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GIT1.

brostcancer gen

Notch-reglering

Hyperaktiv Notch-signalering observeras ofta vid brostcancer och korrelerar med da-

lig prognos. I en nyligen publicerad artikel visar vi att 6kade uttrycksnivaer av proteinet
GIT1 korrelerar med 6kad aterfallsfri 6verlevnad hos strogenreceptornegativa brostcan-
cerpatienter och att h6ga nivaer av GIT1 himmar Notch-signalering. Vara resultat visar
saledes att GIT1 kan modulera Notch-signalering och paverka tillvixt av brostcancer.

rostcancer drabbar cirka tio procent av alla kvinnor
under deras livstid och dr dirfor en stor medicinsk och
samhillelig borda'. Brostcancer ér en heterogen sjuk-
dom som klassificeras baserat pa nirvaro (ER(+)) eller frin-
varo (ER(-)) av 6strogenreceptorn. Hormonella terapier ar
relativt effektiva for ER(+)-tumoérer, dock finns firre behand-
lingsalternativ tillgingliga for ER(-)-tumérer, sirskilt for sa
kallade trippelnegativ brostcancer (TNBC), som inte bara ir
negativ for Gstrogenreceptorn utan dven for progesteronre-
ceptorn och HER2-receptorn. Identifiering av nya moleky-
lira mekanismer associerade med ER(-)-status ir dirfor av
stort intresse eftersom dessa mekanismer kan representera
nya terapeutiska mal for riktad behandling.
Notch-signalering har dykt upp som en intressant malkan-
didat for behandling av olika sjukdomar?. Kopplingen mellan
hyperaktiverad Notch-signalering och dalig prognos ar vil
etablerad for bréstcancer, sirskilt for ER(-)-tumérer’. En
koppling mellan 6strogensignalering och Notch-signalering
har ocksé rapporterats, diar Notch-signalering 4r hogre vid
ER(-) bréstcancer dn vid ER(+) bréstcancer®. Notch-signale-
ring ar en evolutionirt bevarad cell-cell-kommunikationsme-
kanism dir ligander pd plasmamembranet pa en cell aktiverar
Notch-receptorer pi en intilliggande cell (Figur 1). Receptor-
ligand-interaktionen leder till proteolytisk klyvning av recep-
torn vilket frigdr den intracellulira doménen av Notch (kall-
lad NICD), som migrerar till kirnan, dir en genreglering
sker. Aven om den molekylira arkitekturen f6r Notch-vigen
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Figur 1. Schematisk oversikt av den centrala signalkaskaden i
Notch-signalering. Nar Notch-receptorn interagerar med en ligand
pa en intilliggande cell genomgar Notch-receptorn proteolytisk
klyvning med y-sekretaskomplexet, vilket frigor den intracelluldra
Notch-doméanen (NICD), som translokerar till cellkdrnan. I kdrnan
bildar NICD ett co-activator (Co-A) complex som interagerar med
CSL och MAM for att reglera Notch nedstroms genuttryck.
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ir enkel, reglerar Notch-signalering viktiga fundamentala
processer i de flesta organ i kroppen. De olika rollerna for
Notch-signalering indikerar att det finns ytterligare kontroll-
steg i denna signalvig som formodligen formedlas av protei-
ner utanfor den centrala signalkaskaden. I $verensstimmelse
med detta resonemang finns det forvanansvirt fa mutationer
i gener som kodar for de centrala komponenterna i Notch-
signalvigen i brostcancer.

PREDIKTOR FOR DALIG PROGNOS

Vi har identifierat G-proteinkopplat receptorkinas-interage-
rande protein 1 (GIT1) som en modulator av Notch-signale-
ring i bréstcancer och en prediktor for dilig prognos vid ER(-)
brostcancer’. GIT1 ir ett evolutionart konserverat adapter-
protein som finns i cytosolen hos alla celler dir det paverkar
ménga olika signalvigar och cellprocesser®. Vi borjade med
att undersoka proteinuttrycket for GIT1 i tumorprover frin
patienter med ER(+) och ER(-) bréstcancer. Med flera olika
tekniker for att undersdka proteinuttryck kunde vi observera
en signifikant ligre proteinniva av GIT1 i prover fran ER(-)-
patienter dn i prover fran ER(+)-patienter. Fér att avgdra om
proteinuttrycket av GIT1 kunde forutsiga prognos hos brost-
cancerpatienter, utforde vi en Kaplan-Meier-analys i flera oli-
ka databaser, som avslojade en dirckt korrelation mellan hogt
GIT1-uttryck och 6kad aterfallsfri éverlevnad. Nir vi strati-
fierade data frin brostcancerpatienterna efter olika ER-status,
observerades en mer uttalad skillnad mellan hog och lag GIT1
hos ER(-)-patienter in hos ER(+) patienter.

Eftersom det ir tidigare kdnt att Notch-aktiviteten ir for-
stirkt i ER(-)-tumérer, undersokte vi det méjliga sambandet
mellan GIT1 och Notch. Immunfirgning fér NICD (Notch
intracellulira domin) gav en stark nukleir firgning i prover-
na frin ER(-)-patienterna, och omvint, en svag nukleir firg-
ning i ER(+)-proverna. Fér att verifiera dessa resultat utférde
vi experiment dir GIT1-nivderna antigen forstirkees eller tys-

tades ner med shRNA. Detta resulterade i en ckning av

Notch-signaleringen d& GIT1 tystades, och en minskning da
GIT1 overuttrycktes. Dessa resultat som visade att GIT1
kunde reglera Notch-signalering kunde verifieras med en rad
olika biokemiska analyser.

For att utforska GIT1:s forméga att paverka tumorutveck-
ling och tillvixt, sokte vi efter gener associerade med cancer-
stamceller i brostcancer”. I en genuttrycksanalys dir vi jam-
forde 2 509 bréstcancerpatienter med héga och laga GIT1-
nivder sig vi ett signifikant 6kat uttryck av aldehyddehydro-
genas 1 (ALDHI)-genen hos patienter med lagt GIT1. Nir
vi utforde en korrelationsanalys hittade vi en tydlig negativ
korrelation mellan ALDHI och GIT1 hos brostcancerpatien-
ter. Nir vi utforde experimentet dir GIT1 tystades i brést-
cancerceller, kunde vi observera en signifikant ékning av an-
talet ALDH 1-positiva celler, medan i celler dir GIT1 dverut-
trycktes sig vi motsatt effeke.

ANTALET KOLONIER OKADE

Férmagan hos celler att bilda kolonier 4r en inneboende cell-
egenskap som ir starkt forknippad med cancerstamhet. Vi
fann att nir GIT1 tystades 6kade antalet kolonier avsevire,
medan GIT1-6veruttryck i stillet minskade antalet kolonier,
jamfort med kontrollceller. Vi analyserade vidare paverkan av
Notch-GITI-axeln pi tumérutveckling genom att studera
hur enstaka celler kunde proliferera. Nir vi undersokte hur
tva eller tre celler kunde proliferera observerade vi betydligt
fler stiroider i celler dir GIT1 hade tystats. Effekten var ock-
s& hir motsatt dd GIT1 6veruttrycktes.

GIT1-Notch-axeln som etablerades ovan fick oss att vilja
utforska férhéallandet mellan GIT1 och Notch mer i detalj.
Genom att utfora ett experiment kallat co-immunoprecipita-
tion kunde vi konstatera atct GIT1 band till det klyvda intra-
cellulira fragmentet av Notch, sd kallad NICD. Notch-signa-
lering kan moduleras i olika steg i signalkaskaden och vi un-
dersokte forst om GIT1 péverkade den totala mingden
Notch-receptorer. Detta experiment visade att hoga och liga
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GITl-nivéer inte hade en uppenbar effekt pa den totala ming-
den Notch. Diremot férindrades den intracellulira distribu-
tionen av NICD av GIT1. Nir GIT1 tystades i brostcancer-
celler 6kade mingden NICD i cellens kirna och minskade
mingden NICD i cellens cytosol. Aven i detta experiment sig
vi en motsatt effekt dd GIT1 dveruterycktes. Tillsammans vi-
sar vara experiment att GIT1 férankrar NICD i cytosolen och
dirigenom hindrar transporten av NICD till kirnan.

For att avgora om GIT1-Notch-axeln spelar en betydande
roll i tumorprogression, transplanterade vi in genetiskt modi-
fierade brostcancerceller i méss med nedsatt immunforsvar.
Med detta experiment sig vi att celler med héga nivaer av
GITTI hade avsevirt mindre proliferation och tumérbildning.
Bland tjugo djur som hade transplanterats med brostcancer-
celler med héga nivaer av GIT1 uppticktes endast en tumér
(Figur 2). Omvint accelererades tumérbildningen i djur som
transplanterats med brostcancerceller dar GIT1-uttrycket var
lagt. Intressant var ocksa att antalet ALDH I-positiva celler
var ménga fler i tumorerna baserade pa brostcancerceller dir
GIT1 hade tystats in i kontrolltuméorerna. Med flera olika
experiment och analyser kunde vi ocksa visa att GIT1 paver-
kade Notch-signalering i brostcancercellerna som hade trans-
planterats till djur.

Sammanfattningsvis visar var studie att hoga nivier av
GIT1 hammar Notch-signalering och skyddar mot initiering
av tumortillvixe vid ER(-)-brostcancer. Detta verensstimmer
med andra forskningsstudier som beskriver att dysfunktionell
Notch-signalering ir associerad med cancer. Vi hoppas att
vara resultat om GIT1 i framtiden kan bidra till utveckling av
nya prognostiska markérer och behandlingsmetoder for pa-
tienter med ER(-) brostcancer.
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Figur 2. (a) Kaplan-Meier-plot som visar procentandelen tumorfria
moss transplanterade brostcancerceller dar GIT1 har dveruttryckts
(GIT1 over-expression) eller tystats (GIT1 knock-down) jamfért med
kontrollceller (GITT control). (b) Scatter plot av tumdrvolymen Sver tid i
moss transplanterade med brostcancerceller dar GIT1 har tystats (GIT1
knock-down) eller dveruttryckts (GIT1 over-expression). Tiden ar dagar
fran tumorvolymen >100 mm?. Heldragen linje, exponentiell regres-
sion. Skuggat omrade, 95 % konfidensband. Jamforelse av tillvaxthas-
tighetskonstanter k for GIT1 knock-down (n = 290 tumdrmatningar, k =
0.057) och GIT1 over-expression (n =440 tumormadtningar, k = 0.023), P
< 0,0001; F-test.
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