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Abstract

Purpose Immune checkpoint inhibition is a therape utic option in many cancer entities. In head and neck squamous cell
carcinoma (HMNSOC) targeting of the PD-1L/PD-L1 (B7-H1) axis is approved in recurrent’metastatic disease and is being
explomed in the curative setting. Here, we evaluated two related members of the BT family, B7-H3 & B7-H4, for their prog-
nostic impact under standand treatment.

Methods A tissue microarmay (TMA ) of a single center HNSOC cohort was stained for B7-H3 and B7-H4. Staining intensity
and the number of tomor cells stained were assessed, and the expression was scored according to an established algorithm.
Staining scoms were core lated with clinicopathological parameters and sssociated with patient survival. mRMA levels of
both proteins wemne associated with patient outcome using the TCGA dataset.

Results mRMNA levels of B7-H3 and B7-H4 wemr not significantly associated with patient survival. TMA analysis revealed
interpretable protein staining in 408 samples. Strong staining was the most frequent category for B7-H3 and no staining
for B7-H4. In patients with pl6&-negative oropharyngeal SCC (OPSCC) and in a pooled cohort consisting of pl6-negative
OPS0C, laryngeal, hypopharyngeal and oral cavity SCC, strong B7-H3 expression was associated with better overall survival.
For the latter cohort, this was in part doe to reduced Iymph node involvement. B7-H3 ex pression in p16-positive OP30C
and B7-H4 expression were not associated with outcome.

Conchision Despite a possible role in tumor immune escape, B7-H3 was associated with favorsble prognosis in HPY-ne gative
HMSCC in our cohort. The underlying mechanisms and a potential impact for B7-H3 targeting emain to be elucidated_

Keywords HNSCC - B7-H3 - CDI76 - B7-H4 - VCTNI - Tissue microarmy (TMA) - Prognosis - Biomarker

Introduction

Head and neck cancer mpresents the sixth most common
human malipnancy, with approximately 450 000 new cases
of head and neck squamous cell carcinoma (HM3CC) diag-
Till Sahastisn Claudite and Thonden Bis ckrmann contribated scually nosed annually worldwide (Coben et al. 2018; Zhuang and
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Xu 20730). At time of disgnosis most patients present with
aidvanced stape disease. Outcome is favorable in eardy-stage
disease with 5-year survival rates ranging from 75 to 90%.
However, most patients present with either locally advanced
disease with a five-year survival rate of approximately 50%
{Duet al. 2019). Standard curative treatment consists of sur
eery andfor {chemoradiation. The choice of primary treat-
ment in part depends on the geographical region, and mul
timodal treatment s common in advanced stages. The only
accepted prognostic biomarker is the presence of human
papillomayirus (HPFY) or the surrogate marker plé in oro-
pharynpeal tomors, where they confer a decidedly favorable
prognosis, which has led to an adjustment in the THM stag-
ing system (Huang and (F Sullivan 2017 ).

An effective way to improve therapeutic efficacy for
HMS(OC, &= in many other tumor entities, is to block immuone
checkpoint receptors (Robert 2020). A multitude of stud-
ies have shown that T-lymphocytes, as part of the adaptive
immune system, play a central role in anti-tumor immunity
(Mami-Chowaib et al_ 2018; 5t Paul and (thashi 2020; Wald-
man et al. 2020} The activity status of T-lymphocytes as
well as other immume cells, such as tumor-assocized mac-
rophapes and MK cells, is regulated by a variety of immuone
madulating rece ptors, including immuone checkpoint recep-
tors, which play critical roles in the induction and mainte-
nance of immune tolerance to normal tissue. The BT immo-
noglobulin superfamily contains both, immune stimuolators
and potent immune checkpoint receptors including the
well-examined representatives PD-L1 and PD-L2 (BT-H1,
B7-IC) (Pardoll 2012). Inhibition of the PFD+- LIPD-L1 axis
with or without chemotherapy has been shown to improve
overall survival (05} in first-line treatment of PD-L1-ex-
pressing recurrent/me tastatic HNSCC as compared to the
chemotherapy plus cetuximab-based EXTREME megi-
men (Burtness et al. 2019). However, despite these mcent
advances, the msponse rates towards immune checkpoint
inhibition in HNSOC ame far from being satisfactory (Rermris
et al. 2018; Buriness et al. 2019).

Further immunoinhibitory members of the BT superfam-
ily, which, similar to PD-L 1, are expressed on the surface
of a variety of normal tissue bot also tumor cells, inclode
B7-H3 (=CDI76) and B7-H4 (=VCTNI). In an oncologi-
cal context, high expression of B7-H3 has been reported in
several cancer types, including melanoma, glioma, breast
and ovarian cancer, hepatocellolar, colorectal, pancreatic,
and non-small cell lung carcinoma (MSCLC). High expres-
sion of BT-H3 has been mepeatedly described as a negative
prognostic factor, for example in pancreatic, colon, hepato-
cellular, ovarian or breast cancer (Inpebrigtsen et al. 2012
Xuetal 2016; Zhenget al. 2019). BT-H4 was eported to be
expmessed in various tumor by pes, such as spleen, lung, thy-
mus, ovarian, breast, melanoma, gastric and renal cell carci-
noma, MSCLC, esophageal, endometrial cancer, colorectal
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and pancreatic cancer and has mostly been associated with
worse climical outcome acToss v arious cancer by pes (Xu et al.
2016; Meng et al_ 2017; Ding et al. 2021).

For HNSCC, the role of both proteins for tumor pro-
gression and patient survival has not yet been conclusively
demonstrated. K atayama et al. investigated the expression
of BT-H3 in 37 samples from hypophary npeal squammdous
cell carcinoma (HSCC) patients and observed a higher rate
of distant metastasis after tumor-free periods in patients
whose tumors showed higher B7-H3 expression (Katayama
et al. 2011). Hu et al. mported high expression in 66.15%
of HNSCC specimens and a cormelation with poor sur-
vival in a cohort of 274 tumor samples (Hu et al. 20 19) and
Li et al. similarly reported of inferior survival upon high
expression in 8 cohort of 122 patients with laryngeal 30C
(LBCC) (Liet al. 2021). High expression levels of B7-H3
were associated with reduced T-cell infiltration (K atayama
et al. 2011; Li et al. 2021). Recently, it has further been
shown that expression of B7T-H3 and subsequent immune
evasion in HNSCC is regulated by a long non-coding RMA
(LINCO01123) through mpression of miRMA(miR-214-3p)-
mediated inhibition of B7-H3 expression (Liet al. 2023)
and that especially HNSCC cancer siem cells (C5Cs) utilize
B7-H3 to evade immune surveillance. Ant-B7-H3 antibod-
ies weme shown to eliminate such CSCs in a CDEFT cell-
dependent manner in an HMSCC mouse model {(Wang et al.
2021). For B7-H4 there are onty limited data regarding its
potential prognostic impact in HNSCC. Wo et al. eporied
that in oral S0C, BT-H4 expression was associated with
lymph node status and pathological grade. High ex pression
was associated with poor overall survival (Wu et al. 2016).
In LSCC co-expression of B7-H4 with markers of epithelial
mesenchymal transition (EMT) was described, and overex-
pression of B7-H4 induced their ex pression in LSCC cells,
sugpesting a causative melationship (Chen et al. 2017).

In summary, B7-H3 and BT-H4 have both been de scribed
a5 prognostic markers in head and neck cancer but to daie the
dats ame sparse and often only elated to specific subsites. As
immunoregulatory factors, both proteins represent pobential
tarpets for immune checkpoint inhibition as an aliemnative
to, or in combination with, current PFD- I/PD-L ] targeting
approaches. The anti-B7-H3 antibody enoblituzomab and
the anti-B7-H4 antibody FPA 150 are already being tested
in clinical trizls. Since data on B7-H3 and B7-H4 expres-
sion patterns im HNSCOC are still limited, mostly relate to
s=mall patient cohorts, and have not been studied topgether,
we imvestigated the impact of both markers on patient sor-
vival in a etrospective single center patient cohort in a tissue
microarray (TMA) format and the TCGA dataset.
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Materials and methods
Clinical In silico analysls

Clinical and mRMA expression data for B7-H3 or B7-H4
were extracted from the HNSCC TOGA cohort of the cBio-
Portal (hitp2/chioportal org) (Cerami et al. 2012; Gaoet al.
2013). For each tomor {w=516), BT-H3 or B7-H4 gene
expression was analyzed and the 25% of tumors with the
highe st and lowest pene expression were compared for over
all patient survival. p-valoes were calculated using log-rank
test.

Specdmen collection and TMA construction

Survival and the clinicopathological data from HNSCC
patients treated with curative intent at the University Madi-
cal Center Hamburg- Eppendorf were analyzed retrospec-
tively. Tumors were diapnosed between 1992 and 2013, with
a vast majority of 95% diagnosed between 2000 and 2013,
Tissue samples were either obiained from primary tomors
during surgical esection or from diagnostic biopsies. The
use of archived diagnostic leftover tissoes and their analy-
sis for research purposes as well as patient data analysis
have been approved by local laws (HmbKHG.§ 12.1) and by
the local ethics committee (Ethics commission Hamburg,
WE-04%09). The study has been carried out in complizance
with the Helsinki Declaration.

Tissuwe samples utilized for TMA construction had been
fixed in buffered 4% formalin and embedded in paraffin.
TMA construction was performed as previously described
{Bubendorf et al. 199%; Dancau et al. 2016). In brief, hema-
toxylin-eosin-stained sections were made from each selecied
primary tumor block to identify representative tumor
megions. A tizsue cylinder of (.6 mm diameter was punched
from each block using a homemade semi-antomaied tissue
armayer. For immunohistochemical staining, three -microme-
ter TMA sections wene pre pared using the Paraffin Section-
ing Aid System {Instrumentics, Hackensack, M1, USA ).

Immunchistochemistry

Freshly cut TMA sections wene analyzed in a single experi-
ment in one day. After 10 min of permidase blocking with
H202 (DAKO 52023) B7-H3 (monochonal rabbit antibody;
clone 5P265; Zytomed) and B7-H4 (monoclonal mouse
antibody, clone HT4; Antibodies Online) antibodies wene
used for immunohistochemical staining. High emperatume
preteatment of the slides was conducted in an autoclave
in citrate buffer, pH 7.8, for 5 min. The Envision system
(DAKO 5007) was used to visualize the immunostaining-

The staining was assessed separately by two experienced
pathologists (TSC & CMvE ) using a well-established scor-
ing system based on staining intensity (0, 1, 2, 3—refer-
ring to absent, low, intermediate or high intensity) and the
fraction of tumor cells stained {Simon et al. 2010; Seurer
et al. 2021). The final [HC scome (negative, weak, moder-
ate, strong) is built from these parameters as follows: nega-
tive scomes had a staining intensity of ; weak scomes had a
staiming intensity of 1 + in< T0% of tumor cells or 2 staining
intensity of 2+ in < 30% of tumor cells; moderate scones had
a staining inensity of 1 4+in>70% of tumor cells, a stain-
ing intensity of 2 +in> 3% and <7T0% of tumor cells or a
staining intensity of 3 in< 30% of tumor cells; and strong
scomes had a staining intensity of 2 4+ in>> T0% of tumor cells
or a staining mtensity of 3 in > 30% of tumor cells. In the
event of discrepancies, tissue spots were e-analyzed by both
pathologists and & consensus result was assigned.

Analysis of patient survival

Statistical analy sis was performed using R and Bioconductor
environment (Huber et al. 2015) for data processing, analysis
and evaluation. Survival analy ses wemr performed according
to the Kaplan-Meier method and the Log-rank test using
the R packapges “survival” and “survminer”, multivariate
analyses weme performed fitting a Cox proportional hazands
megrssion model using the “survival™ package (Thermeau
and Grambsch 2000); Kassambara and Kosinski 2018).
Potential associations between variables were tesied using
the Pearson cormelation co-efficient (R- packages: reshape
and corrplot, Wickham 2007; Wei and Simko 2007). All
stafistical analyses are to be considered exploratory. The
meported p-values are two-sided and used as descriptive
measures only.

Furthar data analysas

Depiction of protein ex pression scones wene performed using
GraphPad Prism 6

Results

Mo clear assoclation of B7-H3 and B7-H4 mRNA
levels and patient survival

To investigate the effect of mRMNA ex pression of B7-H3
and B7-H4 on survival in HNSCC, the ex pression of both
markers was analyzred using the TCGA dataset (cBioportal.
com). Figure. | depicts overall survival {(05) in de pende noe
of B7-H3 and BT-H4 expression based on the comparison
of the lower and upper guartiles. High mRMA expression
of BY-H3 showed a trend towards a negative progmostic

&) Springer
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impact on 05 in the whole cohort but the difference failed
to reach significance (p=0.06) (Fig. 1A, top). No associa-
tion or trend was ohservable for BT-H4 mRMNA expression
{p=0.9) (Fig. 1A, bottom]). Due to the different biology
of HFV-positive (HPY+) HNSOC, we next excluded all
annotated HPY + cases and the few OPSCC with unknown
HFY /pl6 statns from the analysis. Mo clear differences wene
observed in the emaining HPY- tumors (Fig. 1B)orina
cohort consisting only of HPY 4+ 0PSCC, although, due to
the low mumbe s of cases and events, the latter results should
be interpreted with caution (Fig. 1C).

High B7-H3 and low BE7-H4 proteln expression
In HNSCC

To assess the impact of B7-H3 and B7-H4 protein ex pres-
sion on patient survival in HNSCC, the expression of both
proteins was analyzed in a retrospective cohort in a tissue
micro array (ThMA) format All patients had been treated
with curative intent at the University Medical Center Ham-
burg-Eppendorf. Owverall, 398 and 395 samples showed
interpretable staining for B7-H3 and B7-H4, respectively.
OPSCC was the most frequent sub-entity (185), followed
by LSCC (140}, HSCC (51). and oral cavity tumors (23).

) Springer

expression kvels of the mspective prokins in the TOGA HNSOC
cohort. A Whole cohort. B HPV. cohort. C HPY +0PS0C omly.
pvalues wens calonlaied msing log-rank =t

An overview of the clinicopathological chamcteristics of the
patients and tumors is provided in Table 1.

In an established semiquantitative analysis, the immuno-
histochemical staining intensities of BT-H3 and B7-H4 wem
scomed as 0, 1, 2 or 4 and the espective percentape of tumor
cells was estimated (Fig. 2A4). The final IHC scom was boilt
from both parameters with individoal spots being catego-
rized as negative, weak, moderate or grong (see “Materials
and methods™ for details). The staining of both proteins was
mostly restricted to the plasma membrane and cytoplasm.
(Owverall, a major difference in the expression of both proteins
was observed. In the whole cohort and in each of the e spec-
tive sublocations, the highest staining category stro#g was
the most frequent one for B7-H3, whereas mepgarive staining
was the most frequent category for BTH4 (Fig. 2B ). Normal
tizsue control spots of the TMA demonstrated far weaker
B7-H3 expression as companed o the tumor spots. Only 3
of the overall 50 samples showed strong B7-H3 staining,
while a complete lack of staining was observed in 29 sam-
ples. For B7-H4, expression was moderately enhanced im
the normal tissue vs. the tumor samples with weak staining
heing the most frequent category (Supplementary Fig. 1).
So while strong expression of B7-H3 is highly frequent im
HMNSCC and considerable ex pression of B7-H4 a rather rane
event, we further asse ssad whether protein expression levels
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Table 1 Climicopathological characteristics of patent samples
Patient characteristics

Imerpretnble strining. mumber (%)
B7-H3 andfor B7-H4 408 (100}
BT-H3 3498 (97.5)
B7-H4 395 (96.E)
Age, i (rnge) 61 (31-83)
Sex, rumiber (%)
Mlale & (T7.5)
Femal a (X205)
n.a 2.5
Location, number (%)
Oropharynx 185 (45.3)
plé+ (% af OPSOC) 68 [16.8)
plé- (% of OPE0C) 93 (30.3)
plé na (% of OPSOC) 24{13)
Larym 140(34.3)
Hypopharym 51125
O] oty 23 {568
Nasophary nx &(1.5)
na IM0.E)
T classification, mumber (%)
T1 a7 (13.8)
T2 112 (27 5)
T3 04 (13)
T4 a7 (13.8)
n.a Bila)
N classification, mumber (%)
Wi 184 (45.1)
N1 5E{14.2)
N2 141 (34.6)
N3 1B {d.4)
na TLT)
Therapy. number (%)

Surgery 135 (33.1)
Surgery + (chemojmdiation 189 (46.3)
Chemoradiafion 50{12.3)
Radintherapy 10 {L.5)
Ottheer 1219
na 1229

T- and M-classification were performed acconding io the Tth edition
af the Usion for Imernational Cancer Controd (UICC). Classification
repeents cliniml staging for tumors teaed with defimitive {chema)
radistion mnd pathological siaging fior resecied twmors. For 24 spots
af oropharyngeal tumors, plé stahes was not available (na ) becass
of indistinct scoring {intermedine or high staiming i ty inz 40
but “T0% of wmor cells) or because of a lack of mmor tisse in the
Pl steined tizene microammy section

were associated with each other or with T-, or N-stage. Cor
melation analyses revealed no clear associations for any of
the two immune checkpoint eceptors (Fig. 2C). To account
for the different biology of HFY'+and HPY- HMSCC also

in the TMA analyses, we additionally performed se parate
analyses in OPSOC positive for the HPY surrogate marker
pl6 (plé+0OPSCC) and in 2 pooled cohort consisting of
plé-negative (pl6-) OPSOC plus all laryngeal, hypopharyn-
peal and oral cavity carcinomas, in which HPY-driven cases
am known to constitote only & minor fraction of bess than 5%
when assessing HPY EGET mRMA in addition to pl6 and/
or HFY DMA (Castellsague et al. 2016; Taberna et al. 2016;
‘Wittekindt et al. X017; Tagliabue et al. 2020; Nauta et al.
2021; Simoens et al. 2021). Apgain, the analyses revealed no
clear associations (Supplementary Fig. 2).

Assoclations of B7-H2 and B7-H4 proteln exprossion
levels and patient survival

To address the impact of B7-H3 and B7-H4 protein e xpres-
sion on patient survival, we dichotomized the staining scores
according to the most abundant categories, which means
strovg w5 all others for BT-H3 and negarive vs_ all others
for B7T-H4.

In case of B7-H3, no significant association of pro-
tein expression and overall survival (05) was observed
for the whole cohort (Fig. 3A). In separate amalyses for
pli+0OPSCC and the above-described pooled cohort of
larpely HPY-negative tumors (in the following meferred to
as HPY-negative (HPY-) HNSCC), we observed a clear dif-
ference for the impact of B7-H3 regarding O5. In patients
with pl6+0PS0C, those with tumors demonstrating strong
B7-H3 expression showed a trend towards inferior survival
but the difference did not reach significance (Fig. 3B ).
In contrast, patients with HFY- HNSOC showing strong
B7-H3 ex pression demonsirated significantly favorable 05
{p=0.019) ([Fig. 3C). When looking at the individual sub-
locations of the pooled HPY- cohort, significantly better 05
was observed for pl6- OPSCC (p=0.038) (Fig. 310 and a
trend was observed in laryngeal SCC but not in hypopharyn-
peal tumors or in the rather few cases of oml cavity umors
in our cohort (Supplementary Fig- 3A). Regarding the inter-
play of B7-H3 ex pression and patient treatment, significantly
favorable survival upon strong staining was observed after
primary {chemo)radiation (RT/RCT} in the whole HPY-
cohort (p=0.023} (Fig. 3 E). which was largely based on
profound differences in laryngeal tumors and pl&- OPSOC
{Supplementary Fig. 3B). It has to be mentioned, however,
that the limited numbers of patients treated with primary
RT/RCT in these two subgroups urpe caution in the inter-
pretation of the data and confirmatory studies are required.
Reparding RFS afier primary RT/RCT, we observed tends
towards favorable outcome in patients with HFY- HM30C
and plé OPSCC and a significant difference in laryngeal
SCC (Supplementary Fig. 4).

For B7-H4 we also dichotomized the staining scomes
according to the most abundant cate pory, which in this case

&) Springer
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means megarive va. all others. We did not observe statisti-
cally different 05 in dependence of absence or presence of
B7-H4 staining but trends towards inferior survival upon
expmssion in pl6+0P5CC and the bippest teatment group
of these tumors, namely patients receiving surgery and
adjovant RT/RCT (Fig. 4). Further and bigger cohorts of
plé+ OPSCC will be necessary to clarify whether and to
what extent B7-H4 expression may represent a prognostic
marker in these tumors.

Multivariable analyses

In & multivariable analysis including expression scome, T-
and N-stage sex, and ape, significance for strong B7T-H3
expmession in HFY-negative HNSCC was missed (HR (.70,
p=0.10094) {Table 2). In line with a faint ne gative associa-
tion of B7-H3 expression with M- but not T-stape (Supple-
mentary Fig. Z), significance was only retained when N-stage
was omitted from the multivariable analyses (not shown).
For plé-pegative OPSCC, the sublocation demonstrating
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the strongest prognostic impact of B7-H3, significance was
metained in the multivariable analysis also when MN-status was
included (HR 0.3586, p=0.0303) (Table 2).

Discussion

The prognostic and predictive significance of the BT immu-
noglobulin family members B7-H3 and B7-H4 is consider-
ably less characierized compared o the well-known family
members FD-L 1 and PO-L2. For PD-L 1, 2 recent metz-anal-
ysis eports favorable survival especially in patients with
HPFY+0PSOC showing high PD-L 1 expression also under
non-immunotherapy treatment (Polesel et al. 2021). This
demonstraies that factors with clearly established roles im
immunosuppTEssion CEN 5eTVe As positive prognostic mark-
ers under standard regimes outside the context of Immuono-
therapy. For B7T-H3 and B7-H4, the counter-receptors for
both proteins so far remain elosive, which clearly limits the
clarification of their exact molecular functions. B7-H3 was
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Fg.2 Aswociation of patent overall survival and B7-H3 expres-
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which includes all samples scoeed a5 negative, weak or moder-
ate. A All patients. B Patients with plé+0PS0OC. C Patients with

originally described as an immune stimulatory molecule
and has been implicaied in autoimmune diseases (Chapowval
et al. 2001; Luo et al. 3004; Chen et al. 3030). In contrast,
mecent studies report & role as an immune checkpoint mol-
ecule, amongst other functions limiting anti-temor e sponses
through T- and NK-cells, but also the promotion of non-
immunological protuomorigenic functions has been reported,
such as migration and imvasion, angiogenesis or chemomesist-
ance, and effects on tumor metabolism (Kontos et al. 2021
Zhou and Jim 2021).

B7-H3 was eported to be strongly ex pressed at the tumor
cell surface in many cancer entities, as compared to only
weak expression in normal tissues. Therefore, B7-H3 was
meferred to as 8 pan-cancer amtipen, and various preclinical
studies and clinical trials have been and are being conducted
to exploit B7-H3 2= 3 tumor specific the rapeutic tarpet. for
example for bispecific antibodies (anti-CD3 x anti-B7T-H3)
linking immune cells to tumor cells, or for CAR-T cells
(Yang et al. 2020; Kontos et al. 2021; Zhou and Jin 2021). A
role as tarpet in immune checkpoint inhibition, alone or com-
bined with tarpeting of the PO I/PD-L1 axis, is also emeng-
ing in HNS(OC. In this case, immune checkpoint blockade
through BY-H3 inhibition as well a5 antibody-dependent cel-
Tolar cytotoxicity (ATDCC) due to high amounts of antibodie s
bhinding to tumor cells with stong B7-H3 expression may

HPY- HNSCC and I the subfraction of patients with plé- OPSCC.
E Patients with HPY- HNSOC teaied with primary mdio{chemo)
therapy

both contribute to 2 meaningful antitumor effect (Aggarwal
et al. W02T).

Regarding its prognostic significance in HNSCC, it was
mainly observed that B7-H3 is associated with inferior sur-
vival and & more advanced stape. However, data for both
B7-H3 and even more for B7-H4 ame rather sparse. Con-
cerming the expression of B7-H4, our data did not confirm a
negative prognostic valoe in HFY- HNSOC but show a tremd
toward inferior prognosis im HPY +0PSOC. However, sig-
nificance was not reached in our limited cohort and further,
and at best larger, plé4+0PS0OC cohorts will be necessary
to address this issue . For BT-H3, our TMA data clearly con-
firm high expression in HNSCC tumors, in agreement with
preyious studies (Hu et al. 2019), with overall slighily more
than 60% of samples categorized as srong, while mostly
weak of absers staining was observed in the normal tissoe
controd spots (Fig. 2B, Supplementary Fig. 1). However, we
did not observe an association of B7-H3 expression with
advanced tumor stages or inferior cutcome but surprisinghy,
even observed moderately favorable survival in patients with
HPY- disease, whose tumors showed strong staining ( Fig. 3).
Multivariable analyses suggest that this favorable survival
may be related to a reduced lymph node involvement and
that the most robust prognostic impact may exist for pl6-
OPFSCC. In contrast, we did not observe any clear difference
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Table2 Multivariable analysas megarding patient survival in the HFY- HNSCC sub-cohort
Nariabl R Pl e md.re'l'L‘G.A dm.nmtbasen.im'.-mRNAexpmmm.iﬁFjg,_l}.
‘Various ex planations for this discrepancy ae possible. First,
HPY- HNSCC profein levels can be regulated post-transcriptionally and
BT H3 0.700 0.457-1.072 010024 therafore differ from mRNA expession levels. The cutoffs
T-stape 1411 1.145-1.740 000124 used in both methods are different comparing the upper and
Nostape 1361 1LO7e-1.716 ** 000920 lower quartiles, which can be applied inde pendently of the
Age 1468 1.161-1.E57 000134 absolute ex pression levels, in the mRMNA analysis versus an
Bem (m.f) 0534 0.4597-1.402 L4966 immunchistochemisiry score in which more than 50% of
pl6 OFSCC tumor samples wem scored as grerg. OF note, separation
BT -H3 03584 0.142-0.507 * 00303 by the median mRMNA expression level, which in this com-
T-stape 1543 1.043-2. 179 * o293 parison may closer resemble the TMA scoring, did not yield
N-stape 1577 1.007-2.470 * 0L0AES more similar results (not shown). A potential disadvantape
Age 1264 0.831-1.500 0 of IHC analyses is the dependence on the utilized antibodies
Sex (m.f) 1568 0.590-3.169 L4632 but espacially since the B7-H3 antibody wsed here is a clone

Asierisks indicade significant associafions of varishles and survival,
with* amd ** indicating p< 005 and p< 001, mspectively {Cox pro-
portional harands e=gession). The toble includes all tested variobles

of the mspertive mahyes

whose specificity had been tested via knockout experiments,
we are very confident regarding the quality of our stain-
ing. Lastly, the TCGA cohort contains less oropharyngeal
and mome oml cavity tumors than our TMA cohort and the
impact in specific subgroups should clearly be further imves-
tigated but requires rther large coborts. Another important
parameter when assessing patient outcome is the type of
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treatment deliverad to the patients. Unfortunately, this infor
mation was mostly not provided in previous reports (Katay-
ama et al. 2011; Ho et al. 2019). In a study by Li et al. the
inferior outcome of LSOC patients with high B7-H3 expres-
sion was observed in a cohort of primarily operated patients
{Liat al. 2021). Our resulis now suppest favorable survival
of patients with HPY- tumors showing strong expression,
especially when treated with definitive radio{chemojtherapy.
However, due to the small numbers of patients and events
in such specific subfractions, further analyses in other and,
at best, larger cohorts are needed. Whether, and if so to
what extent, immune modulatory or immuone- indepe ndent
functions of B7-H3 may contribute to a given enhanced
radio(chemo)sensitivity of HPY- HNSCC with strong
E7-H3 expression and whether this needs to be considered
for potential combination the rapy with anti- B7-H3 antibod-
ies is an important question for future reseanch.

Supplementary Information The online vensdon contaims supple men-
tary material availahle ot httpefdoi.ong/10. 10077004 32-072.04244-7
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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 Ansdtze 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 konnen.

Es konnte mit den vorliegenden Daten gezeigt werden, dass fiir B7-H3 eine hohe Expression in
HNSCC-Tumoren vorliegt, sich hier jedoch keine Assoziation der Expression mit
Tumorstadien oder Gesamtiiberleben feststellen ldsst. Es konnte allerdings ein méaBig
giinstigeres Uberleben bei Patienten beobachtet werden, in deren Tumorgewebe mit erhdhter
B7-H3-Expression kein HPV (Humanes Papillomavirus) -Nachweis erbracht werden konnte
(HPV-). Da die Datenlage im Hinblick auf diese Ergebnisse noch spirlich ist, sollte die
Bedeutung von B7-H3 als tumorspezifisches therapeutisches Ziel bei HNSCC noch weiter
geklart werden und eine Grundlage fiir zukiinftige Studien darstellen.

Fiir B7-H4 konnte keine generell erhohte Expression in HNSCC nachgewiesen werden; in
dieser Arbeit konnte B7-H4 nicht als allgemeingiiltiger prognostischer Marker bei HPV-
HNSCC Dbestitigt 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 Gesamtiiberleben beobachtet

werden konnte.

2.3 Abstract

Eine wichtige therapeutische Option fiir 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 Gewebefarbung auf die
Expression von B7-H3 und B7-H4 untersucht. Die Intensitidt der Farbung und die Anzahl der
angefarbten Tumorzellen wurden beurteilt und die Expression nach einem etablierten
Algorithmus bewertet. Die Scores der Farbintensitdten wurden mit klinisch-pathologischen
Parametern korreliert und mit dem Uberleben 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 Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht werden konnten.

Bei der TMA-Analyse hingegen ergab sich, bei interpretierbaren Proteinfarbungen in 408
Proben, fiir B7-H3 vorherrschend eine starke Anfarbung; bei B7-H4 kam es vorherrschend zu
keiner Farbung (negativ). Bei Patienten mit HPV- OPSCC und in einer gepoolten Kohorte, die
aus HPV- OPSCC, Larynx- (LSCC), Hypopharynx HSCC- und Mundhéhlen- OSCC
Plattenepithelkarzinomen bestand, war eine starke B7-H3-Expression mit einem besseren
Gesamtiiberleben verbunden. In der letztgenannten Kohorte war des Weiteren bei der Mehrzahl
der Patienten ein geringerer Lymphknotenbefall zu beobachten; diese Tatsache konnte das oben
genannte bessere Gesamtiiberleben erkléren. 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 mdglichen Rolle von B7-H3 bei der
Umgehung der Immunantwort, B7-H3 bei HPV-negativen HNSCC in unserer Kohorte mit
einer gilinstigen Prognose einherging. Die zugrundeliegenden Mechanismen und die mdglichen

Erfolge einer gezielten Behandlung mit B7-H3 als Target miissen noch weiter geklért werden.

2.4 Einleitung

Kopf-Halstumore zéhlen zu der sechsthidufigsten bosartigen Erkrankung des Menschen, wobei
jéahrlich weltweit etwa 450.000 neue Fille 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 Friithstadium der Erkrankung ist die Fiinf-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit mit 75 bis 90 % giinstig. Die meisten Patienten weisen
jedoch ein lokal fortgeschrittenes Stadium der FErkrankung mit einer Fiinf-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit 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 Primdrbehandlung héngt im
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Wesentlichen mit der betroffenen Tumorlokalisation und dem TNM-Stadium zusammen. In
fortgeschrittenen Stadien ist eine multimodale Behandlung iiblich. Wichtige anerkannte
prognostische Biomarker sind der Nachweis von HPV bzw. des Surrogatmarkers p-16 bei
OPSCC, die eine ausgesprochen giinstige Prognose aufweisen, was nach deren Entdeckung zu
einer Anpassung der TNM-Klassifikation gefiihrt hat (Huang und O'Sullivan 2017).

Ein vielversprechender Weg zur Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit bet HNSCC,
wie auch bei vielen anderen Tumorentitdten, 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-Immunitét spielen
(Mami-Chouaib et al. 2018, St Paul und Ohashi 2020, Waldman et al. 2020). Der
Aktivitatsstatus von T-Lymphozyten sowie anderen Immunzellen, wie tumorassoziierten
Makrophagen und natiirlichen-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 gegeniiber
normalem Gewebe spielen. Die B7-Immunglobulin-Superfamilie umfasst sowohl
Immunstimulatoren als auch potente Immun-Checkpoint-Rezeptoren, darunter die in
vergangenen Studien hédufig untersuchten Vertreter PD-L1 und PD-L2 (auch bekannt als B7-
HI1 bzw. B7-DC) (Pardoll 2012). Es hat sich gezeigt, dass die Hemmung der PD-1/PD-L1-
Achse mit sowie ohne Chemotherapie das Gesamtiiberleben (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 jiingsten 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 dhnlich wie PD-L1 auf der
Oberfldche 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, hepatozelluldres
Karzinom,  kolorektales  Karzinom, Pankreaskarzinom und  nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom. Eine hohe Expression von B7-H3 wurde aulerdem wiederholt als negativer
prognostischer Faktor beschrieben, beispielsweise bei Pankreas-, Kolon-, Mamma- und
Ovarialkarzinom und hepatozellulirem 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, Speiserohren-, Endometrium-, Kolon- und Pankreaskarzinom
exprimiert wird und in den meisten Fillen 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 fiir das Fortschreiten des Tumors und das Uberleben
der Patienten noch nicht abschlieend geklért. Katayama et al. untersuchten die Expression von
B7-H3 in 37 Tumorproben von Patienten mit hypopharyngealem Plattenepithelkarzinomen
(HSCC), die nach Primértherapie anfénglich tumorfrei waren. Dabei wurde eine hohere Rate
an spiten Fernmetastasen bei Patienten beobachtet, deren Tumoren eine hohere B7-H3-
Expression aufwiesen (Katayama et al. 2011). Hu et al. berichteten iiber eine hohe Expression
von B7-H3 in 66,1 % der HNSCC-Proben und eine Korrelation mit einem schlechten Uberleben
in einer Kohorte von 274 Tumorproben (Hu et al. 2019). Li et al. berichteten in dhnlicher Weise
iiber ein schlechteres Uberleben 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,
Lietal. 2021). Kiirzlich wurde auBerdem gezeigt, dass die Expression von B7-H3 und die damit
einhergehende Umgehung des Immunsystems bei HNSCC durch eine lange, nichtkodierende
RNA (LINCO01123) durch Unterdriickung 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-Antikorper solche CSCs in einem HNSCC-Mausmodell in
Abhingigkeit von CD8+ T-Zellen eliminieren (Wang et al. 2021).

Fiir B7-H4 gibt es nur wenige Daten zu seiner potenziellen prognostischen Auswirkung bei
HNSCC. Wu et al. berichteten, dass bei Tumoren der Mundhohle (OSCC) die Expression von
B7-H4 mit dem Lymphknotenstatus und der Tumorzelldifferenzierung (Grading) assoziiert
war. Eine hohe Expression war mit einem schlechten Gesamtiiberleben verbunden (Wu et al.
2016). Bei LSCC wurde eine Ko-Expression von B7-H4 mit Markern des epithelialen zu
mesenchymalen Ubergangs (EMT) beschrieben und eine Uberexpression von B7-H4 induzierte
deren Expression in LSCC-Zellen, was auf einen ursdchlichen Zusammenhang schliefen lisst

(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 Tumorentititen 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 Uberleben der Patienten in einer Patientenkohorte bei HNSCC retrospektiv zu
untersuchen. Wir nahmen an, dass, auch bet HNSCC eine erhohte Expression von B7-H3 und
B7-H4 mit einem schlechteren Gesamtiiberleben und einem fortgeschrittenerem Tumorstadium
einherginge. Als immunregulatorische Faktoren konnten beide Proteine auch bei HNSCC
sinnvolle Ansatzpunkte fiir die Hemmung von Immun-Checkpoints als Alternative zu oder in
Kombination mit den derzeitigen Immuntherapieansétzen dienen. In den wenigen bisher
durchgefiihrten 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 Ubersicht iiber die
Expressionsmuster sowie die prognostischen Bedeutungen von B7-H3 und B7-H4 im gesamten
Gebiet der Kopf- und Halstumoren bieten. Zudem interessierte uns eine mogliche prognostische

Bedeutung der gleichzeitigen Expression beider Proteine in den untersuchten Tumoren.

2.6 Material und Methoden

Klinische In-silico-Analyse

Klinische und mRNA-Expressionsdaten fiir 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). Fiir jeden Tumor (n=516) wurde die B7-H3- oder B7-H4-Genexpression analysiert, und
die 25 % der Tumoren mit der jeweils hochsten und der niedrigsten Genexpression im Hinblick
auf das Gesamtiiberleben der Patienten verglichen. p-Werte wurden mithilfe des log-rank-

Testes berechnet.

Probensammlung und TMA-Konstruktion

Das Uberleben und die klinisch-pathologischen Daten von HNSCC-Patienten, die mit
kurativem Therapieansatz am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf behandelt wurden,
wurden retrospektiv analysiert. Die Tumoren wurden zwischen 1992 und 2013 diagnostiziert,
wobei die iiberwiegende Mehrheit von 95 % zwischen 2000 und 2013 diagnostiziert wurde. Die
Gewebeproben wurden entweder aus Primirtumoren wihrend 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

Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.
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Die Gewebeproben fiir die TMA-Konstruktion , wurden in gepuffertem  4-%iFormalin fixiert
und in Paraffin eingebettet. Die TMA-Konstruktion wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt
(Bubendorf et al. 1999, Dancau et al. 2016).

Zusammenfassend wurden von jedem ausgewéhlten Primirtumorblock Hédmatoxylin-Eosin-
gefiarbte Schnitte angefertigt, um repréasentative Tumorregionen zu identifizieren. Aus jedem
Block wurde ein Gewebezylinder mit einem Durchmesser von 0,6 mm mit einem
selbstgebauten halbautomatischen Gewebearrayer gestanzt. Fiir die immunhistochemische
Féarbung wurden mit dem Paraffin- Sectioning-Aid-System (Instrumentics, Hackensack, NIJ,

USA) 3-Mikrometer grole TMA-Schnitte angefertigt.

Immunhistochemie

Die frisch geschnittenen TMA-Schnitte wurden in einem einzigen Versuch an einem Tag
analysiert. Nach einer 10-miniitigen Peroxidase-Blockierung mit H2O> (DAKO S2023) wurden
B7-H3 (monoklonaler Kaninchen-Antikorper; Klon SP265; Zytomed) und B7-H4
(monoklonaler Maus-Antikorper, Klon H74; Antibodies Online) als Antikdrper fiir die
immunhistochemische Farbung verwendet. Die Objekttrager 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 Immunfarbung verwendet. Die Farbung wurde von
zwei erfahrenen Pathologen (TSC & CMvB) anhand eines etablierten Systems bewertet, das
auf der Intensitit der Farbung (0, 1, 2, 3 - bezogen auf fehlende, geringe, mittlere oder hohe
Intensitit) und dem Anteil der gefarbten Tumorzellen basiert (Simon et al. 2010, Steurer et al.
2021). Der endgiiltige immunhistochemische Score (IHC-Score) (negativ, schwach, mdfig,
stark) wird wie folgt aus diesen Parametern gebildet: Negative Scores hatten eine
Farbeintensitdt von 0; schwache Scores hatten eine Farbeintensitdt von 1+ in <70% der
Tumorzellen oder eine Farbeintensitit von 2+ in <30% der Tumorzellen; mdfige Werte hatten
eine Farbeintensitit von 1+ bei >70% der Tumorzellen, eine Féarbeintensitit von 2+ bei >30%
und <70% der Tumorzellen oder ecine Farbeintensitit von 3 bei <30% der Tumorzellen; und
starke Werte eine Farbeintensitét von 2+ bei >70% der Tumorzellen oder eine Férbeintensitat
von 3 bei >30% der Tumorzellen. Bei Unstimmigkeiten wurden die Gewebestellen von beiden

Pathologen erneut analysiert und ein Konsensergebnis ermittelt.

Analyse des Patienteniiberlebens
Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von R und der Bioconductor-Umgebung (Huber et al.
2015) zur Datenverarbeitung, -analyse und -auswertung durchgefiihrt. Uberlebensanalysen

wurden nach der Kaplan-Meier-Methode und dem Log-rank-Test mit den R-Paketen "survival"
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und "survminer" durchgefiihrt, multivariante Analysen wurden mit einem Cox-Proportional-
Hazards-Regressionsmodell unter Verwendung des "survival"-Pakets (Therneau und Grambsch
2000, Kassambara und Kosinski 2018) durchgefiihrt. 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 Malle

verwendet.

Weitere Datenanalysen

Die Darstellung der Proteinexpressionswerte wurde mit GraphPad Prism 6 durchgefiihrt.

2.7 Ergebnisse

Hohe mRNA-Expression von B7-H3 ist kein negativer prognostischer Marker fiir das
Gesamtiiberleben

Um die Auswirkungen der mRNA-Expression von B7-H3 und B7-H4 in Tumorzellen auf das
Uberleben 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). Fiir 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 darauthin 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 Fillen

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 Uberleben 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 Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf

behandelt. Insgesamt zeigten 398 bzw. 395 Proben eine interpretierbare Farbung fiir B7-H3
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bzw. B7-H4. Das OPSCC war mit 185 Féllen am héufigsten vertreten, gefolgt von LSCC mit
140, HSCC mit 51 und OSCC mit 23 Fillen. Beziiglich 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 NO-, 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 Farbeintensitiaten von B7-H3 und B7-H4 mit 0, 1, 2 oder
3bewertet und der jeweilige Prozentsatz der Tumorzellen geschétzt (s. Publikation, Abb. 2A).
Der endgiiltige IHC-Score wurde aus beiden Parametern gebildet, wobei die einzelnen Spots
auf dem TMA als negativ, schwach, mdfig oder stark eingestuft wurden (siche Material und
Methoden fiir weitere Einzelheiten). Die Anfarbung beider Proteine war auf die
Plasmamembran und / oder das Zytoplasma beschrinkt. Insgesamt konnte ein groBer
Unterschied in der Expression beider Proteine festgestellt werden. In der gesamten Kohorte und
in den jeweiligen Tumor-Sublokalisationen war die Farbungskategorie stark am haufigsten fiir
B7-H3 vertreten, wéihrend eine negative Farbung die hdufigste Kategorie fiir das B7-H4-Protein
war (s. Publikation, Abb. 2B). Normalgewebe-Kontrollproben der TMA wiesen im Vergleich
zu den Tumorproben eine weitaus schwéchere B7-H3- und B7-H4-Expression auf: In 50
Normalgewebe-Kontrollproben war die haufigste B7-H3-Farbung negativ und die haufigste
B7-H4-Farbung 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
Zusammenhinge flir 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, fiihrten wir zusétzlich separate Analysen bei
OPSCC durch, die positiv fiir den HPV-Surrogatmarker p16 (p16+) waren. Zudem untersuchten
wir dies in einer gepoolten Kohorte, die aus pl6-negativen (p16-) OPSCC sowie allen LSCC,
HSCC und OSCC bestand, bei denen HPV-bedingte Félle bekanntermallen nur einen geringen
Anteil von weniger als 5 % ausmachen, wenn man zusitzlich 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 Zusammenhinge (s. Publikation, Anhang Abb. 2).

Zusammenhinge zwischen der Expression von B7-H3- und B7-H4-Proteinen und dem
Uberleben der Patienten
Im Fall von B7-H3 wurde fiir die gesamte Kohorte kein signifikanter Zusammenhang zwischen

Proteinexpression und OS festgestellt (s. Publikation, Abb. 3A). In separaten Analysen fiir
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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 Uberleben. 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
giinstigeres (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 fiir HPV- OPSCC beobachtet (p=0,038) (s. Publikation, Abb.
3D). Ein Trend zu besserem OS bei HPV- mit starker B7-H3-Expression wurde auflerdem bei
Larynxkarzinomen, nicht aber bei Hypopharynxkarzinomen oder bei den wenigen Fillen von
Mundhohlenkarzinomen 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 primirer Radio(chemo)therapie (RT/RCT) ein signifikant
giinstigeres Uberleben 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 Uberlebens (RFS) nach primirer RT/RCT wurde bei Patienten
mit HPV- HNSCC und HPV- OPSCC und jeweils starker B7-H3-Expression ein Trend zu
einem gilinstigeren Ergebnis beobachtet. Ein signifikant giinstigeres RFS zeigte sich bei
Larynxkarzinomen mit starker im Vergleich zu schwacher B7-H3-Expression (s. Publikation,
Anhang Abb. 4).

Fiir B7-H4 haben wir die Expressionsmuster auch nach der am héufigsten vorkommenden
Kategorie dichotomisiert, was in diesem Fall bedeutet, dass die Farbung negativ im Vergleich
zu allen anderen steht. Wir konnten keine statistisch unterschiedlichen Uberlebenszeiten in
Abhingigkeit vom Vorhandensein oder Nichtvorhandensein einer B7-H4-Farbung feststellen,
aber einen Trend zu einem schlechteren Uberleben bei Expression in HPV+ OPSCC und der
grofiten Behandlungsgruppe dieser Tumoren, ndmlich Patienten, die eine Operation und eine
adjuvante RT/RCT erhielten (s. Publikation, Abb. 4). Weitere und groBBere Kohorten von HPV+
OPSCC werden notwendig sein, um zu kldren, 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 fiir eine starke B7-H3-Expression bei
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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 stirksten 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 pridiktive 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. Fiir PD-L1 berichtet eine aktuelle Meta-Analyse iiber ein
giinstigeres Gesamtiiberleben 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, fiir
Standardbehandlungen auflerhalb der Immuntherapie als positive prognostische Marker dienen
konnen. Bei B7-H3 und B7-H4 sind die spezifischen Rezeptoren fiir beide Proteine bisher nicht
bekannt, was die Kldrung ihrer genauen molekularen Funktionen deutlich einschriankt. B7-H3
wurde urspriinglich als immunstimulierendes Molekiil 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 iiber eine Rolle als Immun-
Checkpoint-Molekiil, das neben anderen Funktionen sowohl die Anti-Tumor-Reaktion durch
T- und NK-Zellen, als auch die Férderung nicht-immunologischer protumorigener Funktionen
wie Migration und Invasion, Angiogenese oder Chemoresistenz sowie die Auswirkungen auf
den Tumorstoffwechsel einschrinkt (Kontos et al. 2021, Zhou und Jin 2021). Es wurde
berichtet, dass B7-H3 bei vielen Krebsarten auf der Oberfliche von Tumorzellen stark
exprimiert wird, wihrend es auf normalem Gewebe nur schwach ausgeprégt ist. Daher wurde
B7-H3 als Pan-Krebs-Antigen bezeichnet, und es wurden und werden verschiedene
praklinische Studien und klinische Versuche durchgefiihrt, um B7-H3 als tumorspezifisches
therapeutisches Ziel zu nutzen. Ein Beispiel hierfiir sind bi-spezifische Antikorper (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 fiir Immun-
Checkpoint-Inhibition, allein oder in Kombination mit der PD1/PD-L1-Achse, zeichnet sich
auch bei HNSCC ab. In diesem Fall kdnnen sowohl die Blockade des Immun-Checkpoints
durch die Hemmung von B7-H3, als auch die antikdrperabhédngige zelluldre Zytotoxizitét

28



(ADCC) aufgrund der hohen Menge an Antikdrpern, 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 hauptsidchlich
beobachtet, dass B7-H3 mit einer schlechteren Uberlebensrate und einem fortgeschritteneren
Tumorstadium assoziiert ist. Allerdings sind die Daten sowohl fiir B7-H3 als auch fiir B7-H4,
eher sparlich. Was die Expression von B7-H4 betrifft, so haben unsere Daten einen negativen
prognostischen Wert bei HPV- HNSCC nicht bestdtigt, 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 groere Kohorten von HPV+ OPSCC
erforderlich, um diese Frage zu kléren.

Fiir B7-H3 bestdtigen unsere TMA-Daten eindeutig eine hohe Expression in HNSCC, was mit
fritheren Studien tibereinstimmt (Hu et al. 2019), wobei insgesamt etwas mehr als 60 % der
Proben als stark gefarbt eingestuft wurden, wihrend in den normalen Gewebekontrollstellen
meist eine schwache oder negative Farbung beobachtet wurde. Wir konnten jedoch keine
Assoziation der B7-H3-Expression mit fortgeschrittenen Tumorstadien oder schlechterem
Uberleben feststellen, sondern beobachteten iiberraschenderweise sogar ein miBig giinstigeres
Uberleben bei Patienten mit HPV- Tumoren, die eine hohe Expression aufwiesen. Multivariable
Analysen deuten darauf hin, dass dieses giinstige Uberleben mit einem geringeren
Lymphknotenbefall zusammenhédngen konnte und dass die aussagekréftigsten prognostischen

Auswirkungen bei HPV- OPSCC bestehen konnten.

Im Gegensatz dazu konnten wir im TCGA-Datensatz auf Grundlage der mRNA-
Expressionsmuster fiir B7-H3 und B7-H4 keinen eindeutigen Unterschied in Bezug auf das
Uberleben der Patienten in der HPV- HNSCC-Subkohorte feststellen. Fiir diese Diskrepanz
sind verschiedene Erkldrungen denkbar: Auf der einen Seite konnen 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 unabhingig von den absoluten
Expressionsmustern in der mRNA-Analyse im Vergleich zu einem IHC-Score verwendet
werden konnen, 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 moglicherweise dem TMA-Scoring nédher kommt, keine &hnlicheren
Ergebnisse lieferte. Ein potenzieller Nachteil von IHC-Analysen ist die Abhédngigkeit von den
verwendeten Antikdrpern. Da es sich bei dem hier verwendeten B7-H3-Antikdrper jedoch um

einen Klon handelt, dessen Spezifitidt durch Knockout-Experimente getestet wurde, sind wir
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beziiglich der Qualitdt unserer Farbung sehr zuversichtlich. Zudem enthilt die TCGA-Kohorte
weniger Oropharynx- und mehr Mundhohlenkarzinome als unsere TMA-Kohorte. Die
Auswirkung in spezifischen Untergruppen sollte weiter untersucht werden, was jedoch grof3e
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 fritheren 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 primir operierten Patienten beobachtet (Li et al. 2021). Unsere
Ergebnisse deuten nun auf ein giinstigeres Uberleben von Patienten mit HPV- Tumoren mit
hoher B7-H3-Expression hin, insbesondere wenn sie mit einer primiren Radio(chemo)therapie
behandelt werden. Es muss jedoch erwihnt werden, dass die begrenzte Anzahl von Patienten,
die in diesen beiden Untergruppen mit primirer RT/RCT behandelt wurden, zur Vorsicht bei
der Interpretation der Daten mahnt und bestitigende Studien erforderlich sind. Ob und in
welchem Ausmall immunmodulatorische oder immununabhéngige Funktionen von B7-H3 zu
einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber einer Radio(chemo)therapie von HPV- HNSCC mit
starker B7-H3-Expression beitragen und ob dies bei einer moglichen Kombinationstherapie mit
Anti-B7-H3-Antikorpern beriicksichtigt werden muss, ist eine wichtige Frage fiir zukiinftige

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 Uberleben von Patienten mit HNSCC untersucht, um
herauszufinden, ob B7-H3 und B7-H4 in der Zukunft als potentielles Target fiir eine spezifische
Anti-Tumor-Therapie auch bei Kopf-Hals-Tumoren dienen konnten.

Wir konnten keine Assoziation der B7-H3-Expression mit fortgeschrittenen Tumorstadien oder
schlechterem Uberleben feststellen, sondern beobachteten stattdessen sogar ein miBig
giinstigeres Uberleben bei Patienten mit HPV- Erkrankungen, deren Tumoren eine hohe
Expression von B7-H3 aufwiesen. Zudem héngt die hohe Expression von B7-H3 in der
untersuchten Kohorte mit einem geringeren Lymphknotenbefall zusammen. Fiir B7-H3 zeigt
sich das deutlichste prognostische Potential bet HPV- OPSCC.

Bei B7-H4 wurde ein negativer prognostischer Wert bei HPV- HNSCC nicht bestitigt, 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 groere Kohorten von
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HPV+ OPSCC und HPV- HNSCC einschlieBende, Studien, bestenfalls auch mit gréeren
Kohorten von Patienten mit Karzinomen anderer anatomischer Unterregionen im Kopf-
Halsbereich, erforderlich, um dieser Fragestellung weiter nachzugehen und die
zugrundeliegenden Mechanismen und die mdglichen Auswirkungen einer gezielten
Behandlung mit B7-H3 als Target bei HNSCC weiter zu untersuchen. Dies stellt einen Ansatz

fiir zukiinftige Studien dar.
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4. Abkiirzungsverzeichnis

ADD. ettt a et n ettt e tesbeebeeae s Abbildung
ADCC e Antibody dependent cellular cytotoxicity
CAR-T CeIIS ottt Cimeric antigen receptor T cells
S ettt ettt eaees Cancer stem cells
DIN A ettt ettt et e et taeebe e saeenbaens Desoxyribonucleinsdure
EMT .ottt Epithelial mesenchymal transition
HNSCC ..o Plattenepithelkarzinome des Kopfes und Halses
H R ettt et b ettt ettt eaees Hazard ratio
HSCC o Plattenepithelkarzinome des Hypopharynx
HPV ettt et ettt et eare s Humanes Papillomavirus
THC-SCOTE ...ttt Immunhistochemischer Score
LSCC et Plattenepithelkarzinome des Larynx
MIRINA Lot micro-Ribonukleinsédure
RN A ettt et e st e et e et e e et eeesabeesnabeeeans messenger RNA
INK-ZEILRIN .ttt Natiirliche Killerzellen
OPSCC ..ottt Plattenepithelkarzinome des Oropharynx
O ettt ettt sttt eaeen Gesamtiiberleben
OSCC e Plattenepithelkarzinome der Mundhohle
RO T ettt et ettt e et e et e e sbe e aeeenteesae e Radiochemotherapie
RES oottt rezidivfreies Uberleben
R et ettt e st et e et e e aa e e b e e stae e se e seeenbeenaeentean Radiotherapie
RN A ettt ettt ettt ettt et beenee Ribonukleinsédure
SCC et ettt enbeeaee e Plattenepithelkarzinome
) o) DO PSPPSR ROPTSRUPRUPO Tabelle
TCGA ettt The Cancer Genome Atlas
TIMLA ettt ettt ettt ettt e et e ab e teeenbeenee e Tissue Microarray
TINM ettt et e e e e s e e s aaaees Tumor, Nodus und Metastasen
UICC et Union internationale contre le cancer
UKE .ottt Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf
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5. Zusammenfassung

5.1 Kurzfassung

Die Blockierung von Immuncheckpoint-Rezeptoren zéhlt heutzutage wie bei vielen anderen
Tumorentititen, 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
Gesamtiiberleben bei der Erstlinienbehandlung von PD-L1-exprimierendem rezidivierendem
oder metastasiertem HNSCC verbessert. Die gut untersuchten Vertreter PD-L1 und PD-L2
zdhlen 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 zunichst auf vielen Oberfldchen von Normalgewebe zu finden sind. Es konnte jedoch
bereits gezeigt werden, dass in anderen Tumorentititen eine erhohte Expression von B7-H3 und
B7-H4 auf der Tumorzelloberfldche mit einem schlechteren klinischen Outcome einherging. In
HNSCC sind diese Proteine in Hinblick auf das Gesamtiiberleben bisher noch nicht ausreichend
beschrieben worden.

Aus diesem Grund wurden nun die Proteine B7-H3 und B7-H4 auf der Zelloberfliche von
HNSCC-Tumorzellen in einer retrospektiven Studie auf einem Gewebe-Mikroarray am
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf angefarbt. Anhand der Farbintensititen wurden
klinisch-pathologische Parameter mit Daten des TCGA-Datensatzes auf mRNA-Ebene und
Uberlebensdaten 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 anschlielend gesondert untersucht. Bei HPV- HNSCC in unserer Kohorte ging nun eine
hohe Expression von B7-H3 mit einer signifikant giinstigeren Prognose einher. Anhand
statistischer Analysen zeigte sich weiter, dass in einer gepoolten Kohorte von Patienten (HPV-
OPSCC sowie Larynx-, Hypopharynx- und Mundhohlenkarzinomen) bei HPV- OPSCC eine
starke B7-H3-Expression mit einem besseren Gesamtiiberleben einherging. Beit 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 moglichen Auswirkungen einer gezielten Behandlung mit B7-H3 als

Target miissen noch weiter gekldrt werden und stellten Grundlage fiir zukiinftige 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. Erklarung 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 Universititsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE) verwendet. Die Firbungen der einzelnen Marker auf den
zugehorigen Spots des TMA wurden von Pathologen des UKE geféarbt 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 fiir Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde des
UKE aktualisiert und die Tabelle vervollstindigt. Um die klinischen Daten fiir eine bessere
Analyse noch tiefgehender zu vervollstindigen, stellte ich einen Antrag beim Deutschen
Krebsregister (DKR), wofiir ich mir im Voraus auf postalischem Wege das Einverstindnis der
betroffenen Patienten einholte. Diese fiigte ich anschlieend ebenfalls in die Tabelle der
klinischen Datensitze zu unserem TMA ein. Zusammen mit Prof. Dr. Adrian Miinscher und
PD Dr. Thorsten Rieckmann stand ich in regelmédfigem Austausch beziiglich der
Aktualisierung der Tabelle und formulierte Fragestellung und Ziele sowie die Hypothese fiir
meine wissenschaftliche Arbeit. In mehreren Meetings mit PD Dr. T. Rieckmann sowie Dr.
Conrad Droste erarbeiteten wir die statistischen Analysen, welche wir fiir unsere Fragestellung
benoétigten, die darauthin durch Dr. Conrad Droste durchgefiihrt wurden. In einer
umfangreichen Literaturrecherche iiber PubMed erlangte ich Kenntnisse im Bereich der
Immunmodulation durch Immuncheckpoint-Inhibitoren und stellte Nachforschungen beziiglich
aktueller Fragestellungen zu den Proteinen der B7-Superfamilie B7-H3 und B-H4 bei Kopf-
Hals-Tumoren und anderen Tumorentitdten 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
ausfiihrlich. 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
Tumorentitdten 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 Uberlebensanalysen 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 gehdrigen

supplementiren 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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