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Abstract

Tumor heterogeneity is a natural process of evolution of tumor cells, with
singular consequence in response to different therapies [1] [2] [3]. In the era of
personalized medicine gives much importance to the concept that a tumor is a
unique disease in each patient. In a recent study, Gerlinger et al. (2012) [4]
demonstrated that within a primary tumor mass this uniqueness extends to other
regions of the tumor and its metastases. The autors examined the concept of
intratumoral heterogeneity in patients diagnosed with renal clear cell cancer.
Analysis of global sequencing identified a deletion in the VHL gene (commonly
mutated in this disease) present in all regions studied, including metastases.
Interestingly, it was only possible to connect a particular region of the patient with
metastases. What drew most attention was that the different regions and the
metastases have distinctly enriched genes with good or poor prognosis. The 110
genes that conferred a signature for this type of cancer, related to better prognosis
were enriched in the primary tumor and metastasis, and poor prognosis genes were
enriched in other areas of the primary tumor. In search of new therapeutic targets,
noncoding RNAs have attracted the attention of researchers because of its role in
regulating biological processes involved in developing cancer. The non-coding, small
RNAs (miRNAs, piRNAs), medium (PASRs) or long (long non-coding RNAs - IncRNAs)
[5] [6] [7] regulate various molecular, genetic and cellular processes linked to tumor
progression which include: chromosome dosage compensation, modification of
chromatin structure, transcription and translation, splicing, cell differentiation,
integrity of cell structures, cell cycle, intracellular trafficking, reprogramming of stem
cells and response to heat-shock (Mattick and Clark , 2011; Esteller M., 2011) [8] [9].
The role of noncoding RNAs in regulating biological processes linked to
tumorigenesis opens a new front in the identification of biomarkers for diagnosis,
prognosis, and potential therapeutic targets for cancer treatment. On this proposal
we intend to apply Next Generation Sequencing (NGS) technology to investigate the
genetic and epigenetic changes that confer selective advantage to tumor cells, with
the potential to be used as genetic markers for diagnosis and prognosis as well as
therapeutic targets.



Goals

Explore the genetic heterogeneity of the tumor cell subpopulations, as well as
characterizing the expression profile of RNAs coding and non-coding, with special
attention to long microRNAs and regulatory RNAs. The functional characterization of
these molecules assist in the identification of potential therapeutic targets

Specific Goals

1. Identification of mMRNAs, IncRNAs and miRNAs enriched in tumor tissues and tumor
cell lines;

Data from RNA-Seq data (transcriptome) of melanoma (cell lines), recurrent
glioblastoma, gastric tumor and metastatic tumors of bone and brain will be
examined. Additionally, data from RNA-Seq published by TCGA will be analyzed for in
silico validation of selected transcripts.

2. Characterization of the genetic and epigenetic heterogeneity of tumor cell
subpopulations;

The subpopulations of tumor cells will be isolated and collected by flow cytometry
with cell type-specific markers. Then, a pool of each cell type will be processed in C1
Single Cell ™ Auto Prep System platform for preparation of RNA-Seq and exoma
libraries and of each single cell subpopulation.

3. functional study;

The transcripts selected as a potential therapeutic target will be functionally
characterized using tumor cell lines with approaches of siRNA, shRNA and
CRISPR/Cas9, followed by the evaluation of biological processes such as cell
proliferation, apoptosis, migration, invasion and repair of DNA damage.

4. Therapeutic Approach.

After functional validation, in the case of a IncRNA, we can use the approach of
AntagoNAT (Natural Antisense Transcripts - NATs) transcripts or ATFs (Artificial
Transcription Factors). To the miRNAs, the antagomir is the most appropriate
approach to cancer treatment. The three types of targets will be tested in animal
model and tumor cell lines. Once proven the efficiency of the target, the next step will
be the development of nanostructures for its controlled and selective release in
animal model.
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SUBPROJETO 1: Andlise da heterogeneidade genética das células tumorais:
identificacdo e caracterizagao funcional de biomarcadores para fins terapéuticos em
cancer.

Pesquisador Responsavel: Wilson Aratjo da Silva Jr

Introdugao

A heterogeneidade tumoral é fruto da evolucdo e adaptacdo das células
tumorais, prejudicando sobremaneira a melhor resposta as diferentes terapias. Na
era da medicina personalizada da-se muita importancia ao conceito de que um
tumor é uma doenga Unica em cada paciente. Em estudo recente, Gerlinger et al.
(2012) demonstraram que dentro de uma massa tumoral primaria esta singularidade
se estende a outras regides do tumor e suas metdstases. Neste trabalho os
pesquisadores examinaram o conceito de heterogeneidade intratumoral em
pacientes diagnosticados com cancer renal de células claras. Andlise de
sequenciamento global identificou uma delegdo no gene VHL (comumente mutado
nessa doenca) presente em todas as regides estudadas, inclusive nas metdstases.
Interessantemente, foi possivel conectar apenas uma regiao em particular com as
metastases do paciente. O que chamou mais atencdo foi que as diferentes regides e
as metastases eram distintamente enriquecidos com genes de bom ou péssimo
prognostico. Dos 110 genes que conferiam uma assinatura para este tipo de cancer,
os relacionados com bom progndstico estavam enriquecidos nas metastases e no
tumor primario, e os genes de péssimo progndstico estavam enriquecidos nas
demais areas do tumor primario. Na busca de novos alvos terapéuticos, os RNAs
ndo-codificadores tem despertado atencdo dos pesquisadores dados o seu papel na
regulacdo de processos bioldgicos inerentes ao desenvolvimento cancer. Os RNAs
ndo-codificadores, pequenos (miRNAs, piRNAs), médios (PASRs) ou longos (long non-
coding RNAs - IncRNAs), regulam diversos processos moleculares, genéticos e
celulares ligados a progressdo tumoral, que incluem: compensacdo da dosagem
cromossOmica, modificacdo da estrutura da cromatina, transcricdo e traducdo,
splicing, diferenciacdo celular, integridade de estruturas celulares, ciclo celular,
trafego intracelular, reprogramacdo de células-tronco e resposta ao heat-shock
(Clark e Mattick, 2011; Esteller M., 2011). Conhecer o papel dos RNAs ndo-
codificadores na regulacao de processos bioldgicos ligados a tumorigénese abre uma
nova frente de identificacdo de biomarcadores de diagndstico, progndstico, e
potenciais alvos terapéuticos para o tratamento do cancer. A presente proposta
usard dados de Next Generation Sequencing (NGS) para investigar as alteragGes
genéticas e epigenéticas que conferem vantagem seletiva as células tumorais, com
potencial de ser usado como marcadores genéticos de diagndstico e progndstico,
assim como alvos terapéuticos.



Objetivo Geral

Analisar a heterogeneidade das células tumorais caracterizando as
populacdes isoladas quanto ao perfil de expressdo de RNAs codificadores e nao-
codificadores, com especial atencdo aos microRNAs e os RNAs longos reguladores. A
caracterizacdo funcional dessas moléculas contribuird para a identificacdo de alvos
com potencial terapéutico

Metas

1. Identificagdo de mRNA, IncRNAs e miRNAs enriquecidos em tecidos tumorais e
linhagem de células tumorais

Sera analisado dados de RNA-Seq (transcriptoma) de melanoma (linhagens
celulares), glioblastoma recorrente, tumor gastrico e de tumores metastaticos de
0ss0 e cérebro. Adicionalmente, dados de RNA-Seq publicados pelo TCGA serao
analisados para validagdo in silico dos transcritos selecionados.

2. Caracteriza¢do da heterogeneidade genética e epigenética das subpopulagbes de
células tumorais.

As subpopulagdes de células tumorais serdo isoladas e coletadas por
citometria de fluxo com marcadores especificos a cada tipo celular. Em seguida, um
pool de cada tipo celular serd processado na plataforma C1™ Single-Cell Auto Prep
System para preparacdo das bibliotecas de RNA-Seq e exoma de 96 células Unicas de
cada subpopulacao.

3. Estudo funcional.

Os transcritos selecionados como potencial alvo terapéutico serdo
caracterizados funcionalmente usando ensaios in vitro com linhagens de células
tumorais com abordagens de siRNA, shRNA e CRISPR/Cas9, seguido da avaliagdo de
processos biolégicos como: proliferacdo celular, apoptose, migracdo, invasdo e
reparo de danos no DNA.

4. Abordagem terapéutica.

Apds a validacdo funcional dos transcritos selecionados como potenciais
alvos, quando se tratar de um IncRNA as abordagens de AntagoNAT (Natural
Antisense Transcripts — NATs) ou ATFs (Artificial Transcription Factors). No caso do
alvo ser um miRNA, a abordagem usando antagomir é a mais indicada no tratamento
do cancer. Os trés tipos de alvos serdo testados em linhagens tumorais e modelo
animal. Uma vez comprovada a eficiéncia do alvo, o passo seguinte serd o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para liberagao controlada e seletiva
de antagomir, ATFs e antagoNATs em modelo animal.
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