyse von 

Patientendaten wurden durch die lokalen Gesetze (HmbKHG, §12,1) und die lokale 

Ethikkommission (Ethikkommission Hamburg, WF-049/09) genehmigt. Die Studie wurde in 

Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgeführt.  
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Die Gewebeproben für die TMA-Konstruktion , wurden in gepuffertem       4-%iFormalin fixiert 

und in Paraffin eingebettet. Die TMA-Konstruktion wurde wie zuvor beschrieben durchgeführt 

(Bubendorf et al. 1999, Dancau et al. 2016).  

Zusammenfassend wurden von jedem ausgewählten Primärtumorblock Hämatoxylin-Eosin-

gefärbte Schnitte angefertigt, um repräsentative Tumorregionen zu identifizieren. Aus jedem 

Block wurde ein Gewebezylinder mit einem Durchmesser von 0,6 mm mit einem 

selbstgebauten halbautomatischen Gewebearrayer gestanzt. Für die immunhistochemische 

Färbung wurden mit dem Paraffin- Sectioning-Aid-System (Instrumentics, Hackensack, NJ, 

USA) 3-Mikrometer große TMA-Schnitte angefertigt. 

 

Immunhistochemie 

Die frisch geschnittenen TMA-Schnitte wurden in einem einzigen Versuch an einem Tag 

analysiert. Nach einer 10-minütigen Peroxidase-Blockierung mit H2O2 (DAKO S2023) wurden 

B7-H3 (monoklonaler Kaninchen-Antikörper; Klon SP265; Zytomed) und B7-H4 

(monoklonaler Maus-Antikörper, Klon H74; Antibodies Online) als Antikörper für die 

immunhistochemische Färbung verwendet. Die Objektträger wurden in einem Autoklaven in 

Zitratpuffer, pH 7,8, 5 Minuten lang bei hoher Temperatur vorbehandelt. Das Envision-System 

(DAKO 5007) wurde zur Visualisierung der Immunfärbung verwendet. Die Färbung wurde von 

zwei erfahrenen Pathologen (TSC & CMvB) anhand eines etablierten Systems bewertet, das 

auf der Intensität der Färbung (0, 1, 2, 3 - bezogen auf fehlende, geringe, mittlere oder hohe 

Intensität) und dem Anteil der gefärbten Tumorzellen basiert (Simon et al. 2010, Steurer et al. 

2021). Der endgültige immunhistochemische Score (IHC-Score) (negativ, schwach, mäßig, 

stark) wird wie folgt aus diesen Parametern gebildet: Negative Scores hatten eine 

Färbeintensität von 0; schwache Scores hatten eine Färbeintensität von 1+ in ≤70% der 

Tumorzellen oder eine Färbeintensität von 2+ in ≤30% der Tumorzellen; mäßige Werte hatten 

eine Färbeintensität von 1+ bei >70% der Tumorzellen, eine Färbeintensität von 2+ bei >30% 

und ≤70% der Tumorzellen oder eine Färbeintensität von 3 bei ≤30% der Tumorzellen; und 

starke Werte eine Färbeintensität von 2+ bei >70% der Tumorzellen oder eine Färbeintensität 

von 3 bei >30% der Tumorzellen. Bei Unstimmigkeiten wurden die Gewebestellen von beiden 

Pathologen erneut analysiert und ein Konsensergebnis ermittelt.  

 

Analyse des Patientenüberlebens 

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von R und der Bioconductor-Umgebung (Huber et al. 

2015) zur Datenverarbeitung, -analyse und -auswertung durchgeführt. Überlebensanalysen 

wurden nach der Kaplan-Meier-Methode und dem Log-rank-Test mit den R-Paketen "survival" 
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und "survminer" durchgeführt, multivariante Analysen wurden mit einem Cox-Proportional-

Hazards-Regressionsmodell unter Verwendung des "survival"-Pakets (Therneau und Grambsch 

2000, Kassambara und Kosinski 2018) durchgeführt. Potenzielle Assoziationen zwischen 

Variablen wurden mithilfe des Pearson-Korrelationskoeffizienten getestet (R-Pakete: reshape 

und corrplot, (Wickham and Reshaping Data with the reshape Package. Journal of Statistical 

Software 2007, Wei und Simko 2017). Alle statistischen Analysen sind als explorativ zu 

betrachten. Die angegebenen p-Werte sind zweiseitig und werden nur als deskriptive Maße 

verwendet. 

 

Weitere Datenanalysen 

Die Darstellung der Proteinexpressionswerte wurde mit GraphPad Prism 6 durchgeführt. 

 

2.7 Ergebnisse 
Hohe mRNA-Expression von B7-H3 ist kein negativer prognostischer Marker für das 

Gesamtüberleben 

Um die Auswirkungen der mRNA-Expression von B7-H3 und B7-H4 in Tumorzellen auf das 

Überleben bei HNSCC zu untersuchen, wurde die Expression beider Marker anhand des 

TCGA-Datensatzes (cBioportal.com) analysiert. Eine hohe mRNA-Expression von B7-H3 

zeigte einen Trend zu einer negativen prognostischen Auswirkung auf das OS in der gesamten 

Kohorte, aber der Unterschied erreichte keine Signifikanz (p=0,06) (s. Publikation, Abb. 1A 

oben). Für die mRNA-Expression von B7-H4 konnte kein Zusammenhang oder Trend 

festgestellt werden (p=0,9) (s. Publikation, Abb. 1A unten). Aufgrund der unterschiedlichen 

pathologischen Mechanismen in Zellen von HPV+ HNSCC wurden daraufhin alle HPV+-

Proben und die wenigen OPSCC mit unbekanntem HPV-Status aus der Analyse 

ausgeschlossen. In den verbleibenden HPV- Tumoren (s. Publikation, Abb. 1B) und in einer 

Kohorte, die nur aus HPV+ OPSCC bestand, wurden keine eindeutigen Unterschiede 

festgestellt, obwohl die letztgenannten Ergebnisse aufgrund der geringen Anzahl von Fällen 

und Ereignissen mit Vorsicht zu interpretieren sind (s. Publikation, Abb. 1C). 

 

Es zeigt sich eine hohe B7-H3- und eine niedrige B7-H4-Proteinexpression bei HNSCC 

Um den Einfluss der B7-H3- und B7-H4-Proteinexpression auf das Überleben von Patienten 

mit HNSCC weiter zu beurteilen, wurde die Expression beider Proteine in einer retrospektiven 

Kohorte in einem TMA-Format analysiert. Alle Patienten, deren Proben in dieser Arbeit 

untersucht wurden, wurden in kurativer Absicht am Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 

behandelt. Insgesamt zeigten 398 bzw. 395 Proben eine interpretierbare Färbung für B7-H3 
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bzw. B7-H4. Das OPSCC war mit 185 Fällen am häufigsten vertreten, gefolgt von LSCC mit 

140, HSCC mit 51 und OSCC mit 23 Fällen. Bezüglich der klinisch-pathologischen Merkmale 

nach der TNM-Klassifikation zeigten 112 Patienten einen T2-, 97 einen T1- bzw. T4- und 94 

einen T3-Status. Bei 184 Patienten ergab sich ein N0-, bei 141 ein N2-, bei 58 ein N1- und bei 

18 ein N3-Status (s. Publikation, Tabelle 1). In einer etablierten semiquantitativen Analyse 

wurden die immunhistochemischen Färbeintensitäten von B7-H3 und B7-H4 mit 0, 1, 2 oder 

3bewertet und der jeweilige Prozentsatz der Tumorzellen geschätzt (s. Publikation, Abb. 2A). 

Der endgültige IHC-Score wurde aus beiden Parametern gebildet, wobei die einzelnen Spots 

auf dem TMA als negativ, schwach, mäßig oder stark eingestuft wurden (siehe Material und 

Methoden für weitere Einzelheiten). Die Anfärbung beider Proteine war  auf die 

Plasmamembran und / oder das Zytoplasma beschränkt. Insgesamt konnte ein großer 

Unterschied in der Expression beider Proteine festgestellt werden. In der gesamten Kohorte und 

in den jeweiligen Tumor-Sublokalisationen war die Färbungskategorie stark am häufigsten für 

B7-H3 vertreten, während eine negative Färbung die häufigste Kategorie für das B7-H4-Protein 

war (s. Publikation, Abb. 2B). Normalgewebe-Kontrollproben der TMA wiesen im Vergleich 

zu den Tumorproben eine weitaus schwächere B7-H3- und B7-H4-Expression auf: In 50 

Normalgewebe-Kontrollproben war die häufigste B7-H3-Färbung negativ und die häufigste 

B7-H4-Färbung schwach (s. Publikation, Anhang Abb. 1).  

Weiterhin wurde untersucht, ob die Proteinexpressionsmuster miteinander oder mit dem T- 

oder N-Stadium assoziiert sind. Korrelationsanalysen ergaben hier keine signifikanten 

Zusammenhänge für beide Immun-Checkpoint-Rezeptoren (s. Publikation, Abb. 2C).  

Um auch in den TMA-Analysen den Unterschieden in den pathologischen Mechanismen von 

HPV+ und HPV- HNSCC Rechnung zu tragen, führten wir zusätzlich separate Analysen bei 

OPSCC durch, die positiv für den HPV-Surrogatmarker p16 (p16+) waren. Zudem untersuchten 

wir dies in einer gepoolten Kohorte, die aus p16-negativen (p16-) OPSCC sowie allen LSCC, 

HSCC und OSCC bestand, bei denen HPV-bedingte Fälle bekanntermaßen nur einen geringen 

Anteil von weniger als 5 % ausmachen, wenn man zusätzlich zu p16 und/oder HPV-DNA auch 

HPV E6/E7 mRNA betrachtet (Castellsague et al. 2016, Taberna et al. 2016, Wittekindt et al. 

2017, Tagliabue et al. 2020, Nauta et al. 2021, Simoens et al. 2021). Auch hier ergaben die 

Analysen keine eindeutigen Zusammenhänge (s. Publikation, Anhang Abb. 2).  

 

Zusammenhänge zwischen der Expression von B7-H3- und B7-H4-Proteinen und dem 

Überleben der Patienten 

Im Fall von B7-H3 wurde für die gesamte Kohorte kein signifikanter Zusammenhang zwischen 

Proteinexpression und OS festgestellt (s. Publikation, Abb. 3A).  In separaten Analysen für 
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HPV+ OPSCC und in der oben beschriebenen gepoolten Kohorte von weitgehend HPV- 

HNSCC jedoch wurde ein Unterschied in der Auswirkung von B7-H3 auf das OS beobachtet: 

Bei Patienten mit HPV+ OPSCC zeigten diejenigen mit Tumoren, die stark B7-H3 

exprimierten, einen Trend zu einem schlechteren Überleben. Der Unterschied erreichte in dieser 

Analyse jedoch keine Signifikanz (s. Publikation, Abb. 3B). Im Gegensatz dazu zeigten 

Patienten mit HPV- HNSCC, die eine starke B7-H3-Expression aufwiesen, ein signifikant 

günstigeres (p=0,019) (s. Publikation, Abb. 3C). Betrachtet man die einzelnen 

Sublokalisationen der gepoolten HPV- HNSCC-Kohorte, so wurde ein signifikant besseres OS 

bei starker B7-H3-Expression für HPV- OPSCC beobachtet (p=0,038) (s. Publikation, Abb. 

3D). Ein Trend zu besserem OS bei HPV- mit starker B7-H3-Expression wurde außerdem bei 

Larynxkarzinomen, nicht aber bei Hypopharynxkarzinomen oder bei den wenigen Fällen von 

Mundhöhlenkarzinomen in unserer Kohorte beobachtet (s. Publikation, Anhang Abb. 3A). Was 

das Zusammenspiel von B7-H3-Expression und Patientenbehandlung betrifft, so wurde in der 

gesamten HPV- Kohorte nach primärer Radio(chemo)therapie (RT/RCT) ein signifikant 

günstigeres Überleben bei starker Expression beobachtet (p=0,023) (s. Publikation, Abb. 3E), 

was weitgehend auf tiefgreifenden Unterschieden bei Kehlkopftumoren und HPV- OPSCC 

beruhte (s. Publikation, Anhang Abb. 3B). 

Hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens (RFS) nach primärer RT/RCT wurde bei Patienten 

mit HPV- HNSCC und HPV- OPSCC und jeweils starker B7-H3-Expression ein Trend zu 

einem günstigeren Ergebnis beobachtet. Ein signifikant günstigeres RFS zeigte sich bei 

Larynxkarzinomen mit starker im Vergleich zu schwacher B7-H3-Expression (s. Publikation, 

Anhang Abb. 4).  

Für B7-H4 haben wir die Expressionsmuster auch nach der am häufigsten vorkommenden 

Kategorie dichotomisiert, was in diesem Fall bedeutet, dass die Färbung negativ im Vergleich 

zu allen anderen steht. Wir konnten keine statistisch unterschiedlichen Überlebenszeiten in 

Abhängigkeit vom Vorhandensein oder Nichtvorhandensein einer B7-H4-Färbung feststellen, 

aber einen Trend zu einem schlechteren Überleben bei Expression in HPV+ OPSCC und der 

größten Behandlungsgruppe dieser Tumoren, nämlich Patienten, die eine Operation und eine 

adjuvante RT/RCT erhielten (s. Publikation, Abb. 4). Weitere und größere Kohorten von HPV+ 

OPSCC werden notwendig sein, um zu klären, ob und inwieweit die B7-H4-Expression bei 

diesen Tumoren einen prognostischen Marker darstellen kann. 

 

Multivariable Analysen 

In einer multivariablen Analyse, die den Expressionsscore, das T- und N-Stadium, das 

Geschlecht und das Alter einbezog, blieb die Signifikanz für eine starke B7-H3-Expression bei 



28 

HPV-negativem HNSCC aus (HR: 0,70, p=0,10094) (s. Publikation, Tabelle 2). Im Einklang 

mit einer schwachen negativen Assoziation der B7-H3-Expression mit dem N-, aber nicht dem 

T-Stadium, blieb die Signifikanz nur erhalten, wenn das N-Stadium aus den multivariablen 

Analysen ausgeschlossen wurde (s. Publikation, Anhang Abb. 2). Beim HPV- OPSCC, der 

Sublokalisation mit dem stärksten prognostischen Einfluss von B7-H3, blieb die Signifikanz in 

der multivariablen Analyse auch erhalten, wenn der N-Status einbezogen wurde (HR: 0,3586, 

p=0,0303) (s. Publikation, Tabelle 2). 

 

2.8 Diskussion 
Die prognostische und prädiktive Bedeutung der B7-Immunglobulin-Superfamilienmitglieder 

B7-H3 und B7-H4 ist im Vergleich zu den bekannten Familienmitgliedern PD-L1 und PD-L2 

deutlich weniger gut charakterisiert. Für PD-L1 berichtet eine aktuelle Meta-Analyse über ein 

günstigeres Gesamtüberleben insbesondere bei Patienten mit HPV+ Status, die eine hohe PD-

L1-Expression auch unter nicht-immuntherapeutischer Behandlung aufweisen (Polesel et al. 

2021). Dies zeigt, dass Faktoren, die eindeutig eine Rolle in der Immunsuppression spielen, für 

Standardbehandlungen außerhalb der Immuntherapie als positive prognostische Marker dienen 

können. Bei B7-H3 und B7-H4 sind die spezifischen Rezeptoren für beide Proteine bisher nicht 

bekannt, was die Klärung ihrer genauen molekularen Funktionen deutlich einschränkt. B7-H3 

wurde ursprünglich als immunstimulierendes Molekül beschrieben und mit 

Autoimmunkrankheiten in Verbindung gebracht (Chapoval et al. 2001, Luo et al. 2004, Chen 

et al. 2020). Im Gegensatz dazu berichten neuere Studien über eine Rolle als Immun-

Checkpoint-Molekül, das neben anderen Funktionen sowohl die Anti-Tumor-Reaktion durch 

T- und NK-Zellen, als auch die Förderung nicht-immunologischer protumorigener Funktionen 

wie Migration und Invasion, Angiogenese oder Chemoresistenz sowie die Auswirkungen auf 

den Tumorstoffwechsel einschränkt (Kontos et al. 2021, Zhou und Jin 2021). Es wurde 

berichtet, dass B7-H3 bei vielen Krebsarten auf der Oberfläche von Tumorzellen stark 

exprimiert wird, während es auf normalem Gewebe nur schwach ausgeprägt ist. Daher wurde 

B7-H3 als Pan-Krebs-Antigen bezeichnet, und es wurden und werden verschiedene 

präklinische Studien und klinische Versuche durchgeführt, um B7-H3 als tumorspezifisches 

therapeutisches Ziel zu nutzen. Ein Beispiel hierfür sind bi-spezifische Antikörper (Anti-CD3 

x Anti-B7-H3), die Immunzellen mit Tumorzellen verbinden oder CAR-T-Zellen (Yang et al. 

2020, Kontos et al. 2021, Zhou und Jin 2021). Eine Rolle als Angriffspunkt für Immun-

Checkpoint-Inhibition, allein oder in Kombination mit der PD1/PD-L1-Achse, zeichnet sich 

auch bei HNSCC ab. In diesem Fall können sowohl die Blockade des Immun-Checkpoints 

durch die Hemmung von B7-H3, als auch die antikörperabhängige zelluläre Zytotoxizität 
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(ADCC) aufgrund der hohen Menge an Antikörpern, die an Tumorzellen mit starker B7-H3-

Expression binden, zu einem bedeutenden Anti-Tumoreffekt beitragen (Aggarwal et al. 2022). 

Was die prognostische Bedeutung von B7-H3 bei HNSCC betrifft, so wurde hauptsächlich 

beobachtet, dass B7-H3 mit einer schlechteren Überlebensrate und einem fortgeschritteneren 

Tumorstadium assoziiert ist. Allerdings sind die Daten sowohl für B7-H3 als auch für B7-H4, 

eher spärlich. Was die Expression von B7-H4 betrifft, so haben unsere Daten einen negativen 

prognostischen Wert bei HPV- HNSCC nicht bestätigt, zeigen aber einen Trend zu einer 

schlechteren Prognose bei HPV+ OPSCC. In unserer begrenzten Kohorte wurde jedoch keine 

Signifikanz erreicht und es sind weitere, bestenfalls größere Kohorten von HPV+ OPSCC 

erforderlich, um diese Frage zu klären.  

Für B7-H3 bestätigen unsere TMA-Daten eindeutig eine hohe Expression in HNSCC, was mit 

früheren Studien übereinstimmt (Hu et al. 2019), wobei insgesamt etwas mehr als 60 % der 

Proben als stark gefärbt eingestuft wurden, während in den normalen Gewebekontrollstellen 

meist eine schwache oder negative Färbung beobachtet wurde. Wir konnten jedoch keine 

Assoziation der B7-H3-Expression mit fortgeschrittenen Tumorstadien oder schlechterem 

Überleben feststellen, sondern beobachteten überraschenderweise sogar ein mäßig günstigeres 

Überleben bei Patienten mit HPV- Tumoren, die eine hohe Expression aufwiesen. Multivariable 

Analysen deuten darauf hin, dass dieses günstige Überleben mit einem geringeren 

Lymphknotenbefall zusammenhängen könnte und dass die aussagekräftigsten prognostischen 

Auswirkungen bei HPV- OPSCC bestehen könnten.  

 

Im Gegensatz dazu konnten wir im TCGA-Datensatz auf Grundlage der mRNA-

Expressionsmuster für B7-H3 und B7-H4 keinen eindeutigen Unterschied in Bezug auf das 

Überleben der Patienten in der HPV- HNSCC-Subkohorte feststellen. Für diese Diskrepanz 

sind verschiedene Erklärungen denkbar: Auf der einen Seite können Proteinebenen 

posttranskriptionell reguliert werden und sich daher von den mRNA-Expressionsniveaus 

unterscheiden. Die in beiden Methoden verwendeten Cutoffs sind unterschiedlich, wenn man 

die oberen und unteren Quartile vergleicht, die unabhängig von den absoluten 

Expressionsmustern in der mRNA-Analyse im Vergleich zu einem IHC-Score verwendet 

werden können, bei dem mehr als 50 % der Tumorproben als stark eingestuft wurden. 

Bemerkenswert ist, dass die Aufteilung nach dem Median der mRNA-Expressionsmuster, die 

in diesem Vergleich möglicherweise dem TMA-Scoring näher kommt, keine ähnlicheren 

Ergebnisse lieferte. Ein potenzieller Nachteil von IHC-Analysen ist die Abhängigkeit von den 

verwendeten Antikörpern. Da es sich bei dem hier verwendeten B7-H3-Antikörper jedoch um 

einen Klon handelt, dessen Spezifität durch Knockout-Experimente getestet wurde, sind wir 
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bezüglich der Qualität unserer Färbung sehr zuversichtlich. Zudem enthält die TCGA-Kohorte 

weniger Oropharynx- und mehr Mundhöhlenkarzinome als unsere TMA-Kohorte. Die 

Auswirkung in spezifischen Untergruppen sollte weiter untersucht werden, was jedoch große 

Kohorten erfordert. Ein weiterer wichtiger Parameter bei der Bewertung der 

Patientenergebnisse ist die Art der Behandlung, die die Patienten erhielten. Leider wurden diese 

Daten in früheren Studien meist nicht erhoben (Katayama et al. 2011, Hu et al. 2019). In einer 

Studie von Li et al. wurde das schlechtere Ergebnis von LSCC-Patienten mit hoher B7-H3-

Expression in einer Kohorte von primär operierten Patienten beobachtet (Li et al. 2021). Unsere 

Ergebnisse deuten nun auf ein günstigeres Überleben von Patienten mit HPV- Tumoren mit 

hoher B7-H3-Expression hin, insbesondere wenn sie mit einer primären Radio(chemo)therapie 

behandelt werden. Es muss jedoch erwähnt werden, dass die begrenzte Anzahl von Patienten, 

die in diesen beiden Untergruppen mit primärer RT/RCT behandelt wurden, zur Vorsicht bei 

der Interpretation der Daten mahnt und bestätigende Studien erforderlich sind. Ob und in 

welchem Ausmaß immunmodulatorische oder immununabhängige Funktionen von B7-H3 zu 

einer erhöhten Empfindlichkeit gegenüber einer Radio(chemo)therapie von HPV- HNSCC mit 

starker B7-H3-Expression beitragen und ob dies bei einer möglichen Kombinationstherapie mit 

Anti-B7-H3-Antikörpern berücksichtigt werden muss, ist eine wichtige Frage für zukünftige 

Forschung. 

 

2.9 Schlussfolgerung 
In Zeiten der individualisierten Krebstherapie stellt die Hemmung von Immun-Checkpoint-

Rezeptoren einen vielversprechenden Therapieangriffspunkt dar. In dieser Arbeit wurde das 

Expressionsmuster sowie die Auswirkung der Expression von B7-H3 und B7-H4 auf das 

Gesamt- sowie das rezidivfreie Überleben von Patienten mit HNSCC untersucht, um 

herauszufinden, ob B7-H3 und B7-H4 in der Zukunft als potentielles Target für eine spezifische 

Anti-Tumor-Therapie auch bei Kopf-Hals-Tumoren dienen könnten.  

Wir konnten keine Assoziation der B7-H3-Expression mit fortgeschrittenen Tumorstadien oder 

schlechterem Überleben feststellen, sondern beobachteten stattdessen sogar ein mäßig 

günstigeres Überleben bei Patienten mit HPV- Erkrankungen, deren Tumoren eine hohe 

Expression von B7-H3 aufwiesen. Zudem hängt die hohe Expression von B7-H3 in der 

untersuchten Kohorte mit einem geringeren Lymphknotenbefall zusammen. Für B7-H3 zeigt 

sich das deutlichste prognostische Potential bei HPV- OPSCC.  

Bei B7-H4 wurde ein negativer prognostischer Wert bei HPV- HNSCC nicht bestätigt, es 

zeigte sich aber einen Trend zu einer schlechteren Prognose bei HPV+ OPSCC mit hoher B7-

H4-Expression. Aus diesem Grund sind weitere, und im idealen Falle größere Kohorten von 
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HPV+ OPSCC und HPV- HNSCC einschließende, Studien, bestenfalls auch mit größeren 

Kohorten von Patienten mit Karzinomen anderer anatomischer Unterregionen im Kopf-

Halsbereich, erforderlich, um dieser Fragestellung weiter nachzugehen und die 

zugrundeliegenden Mechanismen und die möglichen Auswirkungen einer gezielten 

Behandlung mit B7-H3 als Target bei HNSCC weiter zu untersuchen. Dies stellt einen Ansatz 

für zukünftige Studien dar.    
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5. Zusammenfassung 

5.1 Kurzfassung 

Die Blockierung von Immuncheckpoint-Rezeptoren zählt heutzutage wie bei vielen anderen 

Tumorentitäten, auch bei HNSCC zu einer wirksamen Therapieoption. Es hat sich gezeigt, dass 

die Hemmung der PD-1/PD-L1-Achse in Kombination mit etablierten Therapieverfahren das 

Gesamtüberleben bei der Erstlinienbehandlung von PD-L1-exprimierendem rezidivierendem 

oder metastasiertem HNSCC verbessert. Die gut untersuchten Vertreter PD-L1 und PD-L2 

zählen zu der B7-Immunglobulin-Superfamilie, welche sowohl Immunstimulatoren als auch 

potente Immun-Checkpoint-Inhibitoren umfasst, darunter auch die Proteine B7-H3 und B7-H4, 

welche zunächst auf vielen Oberflächen von Normalgewebe zu finden sind. Es konnte jedoch 

bereits gezeigt werden, dass in anderen Tumorentitäten eine erhöhte Expression von B7-H3 und 

B7-H4 auf der Tumorzelloberfläche mit einem schlechteren klinischen Outcome einherging. In 

HNSCC sind diese Proteine in Hinblick auf das Gesamtüberleben bisher noch nicht ausreichend 

beschrieben worden. 

Aus diesem Grund wurden nun die Proteine B7-H3 und B7-H4 auf der Zelloberfläche von 

HNSCC-Tumorzellen in einer retrospektiven Studie auf einem Gewebe-Mikroarray am 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf angefärbt. Anhand der Farbintensitäten wurden 

klinisch-pathologische Parameter mit Daten des TCGA-Datensatzes auf mRNA-Ebene und 

Überlebensdaten der Patientenkohorte in Beziehung gesetzt. Auf mRNA-Ebene konnte kein 

Zusammenhang zwischen Proteinexpression und klinischem Outcome gezeigt werden. Auf 

TMA-Ebene zeigte sich auf den HNSCC-Tumorzellen eine hohe Expression von B7-H3; B7-

H4 hingegen zeigte nahezu keine Expression. Insgesamt zeigte sich kein signifikanter 

Zusammenhang zwischen B7-H3-Expression und Prognose. Aufgrund der unterschiedlichen 

pathologischen Mechanismen in HPV- und HPV+ Tumoren wurden diese beiden Gruppen 

jedoch anschließend gesondert untersucht. Bei HPV- HNSCC in unserer Kohorte ging nun eine 

hohe Expression von B7-H3 mit einer signifikant günstigeren Prognose einher. Anhand 

statistischer Analysen zeigte sich weiter, dass in einer gepoolten Kohorte von Patienten (HPV- 

OPSCC sowie Larynx-, Hypopharynx- und Mundhöhlenkarzinomen) bei HPV- OPSCC eine 

starke B7-H3-Expression mit einem besseren Gesamtüberleben einherging. Bei HPV+ HNSCC 

und bei HPV+ OPSCC waren sowohl die B7-H3-Expression als auch die B7-H4-Expression 

nicht mit dem klinischen Outcome assoziiert.  

Zusammengefasst bieten die Ergebnisse dieser Studie einen tieferen Einblick in die 

Expressionsmuster und das damit verbundene klinische Outcome von B7-H3 und B7-H4 bei 

HNSCC. Sie zeigen, dass eine gezielte Behandlung mit B7-H3 als Target bei der Therapie von 

HNSCC einen weiter zu verfolgenden Therapieansatz darstellen. Die zugrundeliegenden 
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Mechanismen und die möglichen Auswirkungen einer gezielten Behandlung mit B7-H3 als 

Target müssen noch weiter geklärt werden und stellten Grundlage für zukünftige Studien dar.  

 

5.2 Summary 

Blocking immune checkpoint receptors is nowadays an effective therapeutic option in HNSCC 

as in many other tumor entities. Inhibition of the PD-1/PD-L1 axis in combination with 

established therapeutic modalities has been shown to improve overall survival in first-line 

treatment of PD-L1-expressing recurrent or metastatic HNSCC. The well-studied agents PD-

L1 and PD-L2 belong to the B7 immunoglobulin superfamily, which includes both 

immunostimulators and potent immune checkpoint inhibitors, including the B7-H3 and B7-H4 

proteins, which are initially found on many surfaces of normal tissue. However, it has 

previously been shown that in other tumor entities increased expression of B7-H3 and B7-H4 

on the tumor cell surface was associated with poorer clinical outcome. In HNSCC, these 

proteins have not yet been adequately described with respect to overall survival. Therefore, the 

B7-H3 and B7-H4 proteins on the cell surface of HNSCC tumor cells were now stained in a 

retrospective study on a tissue microarray at the University Medical Center Hamburg-

Eppendorf. Using the color intensities, clinicopathological parameters were correlated with data 

from the TCGA dataset at the mRNA level and survival data from the patient cohort. At the 

mRNA level, no relationship was shown between protein expression and clinical outcome. At 

the TMA level, HNSCC tumor cells showed high expression of B7-H3; however, B7-H4 

showed almost no expression. Overall, there was no significant correlation between B7-H3 

expression and prognosis. However, due to the different pathological mechanisms in HPV- and 

HPV+ tumors, these two groups were subsequently studied separately. In HPV- HNSCC in our 

cohort high expression of B7-H3 was now associated with a significantly more favorable 

prognosis. Using statistical analyses, we further showed that in a pooled cohort of patients 

(HPV- OPSCC as well as laryngeal, hypopharyngeal, and oral cavity carcinomas) high B7-H3 

expression was associated with better overall survival in HPV- OPSCC. In HPV+ HNSCC and 

in HPV+ OPSCC, both B7-H3 expression and B7-H4 expression were not associated with 

clinical outcome.  

In summary, the results of this study provide deeper insight into the expression patterns and 

associated clinical outcome of B7-H3 and B7-H4 in HNSCC. They demonstrate that targeting 

B7-H3 in the therapy of HNSCC is a therapeutic approach to be pursued further. The underlying 

mechanisms and potential effects of targeted treatment with B7-H3 need to be further elucidated 

and provided basis for future studies.  
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6. Erklärung des Eigenanteils 
Um das Expressionsmuster der Proteine B7-H3 und B7-H4 in Tumoren des Kopf-Hals-

Bereiches zu untersuchen, wurde der bereits vorhandenen TMA des Universitätsklinikums 

Hamburg-Eppendorf (UKE) verwendet. Die Färbungen der einzelnen Marker auf den 

zugehörigen Spots des TMA wurden von Pathologen des UKE gefärbt und analysiert. 

Meine Aufgabe bestand darin klinische Patientendaten im Zeitraum von 1992 bis 2013 anhand 

von bereits bestehenden Tabellen zu sichten und die Daten anhand einer einheitlichen Excel-

Tabelle darzustellen. Begleitend habe ich zudem klinische Daten von einzelnen Tumorpatienten 

aus den archivierten Patientenakten der Abteilung für Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde des 

UKE aktualisiert und die Tabelle vervollständigt. Um die klinischen Daten für eine bessere 

Analyse noch tiefgehender zu vervollständigen, stellte ich einen Antrag beim Deutschen 

Krebsregister (DKR), wofür ich mir im Voraus auf postalischem Wege das Einverständnis der 

betroffenen Patienten einholte. Diese fügte ich anschließend ebenfalls in die Tabelle der 

klinischen Datensätze zu unserem TMA ein. Zusammen mit Prof. Dr. Adrian Münscher und 

PD Dr. Thorsten Rieckmann stand ich in regelmäßigem Austausch bezüglich der 

Aktualisierung der Tabelle und formulierte Fragestellung und Ziele sowie die Hypothese für 

meine wissenschaftliche Arbeit. In mehreren Meetings mit PD Dr. T. Rieckmann sowie Dr. 

Conrad Droste erarbeiteten wir die statistischen Analysen, welche wir für unsere Fragestellung 

benötigten, die daraufhin durch Dr. Conrad Droste durchgeführt wurden. In einer 

umfangreichen Literaturrecherche über PubMed erlangte ich Kenntnisse im Bereich der 

Immunmodulation durch Immuncheckpoint-Inhibitoren und stellte Nachforschungen bezüglich 

aktueller Fragestellungen zu den Proteinen der B7-Superfamilie B7-H3 und B-H4 bei Kopf-

Hals-Tumoren und anderen Tumorentitäten an. Die durch die statistischen Analysen erlangten 

Ergebnisse setzte ich in zahlreichen Videokonferenzen zusammen mit PD Dr. T. Rieckmann 

und Prof. Dr. Kerstin Borgmann in Bezug zur aktuellen Literatur und diskutierte diese 

ausführlich. Ich formulierte weitere Fragestellungen, welche unsere Ergebnisse noch deutlicher 

mit der aktuellen Literatur zu der prognostischen Rolle von B7-H3 und B7-H4 in anderen 

Tumorentitäten in Zusammenhang setzte.  

Weitere statistische Analysen erarbeitete ich in Zusammenarbeit mit Dipl.-Phys. Agnes Oetting 

mit Hilfe von R und der Bioconductor-Umgebung zur Datenverarbeitung, -analyse und -

auswertung sowie der Überlebensanalysen nach der Kaplan-Meier-Methode und dem Log-

rank-Test mit den R-Paketen "survival" und "survminer". Nach deren Auswertung erstellte ich 

die Abbildungen 1, 2A und B und die Tabellen 1 und 2, sowie die dazu gehörigen 

supplementären Daten mittels der GraphPad Prism-Software und Microsoft Word.  Die erste 
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Version der Abschnitte „Einleitung, Ergebnisse und Diskussion“ sowie die Erstellung des 

Literaturverzeichnisses habe ich verfasst. 
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