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Zusammenfassung

Die Tumorsuppressorproteine p33ING1b und p29ING4 (Inhibitor of Growth, ING)
verhindern normalerweise die Entwicklung bestimmter Tumorarten, indem sie einen
Transkriptionskomplex mit dem Tumorsuppressorgen p53 bilden. Dieser ist fiir die
Aktivierung p53-abhédngiger Gene erforderlich und vermittelt Wachstumsstillstand,
replikative Seneszenz, Apoptose und DNA-Reparatur. Es wurde gezeigt, dass die Aktivitit
von p53 durch Uberexpression von p29ING4 iiber Aktivierung von p21/wafl Promotoren
moduliert wird. Die Assoziation von ING mit p53 und die ING-vermittelte Acetylierung von
pS53 stellen dabei verschiedene Mechanismen dar, durch die ING Proteine p53 stabilisieren
und die p53-zelluliren Antworten auf genschiddigenden Stress und apoptotische Stimuli

verstirken.

Die ING1b und ING4 Gene sind nach der Demonstration hoher Expressionswerte in
verschiedenen Tumoren in den Mittelpunkt der Tumorforschung geriickt. Zudem hat die
Immunogenitdt des p33INGIb Proteins in Patientinnen mit einem Mammakarzinom ihre
potentielle Bedeutung fiir die Diagnose und eine auf dem Prinzip der Vakzinierung basierende

Behandlung demonstriert.

Das Nierenzellkarzinom ist das dritthdufigste urologische Malignom und macht ca. 3% aller
bosartigen Tumoren aus. Die einzige kurative Therapie des Nierenzellkarzinoms ist die
frithzeitige Diagnose und Entfernung des Primértumors. Bislang gibt es keine wirkungsvolle
Chemotherapie fiir diese Tumorart. Sdmtliche chemotherapeutischen Ansitze, die in vitro
eine abtotende Wirkung auf das Tumorzellwachstum zeigten, fiithrten in vivo zu keinem

lingerfristigen Effekt eines verbesserten tumorrelevanten Uberlebens der Patienten.

Hiaufig wird das Nierenzellkarzinom von einer groen Anzahl mononukledrer Zellen
einschlieBlich T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen infiltriert. Dabei wurde fiir
friihe Tumorstadien in der vorliegenden Arbeit eine erhohte Serumkonzentration an IL-2 und
dessen Rezeptor (IL-2R) gezeigt, die auf eine erhohte T-Zellproliferation und Aktivierung der
Immunantwort im Tumorpatienten hindeutet. Eine verstirkte Expression von Zytokinen wie
IFN-y und TNF-o neben IL-2 im Serum weist, wie nachgewiesen, auf eine verstirkte

Aktivierung von Th1 und zytotoxischen Tcl Zellen im Tumorpatienten hin.



Im Tumorgewebe selber akkumulieren T-Zellen in den Anfangsstadien des
Nierenzellkarzinoms. Dies ldsst eine lokale Tumorimmunantwort vermuten. Im peripheren
Blut von Patienten spdter Stadien weisen die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch auf eine
stadienabhidngige Abschwichung der gegen den Tumor gerichteten Thl-Antwort und eine
Starkung der Th2/Treg-Antwort mit supprimierender Auswirkung auf die Tumor-
Immunabwehr hin. In fortgeschrittenen Tumorstadien bedeutet dies eine zunehmend inaktive
Tumorimmunantwort. Intratumoral iberwogen sowohl IL-10 positive CD4+ und CD8+ als
auch IL-2 positive CD8+ T-Zellen, von denen immunsuppressive Effekte auf die
Tumorimmunantwort vermutet werden. Moglicherweise entsteht durch eine Verschiebung im
Zellverhiltnis von zytotoxischen und T-Helferzellen gegeniiber supprimierenden und
regulatorischen Zellen ein Selektionsvorteil fiir das weitere Tumorwachstum. So wire eine

zytotoxische Immunantwort gegen den Tumor zunehmend ineffektiv.

Parallel zu einer erhohten Konzentration an TNF-a zeigte sich im Serum der Tumorpatienten
eine erhohte Expression der Rezeptoren TNFR I und TNFR II. Zusammen mit den
Ergebnissen aus dem TUNEL-Assay wies dies bei Tumorprogression auf eine zunehmende
Anzahl apoptotischer T-Zellen hin. Interessanterweise zeigten nicht alle TNFR I-positiven
PBLs ein positives TUNEL-Ergebnis. Verglichen mit den PBLs wiesen Lymphozyten im
Tumor eine erhohte Anzahl TNFR I- und TUNEL-positiver CD4+ und CD8+ Zellen auf, was

auf ein apoptotisches Mikromilieu fiir T-Zellen im Tumor hindeutet.

Immunologische Therapieansitze stellen wegen der Moglichkeit eines selektiven Angriffs auf
Tumorzellen ein attraktives Konzept dar. Diese Arbeit zeigt, dass etwa 40% der untersuchten
Patienten friiher wie auch spiter Stadien eine signifikante Uberexpression des ING1b Gens
und iiber 30% eine signifikante Uberexpression des ING4 Gens aufwiesen. Anschaulich
wurde dazu die Présentation beider Proteine iiber MHC Klasse I und II Komplexe im
Tumorgewebe bei fehlender Nachweisbarkeit im normalen Nierenparenchym morphologisch
demonstriert. Eine zytotoxische CD8+ sowie CD4+ T-Zell-Tumorimmunantwort gegen diese
im Tumor selektiv {iberexprimierten Proteine konnte sich somit als ein attraktives

Therapieziel erweisen.

Zur Charakterisierung typischer HLA-Klasse I und -II Expressionsmuster der Tumorpatienten
bedarf es aus epidemiologischen Griinden groBer Patientenkollektive und eines Vergleichs

mit der Normalbevolkerung. In der in begrenztem Umfang, da nicht thematischer



Schwerpunkt der Arbeit, durchgefiihrten HLA-Analyse zeigte sich fiir die untersuchten HLA-
A, -B und -C sowie HLA-DRA und -DRB Antigene im untersuchten Patientenkollektiv eine

heterogene Genexpression.

Der fiir verschiedenen Tumoren beschriebene Verlust von HLA Klasse I Molekiilen auf der
Tumorzelloberfliche  stellt  offensichtlich  keine  Allgemeingiiltigkeit dar. Beim
Nierenzellkarzinom ist diese Beobachtung nach der eigenen Datenlage nicht unbedingt mit
einem oft diskutierten Escape-Mechanismus gleichzusetzen. Eine Uberexpression von HLA
Klasse I Molekiilen sowie eine Expression von HLA Klasse II Molekiilen im Nierentumor,
wie in der vorliegenden Arbeit molekulargenetisch aufgezeigt, konnte die Prisentation von
Tumorantigenen im Tumor selbst vorstellbar erscheinen lassen und zu einer wirkungsvollen
Immunantwort beitragen. Bei der durchgefiihrten Real-Time PCR-Analyse konnte allerdings
nur die Expression von HLA-Molekiilen auf Tumorzellen und infiltrierenden Immunzellen im
Tumorbett analysiert werden. Parallele immunhistologische Untersuchungen weisen jedoch
auf eine MHC-Expression auf Tumorzellen auch in fortgeschrittenen Tumorstadien hin.
Dagegen zeigten samtliche Patienten frither Stadien und 75% fortgeschrittener Tumoren eine
signifikant herabregulierte HLA-G Expression auf. Die Bedeutung des HLA-Genmolekiils fiir
das Nierenzellkarzinom bleibt unklar, fiir andere Tumorentititen wird es derzeit kontrovers
diskutiert. Dessen Uberexpression konnte sich als ein Selektionsvorteil fiir den Tumor

herausstellen.

Die Tatsache, dass sowohl im Tumor als auch im peripheren Blut p29ING4-positive T-Zellen
nachweisbar sind, und dass diese Zellen in fortgeschrittenen Tumorstadien abnehmen, wurde
in dieser Arbeit eindriicklich gezeigt. Dabei war der Anteil p29ING4-positiver CD4+ T-
Zellen in frithen Tumoren groBer als der spezifischer CD8+ T-Zellen. Dabei konnte es sich
vermutlich um CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen handeln. Die Sequenz
p29ING4 aa 149-158 bewirkte eine IL-2-Antwort and war fiir eine verstirkte Expression des
IFN-y in PBLs von Patienten frither Stadien bedeutsam. Sie 16ste dazu nur eine geringe IL-10-
Antwort aus. Dies deutet auf eine stimulierende Rolle dieses p29ING4 Epitops fiir die
Induktion einer zytotoxischen Tcl- aber auch einer Thl-vermittelten T-Zellantwort in den

PBLs der Tumorpatienten hin.

Schlussfolgernd wire die therapeutische Effizienz des identifizierten p29ING4 Epitops fiir

eine Immuntherapie klinisch zu iiberpriifen. Moglicherweise stellt eine auf p29ING4-basierte



Immuntherapie in Kombination mit CTLs, die durch eine begleitende Zytokintherapie (z.B.
INF-o0 und IL-2) aktiviert werden, bei Patienten mit p29ING4-iiberexprimierenden

Nierentumoren ein wirksames immunologisches Therapiekonzept fiir die Zukunft dar.



Summary

The tumor suppressor proteins p33INGl1b and p29ING4 (Inhibitor of Growth, ING) were
originally identified as negative cell growth regulators due to the formation of a
transcriptional complex with the tumor suppressor p53 that is required for the activation of
pS3-responsive genes and mediates growth arrest, replicative senescence, apoptosis and DNA
repair. It has also been demonstrated that p29ING4 overexpression modulates p53 activity
through activation of p21/wafl promoters. The association of ING with p53 and ING-
mediated acetylation of p53 present diverse mechanisms through which ING proteins may
stabilize pS3 and enhance the p53 cellular responses to genotoxic stress and apoptotic stimuli.
ING1b and ING4 genes has been of interest in cancer research after the demonstration of high
expression levels in various tumors. In addition, p33ING1b immunogenicity in patients with
breast cancer has raised the potential value of p33INGI1b in diagnosis and vaccine based

treatment.

Renal cell carcinoma (RCC) is the third most common neoplasm of the urogenitary tract and
counts for 3% of all malignancies. The incidence of the disease is increasing yearly. There is
no internationally standardized treatment regimen for advanced tumor stages and the only
curative option for localized tumors is to diagnose and to perform a radical nephrectomy in an
early stage of the disease as the RCC is known to be highly chemo-/radioresistant. Some
chemotherapeutical procedures show cytotoxic effects on tumor cells in vitro but no

significant impact in regard of prolonged tumor related survival.

Recent data show that the RCC is often infiltrated by a variable amount of cellular infiltrates
composed of T cells, NK cells and macrophages. An increased expression of cytokines like
IL-2 and its receptor IL-2R in the serum of the patients as demonstrated in this thesis points to
an enhanced level of immunological activation during early stages of the tumor development.
A significant increase in the expression of further cytokines like IFN-y and TNF-a together
with IL-2 may support this hypothesis of early activation of T cells like T helper 1 (Thl) and

cytotoxic Tcl cells at early stages of the tumor development.

As demonstrated in this thesis an increasing amount of tumor infiltrating T cells in early
stages show significant in vitro reactivity against tumor antigen indicating a peripheral tumor

immune response. However, conclusive data also show that in advanced tumor stages the



type-1 response, indicative for tumor destruction, decreased whereas the type-2 response,
indicative for regulatory or suppressive immune responses, increased. This suggests an
increasingly ineffective tumor immune response during later stages of the disease. Indeed, the
data presented in this thesis show a further diminished tumor immune response in RCC
patients in advanced stages. CD4+ and CD8+ tumor-infiltrating cells, double positive for IL-
10, as well as IL-2 expressing CD8+ T cells increased in later stages. This may be indicative
for a shift from infiltrating cytotoxic and T helper cells in early stages to an increasing
population of suppressive CD8+ T cells infiltrating the tumor in later stages. The change in
the proportion of cytotoxic and helper T cells towards suppressive and/or regulatory T cells in
the tumor may be responsible for the polarization from a Thl- to a Th2 type response. This
may contribute to tumor growth and thus resemble an increasingly ineffective cytotoxic tumor

immune response.

Corresponding with significant serum levels of TNF-a the receptors TNFR I and -II were
found to be highly expressed in patients with RCC. In accordance with this finding an
enhanced number of apoptotic peripheral blood T cells with emphasis more on TUNEL-
positive CD4+ and CD8+ cells during tumor progression was demonstrated. Interestingly, not
all TNFR I positive PBLs exhibited positive TUNEL staining. Among tumor-infiltrating
lymphocytes like in PBLs TNFR I- and TUNEL positive CD4+ and CD8+ cells were found,

suggestive for an apoptotic microenvironment within the tumor.

T cell approaches enable a selective attack of tumor cells and thus represent an attractive
therapeutical concept against tumors. Identification of immunogenic molecules overexpressed
or solely expressed in the RCC is therefore a priority in order to develop such T cell-mediated
strategies against solid tumors. The data presented in this thesis demonstrate for the first time
heterogenic expression of the tumor suppressor genes ING1b and ING4 in patients at different
stages of the RCC. Approximately 40% of renal cancers showed significant overexpression of
the ING1b gene and more than 30% overexpressed the ING4 gene. Furthermore, presentation
of these two proteins in the context of MHC class I and II complexes on the surface of the
tumor cells was shown in the RCC but not in normal renal parenchyma. Thus, a CD4+ and
CD8+ T cell mediated tumor immune response against defined proteins may be an attractive

therapeutical strategy.
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To characterize a common pattern of HLA class I and II gene expression for epidemiological
reason it requires a significant population of tumor patients to compare with healthy subjects.
The limited patient study group, which was investigated, demonstrated heterogenic HLA-A, -
B, -C, -DRA and -DRB gene expression.

The loss of HLA class I molecule expression on the surface of the tumor cell does not exhibit
a common abnormality for the RCC and does not display an obligatory tumor escape
mechanism. In contrast, overexpressed HLA class I as well as class II molecule expression as
demonstrated for the RCC in this thesis could enable the presentation of tumor antigens by the
tumor cell itself and contribute to an effective tumor immune response. In addition, all
patients in early stages and 75% of patients in advanced stages showed significant
overexpression of the HLA-G gene. The specific role of the HLA-G molecule in the RCC as
controversially also discussed for other malignancies, seems to be unknown and could turn

out to be beneficial for tumor growth.

This thesis demonstrates for the first time significant numbers of p29ING1b specific T cells in
tumor-infiltrating lymphocytes and in PBLs. However, TILs show a decreased ratio of
p29ING1b specific T cells in later stages of the RCC. Interestingly, in early stages there were
more p29ING4 positive CD4+ lymphocytes than such CD8+ T cells within the tumor tissue.
Moreover the p29ING4 sequence aa 149-158 was shown to induce a significant IFN-y
response but only a low IL-10 response in PBLs from RCC patients in early stages but not
from healthy controls. The sequence p29ING4 aa 149-158 exclusively induced a significant
IL-2 response. These data indicate a stimulating role of the sequence p29ING4 aa 149-158 for
inducing a cytotoxic Tcl and Thl T cell mediated immune response in PBLs from RCC

patients.

In conclusion, the therapeutic efficiency of the epitope p29ING4 aa 149-158 should be further
examined in in vivo studies. The results of this study may provide the basis for a combined
immunotherapeutical strategy in particular with actually clinical relevant protocols with
lymphocyte - (CTL) activating cytokines such as IFN-a and IL-2 in patients with upregulated

ING4 expression within their tumor.
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