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Studien Ober die Transaktivierung von Genen Uber Promotorelemente sind bisher meist mit
Tumorzelllinien und nicht mit reseziertem Tumorgewebe durchgefiihrt worden. Allerdings sind solche
»in vivo-Experimente” von groBer Wichtigkeit, um die Erkenntnisse der Analysen transkriptioneller
Vorgange, die man aus Experimenten mit Tumorzelllinien gewonnen hat, auch in vivo nachweisen zu
kénnen. Nur auf der Basis solcher Experimente, die am ehesten die in vivo-Situation widerspiegeln,
kann man mégliche neue molekulare Konzepte zur Diagnostik und Therapie entwickeln.

Der Urokinase Rezeptor (u-PAR) ist ein stark und heterogen N-glykosyliertes, cysteinreiches Protein
mit einer relativen Masse von M, 55,000-60,000 Da. Nach Bindung seines Liganden, des Urokinasetyp
Plasminogenaktivators (u-PA), bewirkt er unter anderem den Plasmin-vermittelten Abbau von
Komponenten der extrazellularen Matrix, wie z.B. Fibrin und Kollagen IV. Er wird in zahlreichen
menschlichen Tumoren Uberexprimiert und ist signifikant mit der Invasion und Metastasierung wie
auch mit einem negativen prognostischen Verlauf von Tumorerkrankungen assoziiert. Eine hohe u-
PAR-Expression in Tumorzellen wird vor allem transkriptionell reguliert.

In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte eine tumorspezifische Bindung von Sp1 und eines
AP-2-&hnlichen Faktors an die Promotorregion —152/-135 des mit Metastasierung assoziierten u-PAR-
Gens in 60% von in vivo-reseziertem Tumorgewebe gezeigt werden. Versuche mit Tumor-Zelllinien
legen eine zusatzliche, méglicherweise synergistische Rolle einer AP-1-Promotoerregion (—190/-171)
des u-PAR-Gens bei der Regulierung des u-PAR nahe. Diese Studie wurde durchgefiihrt, um zum
einen die Bindung von Faktoren der AP-1-Familie an die Promotoerregion (-190/-171) des u-PAR-
Gens in reseziertem Tumor- und Normalgewebe flr ein groBes Patientenkollektiv zu analysieren und
Untergruppen zu definieren, in denen die Bindung tumorspezifisch ist. Zum anderen sollen
Transkriptionsfaktorbindungs-Muster an beide Promotorregionen des u-PAR in vivo untersucht und
maogliche Synergismen nachgewiesen werden. Bei der ersten vorlaufigen prognostischen Auswertung
der Daten betrug die mediane Nachbeobachtungszeit der Patienten 30 Monate. Daraus werden erste
Ergebnisse prasentiert und vorlaufige prognostische Schlussfolgerungen gezogen.

Bei 121 Patienten wurden aus resezierten gastrointestinalen Tumoren und entsprechendem
Normalgewebe nukledre Extrakte hergestellt und mittels Electrophoretic Mobility Shift Assays die
Transkriptionsfaktorbindung an die Region -190/-171 des u-PAR-Promotors untersucht. In Supershift-
Experimenten wurden bei 26 Patienten mit kolorektalen Karzinomen mit spezifischen Antikérpern die
einzelnen gebundenen Transkriptionsfaktoren nachgewiesen. Bei 89 Patienten konnte die Analyse der
Region -190/-171 des u-PAR-Promotors mit der Analyse der Region -152/-135 kombiniert werden. Die
Intensitdt der Bindung der Transkriptionsfaktoren wurde densitometrisch bestimmt. Durch ELISA
wurden die u-PAR-Proteinmengen in den jeweiligen Geweben bestimmt. Die Patienten wurden fir die
prognostische Auswertung in Untergruppen (hohe u-PAR-Expression vs. niedrige u-PAR-Expression;
Bindung aller dreier Transkriptionsfaktoren an beide u-PAR-Promotorelemente vs. den Rest) eingeteilt
und deren Outcome bei einer medianen Nachbeobachtungszeit von 30 Monaten vorlaufig miteinander
verglichen (Kaplan-Meier-Analysen).

Eine tumorspezifische Bindung von AP-1 an die Region -190/-171 des u-PAR-Promotors wurde in 40
% der Patienten mit kolorektalen Karzinomen (n=103) und in 44 % der Patienten mit
Magenkarzinomen (n=18) festgestellt. Bei der Supershift-Analyse der 26 kolorektalen Karzinome
ergab sich folgendes Verteilungsmuster: c-Fos wurde in 58 %, ¢-Jun in 50 %, JunD in 39 % und Fra-1



in 4 % der Falle tumorspezifisch gebunden. Die Bindung von AP-1 korrelierte signifikant mit den u-
PAR-Proteinmengen im Normal- und Tumorgewebe (p<0,001), wohingegen die Bindung von AP-
2/Sp1 nur im Tumorgewebe mit den u-PAR-Proteinmengen signifikant korrelierte (p<0,001). 62 % der
kolorektalen Karrzinome zeigten eine simultane Bindung von AP-1, AP-2 und Sp1, 11 % von AP-1 und
AP-2, 16 % von AP-2 und Sp1, 4 % von AP-2 alleine, 3 % von AP-1 alleine und 0 % von Sp1 alleine.
Die Bindung von AP-1-, AP-2- und Sp1 korreliert signifikant untereinander, die simultane Bindung von
AP-1 und AP-2 zeigt die hdchste Korrelation der Kombinationen mit u-PAR-Proteinmengen im
Tumorgewebe. Fir Patienten mit kolorektalen Karzinomen ergab sich ein Trend hin zu einer
schlechteren Prognose sowohl bezlglich eines rezidivfreien Uberlebens also auch bezlglich des
insgesamten Uberlebens, wenn in den Tumorgeweben die Bindung aller drei Transkriptionsfaktoren
festgestellt werden konnte (p>0,05).

Dies ist die erste Arbeit, die in einer groBen Patientenserie an reseziertem Tumor- und Normalgewebe
die tumorspezifische Bindung von Transkriptionsfaktoren an zwei wichtige Regionen des u-PAR-
Promotors untersucht. Das AP-1-Bindungselement scheint ein weniger tumorspezifischer Regulator
zu sein als das Spi1/AP-2-Motiv. Der hohe Prozentsatz an Fallen mit simultaner Bindung der
Tanskriptionsfaktoren an beide Promotorelemente und die Korrelation der kombinierten Bindung an
diese Elemente mit hohen u-PAR-Proteinmengen in den Tumoren unterstitzen die Hypothese eines
Synergismus der Regionen -190/-171 und -152/-135 des u-PAR-Promotors in vivo. Flr eine
Subpopulation von ungefédhr 25 % der Patienten mit kolorekalen Karzinomen, bei denen eine
tumorspezifische u-PAR-Transaktivierung Uber beide Promotorelemente festgestellt werden konnte,
ware die Entwicklung spezifischer Medikamente gegen diese beiden Regionen bzw. gegen durch sie
vermittelte Signalwege als ein neuer Therapieansatz denkbar.



