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Abstract

Nuclei of somatic cells can be reprogrammed to a pluripotent stage by the artificial
introduction of defined transcription factors in a process called cellular reprogramming
(Takahashi & Yamanaka, 2006). The process of reprogramming somatic cells to a
pluripotency stage is similar in many ways to the oncogenic transformation process in
which a normal cell becomes a tumor cell. In this scenario the induction of
pluripotency in tumor cells show an interesting model to study the tumorigenesis
process and to investigate the biology of tumor stem cells. However, reprogramming
of tumor cells to pluripotency remains a challenge and, so far, it is unclear whether the
limitations are methodological or biological.

Aiming to introduce epigenetic changes in cancer cells and investigate the process
of tumorigenesis, we propose to apply the cell reprogramming technology in tumor
cells. An interesting question we want to answer is whether the genetic
reprogramming of tumor cells with pluripotency genes (SOX, NANOG and OCT4)
reverses the cumulative abnormal epigenetic patterns during the oncogenic
development. To answer this question, the aim of this subproject is to test the classical
reprogramming protocol (OCT4, SOX2, KLF4 and MYC) in different tumor cell lines and
evaluate: i) the acquisition of pluripotency, ii) the recapitulation of differentiation, iii )
the ability of epigenetic reprogramming and iv) the possible reversal of tumorigenicity.

Goals

To test the classical reprogramming protocol (OCT4, SOX2, KLF4 and MYC) in
different tumor cell lines and evaluate: i) the acquisition of pluripotency, ii) the
recapitulation of differentiation, iii) the ability of epigenetic reprogramming and iv) the
possible reversal of tumorigenicity.

Specific Goals

1. Reprogram tumor cells

We will use episomal and lentiviral vectors in different tumor cell lines available in
our cell bank.



2. Characterization of reprogrammed cells

We will analyze the transcriptome and methylome (NGS) of the cells in order to
evaluate the changes resulting from the reprogramming process.

3. Evaluate the ability of reprogrammed cells to differentiate terminally in vitro

4. Evaluate the potential reversal of tumorigenicity using in vivo assays
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Subprojeto 11: Reconstituicdo tumoral a partir da reprograma¢ao de células
tumorais.

Pesquisador Responsavel: Dimas Tadeu Covas

Introdugao

Células somaticas podem ter seu nucleo reprogramado ao estagio de pluripoténcia
pela introdugdo artificial de fatores de transcricdo definidos, em um processo
denominado reprogramacgdo celular (Takahashi & Yamanaka, 2006). O processo de
reprogramacao de células somaticas ao estagio de pluripoténcia se assemelha de muitas
formas ao processo de transformacao oncogénica que ocorre quando uma célula normal
se transforma em uma célula tumoral e a reprogramacao celular de células tumorais se
mostra um modelo interessante para o estudo do processo de tumorigénese e para a
investigacao da biologia das células-tronco tumorais. Entretanto, a reprogramacao de
células tumorais para a pluripoténcia é um evento simples e, até o momento, ndo estd
esclarecido se as limitagdes sao metodoldgicas ou bioldgicas.

Com o objetivo de introduzir altera¢des epigenéticas em células de cancer e
investigar o processo de tumorigénese, propomos aplicar a tecnologia de
reprogramag¢dao celular em células tumorais. Uma pergunta interessante que
pretendemos responder é se a reprogramacao génica de células tumorais com genes de
pluripoténcia (SOX, NANOG e OCT4) reverte o padrdo epigenético anormal acumulado
durante o desenvolvimento oncogénico. Para responder essa questdo, o objetivo deste
subprojeto consiste em testar o protocolo de reprogramacao classico (OCT4, SOX2, KLF4
e MYC) em diferentes linhagens de células tumorais e avaliar: i) a aquisicdo de
pluripoténcia, ii) a recapitulacdo da diferenciacdo, iii) a capacidade de reprogramacao
epigenética e iv) a possivel reversdo da tumorigenicidade.

Objetivo Geral

Testar o protocolo de reprogramacdo classico (OCT4, SOX2, KLF4 e MYC) em
diferentes linhagens de células tumorais e avaliar: i) a aquisicao de pluripoténcia, ii) a
recapitulacdo da diferenciacgdo, iii) a capacidade de reprogramacdo epigenética e iv) a
possivel reversdao da tumorigenicidade.

Metas



1. Reprogramar células tumorais

Sera utilizado vetores lentivirais e epissomais em diferentes linhagens de células
tumorais, disponiveis em nosso banco de células.

2. Caracterizagdo das células reprogramadas

Serd analisado o transcriptoma e metiloma (NGS) das células com a finalidade avaliar as
alteragOes decorrentes do processo de reprogramacao.

3. Avaliar a capacidade das células reprogramadas se diferenciarem terminalmente in
vitro

4. Avaliar a possivel reversdo da tumorigenicidade por ensaios in vivo
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