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RESUMO

As células pluripotentes induzidas (iPSC) apresentam um grande potencial
terapéutico, mas seu uso € dependente da capacidade de encontrar estratégias
para suprimir o seu potencial tumorigénico. No entanto, esse risco diminui com a
utilizacdo de células num estado mais diferenciado. O uso dos fatores de
transcricio OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC e NANOG para induzir iPSC
demonstraram a ja conhecida importancia desses genes para manter o estado
pluripotente. Portanto, a hipétese do presente trabalho € que a presenca desses
genes seriam os responsaveis pelos teratomas formados a partir das iPSC. P19 &
uma linhagem de teratocarcinoma amplamente utilizada como modelo de iPSC,
uma vez que apresenta ceélulas de carcinoma embrionario (semelhantes as
células tronco embrionarias, mas malignas), além de ter a capacidade de se
diferenciar em células derivadas dos trés folhetos embrionarios. Teratocarcinomas
sdo um dos tumores testiculares de células germinativas (TCGT) mais comuns e
também um dos tumores solidos mais curaveis. Entretanto, uma pequena parcela
dos pacientes apresentam resisténcia ao tratamento com cisplatina ou
etoposideo. Nosso objetivo foi avaliar a importancia dos fatores comumente
utilizados nas iPSC tanto na inducéo de teratomas quanto na sua contribuicdo na
resisténcia de TCGT. Desse modo, silenciamos (KD), separadamente, os fatores
nas ceélulas P19 e, apos a confirmacdo do silenciamento, caracterizamos as
células quanto a sua capacidade de formar teratoma. Nossos resultados
mostraram que todas as células KD foram capazes de formar tumores, mas
apenas a reducdo de OCT4 e SOX2 geraram tumores mais diferenciados,
apresentando células derivadas de todas as camadas germinativas. Os resultados
in vitro demonstraram que apenas KLF4 e c-MYC KD aumentaram a sensibilidade
a cisplatina sozinha ou combinada com etoposideo. Células OCT4 KD
apresentaram resisténcia semelhante as células controle, e SOX2 KD respondeu
somente a combinacdo, enquanto que NANOG apenas a cisplatina. Assim,
nossos resultados sugerem que analise KLF4 e c-MYC pode ser util para detectar

uma possivel resisténcia ao tratamento em TCGT.
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ABSTRACT

Induced pluripotent cells (iPSC) have a great potential for therapeutic use, which is
dependent on the ability to abolish their tumorigenic potential. However, this risk
decreases with the use of cells in a more differentiated state. The use of OCT4,
SOX2, KLF4, c-MYC and NANOG to induce iPSC demonstrated the already
known importance of these genes to maintain stemness. Therefore, our working
hypothesis is that the presence of these genes is responsible for iPSC-derived
teratomas. P19 teratocarcinoma cell line is widely used as an iPSC model, since it
presents embryonic carcinoma cells (similar to embryonic stem cells, but are
malignant), besides having the capacity to differentiate into cells derived from the
three embryonic germ layers. Teratocarcinomas are one of the most common type
of testicular germ cell tumors (TGCT), and also the most curable solid tumors.
However, a small proportion of patients present resistance to cisplatin or
etoposide. Our aim was to evaluate the importance of the transcriptions factor
commonly used to induce iPSC in the induction of teratoma and also their
contribution in the resistance induction. Therefore, we separately knocked down
(KD) the transcription factors in P19 cells and after the silencing confirmation we
characterized them for their capacity to form a mature teratoma. Our results
showed that all KD cells were able to form tumors, but only reduction of OCT4 and
SOX2 generated a more differentiated tumor, presenting cells from all embryonic
germ layers. In vitro results showed that only the absence of KLF4 and c-MYC
increased sensitivity for cisplatin alone or combined with etoposide. OCT4 KD
results were similar to control cells, and SOX2 KD only responded to combination,
while NANOG to cisplatin. Taken together, our results suggest that KLF4 and c-

MYC analysis might be helpful to detect possible TGCT treatment resistance.
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INTRODUCAO

1. TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS (TCG)

Tumores de células germinativas testicular (TCGT) sdo um dos carcinomas
mais comum em homens jovens e, apesar da alta incidéncia, a introducédo de
quimioterapia utilizando cisplatina nos anos 70 resultou em um grande aumento
da sobrevida dos pacientes, mesmo nos casos com metastase [1,2].

TCGT podem ser divididos, clinicamente, em: (i) carcinoma in situ, CIS,
precursor do TCG; (i) seminomas, tumores compostos por células similares as
células germinativas primordias; e (iii) ndo-seminomas, que apresentam tanto
células pluripotentes quanto células diferenciadas e sao divididos nos seguintes
subgrupos: (a) carcinoma embrionario (EC), composto por células
indiferenciadas com aparéncia epitelial; (b) coriocarcinoma, apresenta uma
mistura, em proporcdes variaveis, de sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto e células
trofoblasticas intermediarias; (c) tumor do saco vitelino que contém células que
recapitulam o saco vitelino, alantoide e mesénquima extraembrionario; e (d)

teratomas (Figura 1) [1,3].

Figura 1| Modelo proposto para a tumorigénese de células germinativas testicular. Alteragdes podem levar a
transformacéo das células embrionarias em carcinoma, como perda de genes supressores tumorais e duplicagdo genémica
do cromossomo 12, que promovem a progressao para seminoma e carcinoma embrionario. Outras mutagdes resultam na
perda de pluripoténcia e formam tumores com caracteristicas mais diferenciadas (coriocarcinoma, tumor do saco vitelino e
teratomas). Teratomas podem ser divididos em trés subtipos: maduros (composto por células diferenciadas), imaturos
(composto por células imaturas, principalmente com componentes neuroepiteliais, podendo ou ndo apresentar tecidos
maduros) ou teratocarcinoma (composto por uma mistura de células de carcinoma embrionario e teratoma). Adaptado de
Hart, 2005"™; Bustamante-Marin, 2013"; H. Isaacs, 2013,

12



Uma das caracteristicas Unica dos TCGT é a amplificacdo do cromossomo
12p, além de menos de 1 % apresentam mutacdes em TP53 [2,3]. Além disso,
OCT4 pode ser usado como um marcador especifico de TCGT, uma vez que &
altamente expresso em pacientes com CIS, seminoma e EC, mas nao esta
expresso em componentes diferenciados dos tumores ndo-seminoma [3]. Assim
como OCT4, NANOG também apresenta o0 mesmo estilo de expressao [1].
Diferentemente dos outros tumores soélidos, a maquinaria de resposta a dano ao
DNA raramente € ativada espontaneamente [2].

Seminomas s&o relativamente de baixa malignidade enquanto que néao-
seminomas (NSTCG) apresentam um fenotipo clinico mais agressivo e
metastizam mais; entretanto, sdo menos sensiveis a radioterapia que O0s
seminomas [2,4]. Tumores metastaticos residuais normalmente consistem em
tecidos somaticos maduros e completamente diferenciados apds quimioterapia de
NSTCG. Assim, dois possiveis mecanismos referente a essa diferenciacdo séo
propostos: remocao seletiva dos componentes imaturos ou inducdo direta da

diferenciacao de células malignas [5].

1.1. Teratomas

Teratomas sdo TCGT benignos, compostos por diversos tipos celulares
derivados dos trés folhetos embrionéarios (ectoderme, mesoderme e endoderme)
presentes de forma desorganizada. Componentes ectodérmicos, epiderme e,
principalmente, tecido neuronal, compde grande parte do teratoma. Células
derivadas da mesoderme, como gordura, cartilagem, 0sso e musculo também
estdo bastante presentes. Entretanto, componentes endodermais, células de
tecido intestinal / gastrico ou respiratério sdo pouco comuns [6,7].

Teratomas podem ser classificados em (i) teratomas maduros, composto
exclusivamente por células diferenciadas, (i) tumores imaturos, composto por
células imaturas, principalmente com componentes neuroepiteliais, podendo ou
nao apresentar tecidos maduros; e (iii) teratocarcinoma (Figura 1) [4,6-8].

Teratocarcinomas sdo TCG malignos compostos por uma mistura de células
de carcinoma embrionario e teratoma. Uma caracteristica importante desse tumor
€ a presenca de células tronco tumorais, chamadas de células de carcinoma

embrionario (ECCs), consideradas versbées malignas das células tronco
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embrionaria (ESCs) [6]. ECCs apresentam caracteristicas semelhantes as células
pluripotentes embrionaria pré-implantagéo, incluindo a capacidade de proliferacao
ilimitada. Uma das maiores diferencas é a presenca da amplificacdo do
cromossomo 12p, além da superexpresséo dos genes presentes na regidao 12p13,
como NANOG, CD9, STELLA, entre outros em ECCs [3].

1.2.A linhagem de carcinoma embrionario murino P19

A linhagem de carcinoma embrionario P19 é derivada de um teratocarcinoma
formado apos o transplante de um embrido com 7.5 dias no testiculo de um
camundongo C3WHe adulto [9].

Diversas caracteristicas propiciam o seu amplo uso e que a fazem um modelo
adequado para estudar o desenvolvimento inicial de mamiferos, investigando os
mecanismos moleculares que governam a diferenciacdo, caracteristicas das
células tronco tumorais e desenvolvimento tumoral. Essas células possuem um
cariétipo normal, ndo apresentando nenhuma anormalidade genética; podem ser
transfectadas com DNA contendo genes recombinantes, gerando linhagens
estaveis expressando o gene; além de serem pluripotentes, ou seja, capazes de
se diferenciar em células derivadas dos trés folhetos embrionarios (ecto, meso e
endoderme). Apesar de derivar de um tumor maligno, participam da formacéo de
tecidos normais, quando injetadas em blastocistos, gerando quimeras, ou seja,
sao capazes de participar das vias normais de diferenciacéo [10,11].

Além disso, uma caracteristica que a distingue das demais linhagens de
carcinoma embrionario € o fato de ndo diferenciar em alta confluéncia. Na
realidade, a diferenciacdo dessas células pode ser controlada por compostos nao-
toxicos e de forma dose-dependente. Acido retindico (RA) é um dos tratamentos
mais efetivos para diferenciacdo das P19, e quando agregados (corpos
embridides) sdo expostos a altas doses de RA (maior que 10”7 M), neurénios e
astroglia sdo observados; em doses intermediarias (aproximadamente 10% M)
poucos neurdnios sdo observados e células da musculatura esquelética sao
abundantes; e, em baixas doses (10° M), células da musculatura cardiaca
predominam [10]. Outra composto bastante efetivo é o dimetil sulfoxido (DMSO),
gue na concentracdo de 0.5 — 1 % (v/v) induz a diferenciacédo dos agregados em

diferentes células derivadas da meso e endoderme. O primeiro tipo celular a
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diferenciar sdo células cardiacas agrupadas realizando contracdo ritmada,
posteriormente, células da musculatura esquelética sado observadas [10].
Tratamento com oxitocina e butirato de sddio também foram capazes de induzir
diferenciacdo [10,12]. Além disso, hipdxia € capaz de induzir a diferenciagao,

sendo neurdnios dopaminérgicos o tipo celular predominante [13].

1.3. Tratamento

Apesar do aumento dos casos de TCGT nos ultimos anos, esse cancer € um
dos com melhores chances de cura, uma vez que o inicio do uso de cisplatina
teve um grande impacto no tratamento, tornando-se um dos tumores soélidos mais
curaveis da atualidade [14]. O tratamento ouro atual para TCGT consiste em
ciclos com combinacdo de quimioterapicos, principalmente bleomicina,

etoposideo e cisplatina (BEP), alcancando 90 a 95 % de cura [15].

1.3.1. Cisplatina

Cisplatina (cis-diamino dicloroplatina I, CDDP) € um agente inorganico
platinado formado por um ion de platina que é rodeada por quatro ligantes na
posicédo cis: dois atomos de cloreto e duas moléculas de aminas.

CDDP é um efetivo quimioterapico bastante utilizado, desde os anos 70, no
tratamento de diversos canceres, como testicular, ovario, cabeca e pescoco, e
cervical [16—-18]. Além de ser muito utilizado em combinacdo com outras drogas:
associado com taxanos e 5-fluoracil em cancer de mama, e com etoposideo e
bleomicina em TCGT [15,18].

Cisplatina forma complexos de platina altamente reativos e carregados.
Intracelular, CDDP torna-se biologicamente ativa pela substituicdo por moléculas
de agua de um ou dos dois grupos cloreto que se ligam a grupos nucleofilicos,
como regides ricas em CG no DNA, induzindo ligacfes cruzadas tanto na mesma
fita (intrafita) quanto entre as duas fitas distintas (interfita), também pode atuar
gerando ligacdes cruzadas entre DNA e proteina [2,19]. Apesar de poder gerar
varios tipos de ligacdes cruzadas, a preferéncia de atuacdo é na formacdo de
adutos covalentes de DNA com a ligacdo entre guanina-guanina na posi¢cdo N7
[20].

15



A ligacao de cisplatina na estrutura do DNA afeta o seu uso como molde para
a transcricdo [20]. Além disso, a citotoxicidade de CDDP correlaciona com a
guantidade de platina ligada ao DNA e também pela forma como € captada. Essa
captacdo de CDDP difere entre as diferentes células, por exemplo, em células
sensiveis de cancer de ovario, a captacéo ocorre por difusdo passiva e transporte
ativo, ja nas células resistentes é realizada somente por difusdo passiva [20].

Alguns mecanismos celulares atuam com o intuito de defender as células do
efeito da cisplatina. Glutationa e metalotioneina, pertencentes ao grupo tiol
(sulfidrila), detoxificam cisplatina via conjugacao; ja proteinas contendo copias do
motivo do grupo de alta mobilidade (HMG) sdo capazes de reconhecer a
modificacdo gerada pela CDDP no DNA, um exemplo desse grupo é SOX2 (ver
topico 2.3); também o reparo dos adutos gerados sdo principalmente corrigidos
via reparo de excisao de nucleotideos (NER) [2,3,14,20].

Entretanto, apesar da alta resposta ao tratamento com cisplatina, alguns
pacientes acabam desenvolvendo resisténcia ao tratamento [16]. Resisténcia a
CDDP pode ocorrer devido a diversos mecanismos, incluindo reducéo de acumulo
e aumento do efluxo de CDDP no citoplasma celular. Enquanto que no nucleo,
reducdo da acessibilidade do DNA e aumento da resposta a reparo também
podem participar [16,21]. Ainda, o aumento de metalotioneina, glutationa e/ou
glutationa-S-transferase e aumento da via NER também estdo associadas a
resisténcia a CDDP [16].

Especificamente em TCGT, resisténcia a CDDP podem ocorrer devido: (i)
reducao na expressédo de OCT4 e falha na inducdo das proteinas pré-apoptoticas
Puma e Noxa; (ii) mudancas na expressao de certos miRNAs (miR-17/-106b, miR-
302a, ou miR-371 a 373); (iii) aumento dos niveis de MDM2 e translocacao
citoplasmatica de p21 via fosforilacdo; e (iv) ativacdo da via PDGFRb / PI3K /
pPAKT (Figura 2A) [22].

Diversas caracteristicas encontradas em TCGT contribuem para a alta
resposta ao tratamento com cisplatina, como apresentar baixos niveis de
expressao de algumas das proteinas da maquinaria de reparo ao DNA e, assim,
permite 0 acumulo de danos e ativacdo da apoptose [3,14]. Os niveis de

detoxificantes, como glutationa, sdo menores nesse tipo tumoral [3].
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Opostamente, aumento da expressdao de células contendo o dominio HMG
correlacionam com a sensibilidade de TCGT, uma vez que reconhecem os adutos
intrafita causado pela cisplatina e ligam-se a eles inibindo a atuacdo de reparo via
NER [3]. Além disso, altos niveis de OCT4 correlacionam com a alta expressao de

Noxa e baixos niveis de p21 (Figura 2B) [2,23].

A B —
Cisplatina Cisplatina
\‘ Deficiéncia em MMR l
desvio dos danos ao DNA Dano ao DNA

{

Falha nainducédo da apoptose

l AN

Alteragéo da . - MiRNA 302a: p53: alternativo:
atividade de p53 ’ Via PI3K/pAkt ativada [ superexpresso ativado p63/p73 ativado

[ R G

Fosforilagéo de p21

Falha na ativagdo | / aumento
Puma / Noxa transloccéao citoplasmatica ¢

.\‘ / reducéo de p21 Puma / Noxa

Parada no ciclo celular e Apopiose
falha nainducdo da apoptose

Resposta ao dano
ao DNA ativada

sem parada em G1

Figura 2| Vias de atuacdo da cisplatina nos mecanismos de resisténcia (A) e sensibilidade (B) em tumores de
células germinativas (TCG). (A) Deficiéncia no sistema de reparo por pareamento errado (MMR — mismatch repair) pode
conduzir a perda do sinal pré-apoptético ou induzir o aumento da sintese translesdo em que ha o contorno dos adutos de
DNA gerados pela cisplatina, permitindo que as células escapem da apoptose. Além disso, células resistentes a cisplatina
apresentam alteragdo da resposta via p53 levando a (i) ativagdo de p21, via fosforilagdo, assim p21 transloca para o
citoplasma induzindo parada no ciclo, e (ii) falha em ativar a resposta pré-apoptética via Puma e Noxa. A ativagédo de p21
também pode ocorrer devido ao aumento da via PI3K / pAkt. Por intermédio desses mecanismos, células resistentes
ativam a parada do ciclo celular na fase G1 / S e evitam a apoptose. (B) Células TCG sensiveis a cisplatina ativam a
resposta ao dano ao DNA, levando a apoptose mediada por p53 via inducdo de Puma e Noxa. A presenca de OCT4
aumenta a resposta pré-apoptética e. paralelamente, altos niveis de OCT4 e do microRNA miR-302a estéo ligados a baixa
expressdo de p21 e falha em ativar a parada do ciclo celular em G1. Os membros da familia de p53, p63 e p73,

representam uma via alternativa para a indugéo de apoptose via Puma e Noxa. Traduzido de Jacobsen, 20157,

Cisplatina ndo sO € capaz de reduzir a proliferacdo de células TCGT, mas
também induzir diferenciacdo das ECCs [24]. Em 2002, Mizutani et al.

demonstrou que células de carcinoma embrionario humano podem ser induzidas
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a diferenciar em teratomas in vivo via tratamento de cisplatina (dose de 3 mg/kg).
A diferenciacédo foi associada com reducdo dos niveis do crescimento tumoral,
aumento da expressdo de genes pro-apoptéticos e aumento da sobrevida dos
camundongos [5]. Em céancer de mama, também foi observado a reducéo de
marcadores de pluripoténcia e aumento da expressdo de marcadores de
diferenciacdo frente ao tratamento com CDDP [18]. Portanto, a inducdo de
diferenciacdo terminal pode ser uma via para reduzir os residuos malignos
resistentes [21,25].

1.3.2. Etoposideo

Etoposideo (VP-16) é um derivado semi-sintético da podofilotoxina, uma
substancia extraida da raiz de mandragora e usado como terapia padrdo para
diversos tipos de canceres: carcinoma pulmonar de células pequenas, linfomas
malignos, cancer testicular resistente, leucemia e sarcoma de Kaposi [26,27].

VP-16 exerce a sua atividade toxica nas células ao se ligar e inibir a acao da
enzima topoisomerase Il (topo IlI). Essa enzima é essencial para replicacédo e
transcricdo do DNA, segregacao da cromatina e recombinacdo do DNA [28]. VP-
16 forma um complexo ternario estavel e ndo reparavel com a topo Il e a
extremidade 5’ clivada do DNA. As células reconhecem esse dano e sinalizam
para induzir a parada no ciclo na fase G2/M e a ativam apoptose mediada por p53
[26,29-31].

A sensibilidade a apoptose induzida por etoposideo tanto em ESCs quanto em
ECCs, aparenta ser depende do seu estado de diferenciacdo. Em teratomas, o
tratamento resultou na diminuicdo de componentes imaturos de tecido
neuroepitelial, principal componente dos teratomas com altos indices
proliferativos, enquanto que os tecidos com caracteristicas mais diferenciados
mantiveram-se inalterados [28]. Assim, o efeito do VP-16 no crescimento dos
teratomas parece ser devido ao fato desse tipo tumoral apresentar altos indices
de proliferacdo, enquanto que os tecidos diferenciados apresentam pouca
proliferacéo [28]. Em ESCs humanas, o tratamento induziu apoptose, aumento da
expressao de p53 e PUMA, além de células indiferenciadas OCT4 positivas foram
mais sensiveis a apoptose induzida pelo tratamento com etoposideo do que a sua

progénie diferenciada [29]. Em células pluripotente induzidas (iPSC) também
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observou-se beneficio com o pré-tratamento com VP-16, uma vez que animais
injetados com células pré-tratadas tiveram menor numero de teratomas, além da
reducdo da massa tumoral nos que conseguiram formar tumor [32].

Resisténcia a VP-16 pode ser observada em algumas células, podendo
ocorrer devido a alteracdo na expressao e atividade de genes alvo, reducédo da
expressdo de topo Il ou de genes responsaveis pelo reparo de pareamentos
errados (MMR — mismatch repair), e, principalmente, devido a presenca da
glicoproteina-P, codificada pelo gene MDRL1 (resisténcia a multiplas drogas), que
funciona como uma bomba de efluxo ATP-dependente removendo ativamente a
saida do farmaco do interior da célula [3,31].

Resisténcia a VP-16 também pode ocorrer devido a presenca de hipoxia, que
altera, diretamente, a privacdo de oxigénio necessario por algumas drogas para
induzir dano ao DNA; ou entdo, indiretamente, pela modulacdo de genes
responsaveis pela resisténcia a morte celular [30,33]. Hipoxia teve um efeito
protetor a citotoxicidade de VP-16 em neuroblastoma; e, em cancer hepatico,
reduziu a resposta das células ao tratamento com etoposideo por, pelo menos,
duas vias: reducdo dos niveis de expressdo de p53 e inducdo da via de pro-

sobrevivéncia, via aumento da expressao de c-jun [30,33].

2. FATORES DE TRANSCRICAO

A regulacdo da expressdo génica é de extrema importancia seja para
expressdo de tecido especifico ou de genes ativados / reprimidos devido a
diferentes estimulos, e essa regulacdo, na maioria das vezes, ocorre a nivel
transcricional [34]. Fatores de transcricdo (transcription factors - TFs) sao
proteinas que se ligam a sequéncias especificas do DNA, regulando os niveis de
transcricdo do gene, atuando positiva ou negativamente, podendo realizar a sua
funcdo sozinho ou formando complexos com outras proteinas com o intuito de
ativar ou reprimir genes especificos [34].

As tabelas | e Il resumem as caracteristicas dos fatores de transcricao
comumente expressos nas células indiferenciadas em humanos e em

camundongos utilizados nessa tese.
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Tabela |. Caracteristicas dos fatores de transcricdo em humanos.

Gene Localizacdo Exons Isoformas mRNA Proteina Peso Pg
OCT4 Chr 6 5 A 1430 pb 360 aa 38kDa 6
(POUSF1) (6p21.31) B-265 2075 pb 265 aa 35 kDa
B-190 190 aa 23 kDa
B-164 164 aa 20 kDa
B1 2300 pb 164 aa 20 kDa
KLF4 Chr9(9g31) 4 1(a) 3014 pb 513 aa 55kDa 1
2 2903 pb 479 aa 51 kDa
SOX2 Chr 3 1 1 2520 pb 317 aa 34 kDa -
(3926.33)
NANOG Chr12 5 1 2103 pb 305 aa 35kDa 11
(12p13.31) 2 2055 pb 289 aa 33 kDa
c-MYC Chr 8 3 2379 bp 439 aa 49 kDa -
(8924.21)

NCBI, acesso junho/2016. Abreviaturas: aa — aminoacidos; chr — cromossomo; pb — pares de

base; pg - pseudogene.

Tabela Il. Caracteristicas dos fatores de transcricdo em camundongos.

Gene Localizacdo Exons Isoforma mRNA Proteina Peso Pg
Oct4 Chr 17 6 1 1353 pb 352 aa 38kDa 19
(Pousfl) (17 B1;1718.69 2 991 pb 221 aa 25 kDa
cM)
Klif4 Chr 4 5 1 3057 pb 483 aa 52 kDa -
(4 B3; 429.76
cM)
Sox2 Chr3 (31693 1 1 2480 pb 319 aa 34 kDa -
cM; 3 A2-B)
Nanog Chr6;6F2 7 1 2223 pb  305aa 34kDa 3
2 2220 pb 304 aa 34 kDa
3 (1b)* 2020 pb 280 aa 32 kDa
4 (1a)* 2004 pb 280 aa 32 kDa
c-Myc Chr 15 (15 3 a(l) 2399 bp 454 aa 51 kDa -
26.19 cM; 15 b (2) 2396 bp 439 aa 49 kDa
D2-D3) c 2396 bp 453aa 51 kDa

NCBI, acesso junho/2016. * As variantes de Nanog 3 e 4 codificam a mesma isoforma, a 3.

Abreviaturas: aa — aminoacidos; chr — cromossomo; pb — pares de base; pg - pseudogene.
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2.1. OCT4

OCT4 (octamer-binding transcription factor 4, também chamado de POU5F1
ou OCT3) € um membro da familia POU dos TFs que se liga nos motivos de
sequéncias octameras (ATGCAAAT) para ativar a expressdo dos seus genes
alvos [35]. OCT4 é um importante fator durante a embriogénese e essencial para
gerar as iPSC (ver topico 2.6.1) [36,37]. Além disso, uma regulacéo fina dos seus
niveis sdo fundamentais para a manutencdo do estado indiferenciado, uma vez
gue alta ou baixa expresséo resulta em diferenciacao celular [36,38].

Localizado no cromossomo 6 (6p21.31), OCT4 pode gerar trés isoformas que
compartilham o mesmo dominio POU de ligacdo ao DNA e C-terminal, mas
diferem quanto a regido N-terminal, além de apresentar 6 pseudogenes [39-41].
OCT4A é a principal variante atuando no nucleo como um dos mais importantes
TFs em células pluripotentes. Ja a isoforma OCT4B estéa localizada no citoplasma
e pode gerar trés proteinas via traducdo alternativa: OCT4B-265, OCT4B-190 e
OCT4B-164 [42]. Diferentemente do mRNA de OCT4B, o de OCT4B1, a terceira
isoforma de OCT4, caracteriza-se por manter o intron 2 como um éxon criptico de
233 pb e que contém um codon de terminacdo TGA [43]. Além disso, OCT4B1
pode perder esse éxon criptico e sofrer splicing gerando OCT4B, atuando, assim,
como um precursor dessa isoforma [44,45].

OCT4 esta expresso durante o0s estagios iniciais do desenvolvimento,
apresentando expressao reduzida a ausente durante a diferenciacdo das células
que formam o trofoblasto. Entretanto, mantém alta expressdo nas células que
formam a massa de células da camada interna do blastocisto. Posteriormente,
durante o desenvolvimento, a diferenciacdo da ectoderme embrionaria em
diferentes tecidos depende da rapida diminuicdo da sua expressao [46—48].

Em canceres solidos, OCT4 normalmente esta ligado a resisténcia frente aos
tratamentos quimioterapicos, e, apdés o tratamento, sua expressdo encontra-se
aumentada como em carcinoma cervical e carcinoma oral escamoso [49,50].
Entretanto, um efeito oposto é observado quanto a expressdo de OCT4 e
resisténcia em TCGT, sendo que células positivas mostraram ser mais sensiveis

ao tratamento com cisplatina [51-53].
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Dentre os subtipos de TCGT, somente 0s seminomas e carcinoma
embrionario apresentam a expressao de OCT4, uma vez que apresentam ECCs;
enquanto que coriocarcinomas, teratomas e tumor do saco Vvitelino nao
apresentam expressao [23].

Ver capitulo | (“Roles of OCT4 in tumorigenesis, cancer therapy resistance
and prognosis” by Villodre ES, Kipper FC, Pereira MB and Lenz G) para mais
detalhes sobre OCT4.

2.2. KLF4

O fator de transcricdio KLF4 (Kruppel-like factor 4) foi descoberto,
independentemente, por dois grupos e, por esse motivo, recebeu dois nomes
diferentes: GKLF (gut-enriched Kruppel-like factor), por apresentar alta expressao
no intestino, e EZF (epithelial zinc finger) pela elevada expressao no epitélio da
pele [54,55].

KLF4 € um membro da familia Krappel-like factor caracterizada por codificar
uma proteina “zinc finger” e que se liga em sitios muito similares de “GT-box” ou
“elementos CACCC” no DNA [56]. Em humanos, localiza-se no cromossomo 9
(9931), contém 4 éxons e pode gerar 2 isoformas, sendo KLF4a a principal,
traduzindo uma proteina de aproximadamente 55 kDa, além de apresentar
somente um pseudogene.

KLF4 esta localizado exclusivamente no nucleo de diversas células, como
células epiteliais do trato intestinal, pele, timo, células endoteliais vasculares,
bexiga, pulméo, testiculo, coérnea, cardiomiocitos e linfécitos [55-60]. Sua
expressdo esta relacionada com diversos processos fisiologicos importantes,
como desenvolvimento, diferenciacdo e manutencdo da homeostase dos tecidos
normais [60]. Além disso, pode ser induzido por diversos estimulos, como células
submetidas a privacdo de soro, radiacdo, dano ao DNA, inibicdo por contato,
peréxido de hidrogénio, interferon-y (IFN-y), lipopolissacarideo (LPS), fator de
necrose tumoral (TNF), entre outros (Figura 3) [60-62].

KLF4 pode atuar ativando ou reprimindo a transcricdo dos seus genes alvo.
Além de ser capaz de regular sua propria expresséo ligando ao seu promotor
[60,63]. E, em ESCs, é regulado via Erkl ou Erk2, em que essas proteinas se

ligam ao dominio de ativacdo de KLF4 e o fosforilam diretamente na posicao
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Serl23. Essa fosforilacdo suprime a sua atividade com consequente indugcédo da
diferenciacdo dessas células [64]. Sua expressdao também esta envolvida no
comprometimento das células pluripotentes para a diferenciacdo endodermal,
uma vez que a auséncia de expressdo aumenta a diferenciacdo em direcdo a
endoderme definitiva [65]. Também €& capaz de promover a autorrenovacao de
ESCs via ativacao dos genes de pluripoténcia, como NANOG, OCT4 e SOX2 [66].

A primeira funcao descrita para KLF4 foi promover a parada da progressao do
ciclo celular de fibroblastos in vitro, na qual células proliferando ativamente
apresentam baixa expresséo; entretanto, quando as células séo induzidas a parar
no ciclo, seja por privacdo de soro ou inibicdo por contato, a sua expressao
aumenta [55]. O mesmo grupo observou que KLF4 esta expresso especificamente
em células epiteliais diferenciadas intestinais e da pele, demonstrando a sua
funcao regulatéria durante a diferenciacéo terminal de células epiteliais [55].

A progressao do ciclo celular € dirigida pelas ciclinas e suas respectivas Cdks
(cinases dependente de ciclinas). Inversamente, a parada do ciclo é regulada
pelos inibidores das CdKs (ex.: p16™4?, p21CPtWall " no7KiPl o Kh57KIP2) [63]. Apds
um estresse celular, p53, um supressor tumoral, é ativado via fosforilacdo e
auxilia na ativacdo de diversas outras proteinas, como p21l. p21, por sua vez,
inibe a atividade de diversas complexos ciclinas-Cdk (ciclina D1-Cdk4, ciclina E1-
Cdk2, e ciclina A-Cdk2) que resulta na parada no ciclo celular com o intuito de
corrigir o dano e assim manter a estabilidade genémica. KLF4 é capaz de induzir
p21, pois consegue se ligar e, diretamente, transativar o promotor de p21, uma
vez que este contém o sitio do “elemento CACCC”, além de interagir fisicamente
com p53, gerando uma inducdo sinérgica de p21 via p53 [57,56,59,67]. Assim
como p53, KLF4 tem uma importante funcdo em resposta a dano ao DNA com o
intuito de evitar a progresséo do ciclo de células contendo danos nao reparados
no DNA [63].

Outra funcao importante desse gene é de manter a barreira proteica/lipidica da
pele intacta. Essa barreira auxilia na protecéo a desidratacdo e a agentes toxicos,
além de proteger a pele de estresses fisico e mecanico. Camundongos knockout

para KLF4 morrem logo apds o nascimento devido a alteragdes nas estruturas de
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diferenciacdo final dessa barreira, demonstrando a sua importancia na
diferenciacéo celular [58].

KLF4 apresenta um carater dualistico em relacdo a tumorigénese, uma vez
gue possui potencial para mudar de supressor tumoral, inibindo o crescimento
celular, para oncogene, em que promove a proliferacdo em resposta a mudancas
do contexto celular [68]. Como supressor tumoral atua bloqueando a proliferacao
celular e em diversos tumores ocorre perda da sua expressdo. Um dos primeiros
estudos a demonstrar a capacidade supressora tumoral foi em cancer intestinal,
em que houve reducdo da sua expressdo durante a tumorigénese [69]. Em
células de carcinoma de colon, observou-se que a expressao de KLF4 pode ser
induzida por IFN-y, promovendo inibicdo do crescimento e apoptose, e essa
inducao foi independente de p53 [70]. Katz et al. observou que a sua perda induz
mudanca na estrutura do epitélio gastrico e camundongos com KLF4 mutado
apresentam aumento no numero de lesdes pré-malignas. Além disso, reducéo na
sua expressao foi observado em amostras de canceres gastrico e intestinal [71].
Em malignidades derivadas de células B ou células transformadas com o
oncogene ABL observou-se o mesmo efeito, uma vez que apresentaram baixos
niveis de KLF4 e a inducdo da sua expressao bloqueia a transformacéao, inibe
proliferacéo e induz morte celular [72]. Além desses tumores, a mesma funcgéao foi
vista em cancer de estbmago, eséfago, bexiga e pulméao [56,60,63,73—75].

De forma oposta, KLF4 pode atuar como oncogene, sendo bastante expresso
em alguns tumores. Viu-se que em 70 % dos casos de carcinoma de mama sua
expressao esta elevada. Essa mesma funcéo foi vista em cancer de orofaringe e
cérebro [56,60,63,73—-75]. Assim, um modelo para explicar esse efeito dualistico

de KLF4 em cancer foi proposto (Figura 3).
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sinal oncogénico
(ex.: RASV®?)
Privacéo de soro

_ Radiacdo parada no u’ﬁna 5 inibicéo da proliferacéo
Estresse Oxidativo ciclo celular § ciclina B Supressor Tumoral
Inibicdo por contato KLF4
Inflamagao
inibicdo da ¥ Bax inducéo da proliferagéo
apoptose ¥ p53 Funcéo Oncogénica

Figura 3| Modelo da atuacdo de KLF4 na tumorigénese. KLF4 pode ser ativado por diferentes estimulos que,
dependendo do contexto e tipo tumoral, permite a sua atuagdo como supressor tumoral ou como oncogene. KLF4 inibe a
proliferagdo, através da parada do ciclo celular dependente de p21. Quando ocorre um sinal oncogénico, como presenca
de RASY™, que inibe a expressdo de p21 via ciclina D, permite que KLF4 atue blogqueando p53 e assim induzindo a
proliferacdo dessas células. Adaptado: McConnell, 2007"*”; Evans, 2008, Zheng, 2010,

KLF4 também estd envolvido na resisténcia tumoral frente a diversos
guimioterapicos. Células tronco tumorais (CSCs) de hepatocarcinoma, que
apresentam maiores niveis de KLF4, foram mais resistentes a cisplatina do que
células com caracteristica mais diferenciada [76]. Ja a superexpressdo de KLF4
em carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co aumentou a
capacidade de migracdo, invasdo e resisténcia a diversas drogas (como
cisplatina, docetaxel e 5-fluoracil (5-FU)), além de aumentar a sua
tumorigenicidade in vivo [77]. Em osteosarcoma, a sua expressao também foi
aumentada apos o tratamento com cisplatina, metotrexato e doxorrubicina [78]. E,
em MCF-7, uma linhagem de cancer de mama, uma maior expressao de KLF4 foi
observada em células que eram resistentes a cisplatina comparadas com as nao-
tratadas [79].

A regulacdo da expressdo de KLF4 pode ser influenciada pela acdo de
microRNAs (miRNAs, miR), que sdo pequenas moléculas enddgenas de RNA (~
19 a 21 nucleotideos) importante na regulacdo pos-transcricional da expresséo
génica, atuando no mRNA alvo a partir do pareamento com a sua regido 3'UTR,
tendo como resultado degradacdo desse mRNA (complementariedade suficiente
com o miRNA) ou inibicdo da traducdo (ndo apresenta complementariedade
suficiente para degradacdo mas com alguma complementariedade ao miRNA)
[80,81]. miRNAs podem atuar em diversos processos celulares e, inclusive,
alteracdes da expressao estédo presente em diversos tipos de canceres, podendo
atuar tanto como supressores tumorais ou como oncogenes [82].

miR-7 € capaz de regular KLF4 e, dependendo do tipo tumoral, pode

funcionar induzindo (indiretamente via degradacao de um inibidor) ou reprimindo a

25



sua expressdo. Por exemplo, induz proliferacdo e migracdo em queratindcitos
humanos néo diferenciado e adenomarcinoma alveolar [81]. Enquanto que, em
CSCs de cancer de mama, a sua expressao apresentou efeito diverso quanto
capacidade metastatica dessas células, aumentando a metastase para 0 0Sso e
reduzindo para o cérebro [83]. Em CSCs de prostata, miR-7, via regulacdo de
KLF4, aboliu as caracteristicas tronco dessas células que apresentaram um
menor potencial tumorigénico [84].

Outro miRNA envolvido na regulacdo de KLF4 é o miR-152. CSCs de gliomas
(GSCs) apresentam niveis reduzidos desse miR, enquanto que KLF4 encontra-se
aumentado (alta expresséao € caracteristico de funcéo oncogénica desse gene em
GSCs). E, ao superexpressar miR-152 resultou em inibicdo da proliferacdo, da
invasédo e da inducéo de apoptose [74].

Em carcinoma gastrico, KLF4, cuja funcéo € de supressor tumoral, € alvo de
miR-32. Esse miRNA esta presente em altos niveis nesse tipo tumoral e promove
nao so6 a proliferacdo dessas células, mas também migracéo e invasao [85].

Em céancer colorretal, miR-375 apresenta expressdo reduzida e atua como
supressor tumoral, e ao ser superexpresso reduz a proliferacdo e capacidade

tumorigénica dessas células [86].

2.3. SOX2

SOX2 é um TF membro da familia dos genes SOX (SRY-related high mobility
group box). Uma caracteristica dessa familia € a presenca de um dominio de alta
mobilidade (high mobility group, HMG) e apresenta alta identidade com o presente
no gene determinante de sexo, SRY [87]. Esse TF apresenta 3 dominios
principais: N-terminal, HMG e dominio de transativacdo, sendo HMG o
responsavel pela ligagdo de SOX2 ao DNA, que reconhece o motivo consenso 5'-
(A/T)(AIT)CAA(A/T)G-3', assim, sendo capaz de atuar na regulacdo de diversos
genes [88,89].

Localizado no cromossomo 3 (3g26.33), contém apenas 1 éxon e gera uma
proteina de 34 kDa. Apesar de ndo apresentar isoformas e ter somente um
transcrito, as suas diferentes funcdes sdo exercidas devido a modificacdes
traducionais (controlada por miRNAs) ou pés-traducionais (como fosforilacéo,

ubiquitinacdo, metilacédo, entre outros) [90].
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Interacdes entre genes regulatérios e genes alvos geram uma rede regulatoria
transcricional. Esses alvos apresentam regides cis regulatorias (enhancers) que
sdo capazes de responder e integrar multiplos sinais dos genes regulatérios,
muitos dos quais codificam fatores de transcricdo. Os enhancers dentro do préprio
gene regulador permite um controle mais preciso e complexo de toda essa rede
[91]. Assim, observou-se que SOX2 é regulado transcricionalmente por um
enhancer contento o elemento de reconhecimento SOX-OCT (HMG-POUF) que
se ligam para a ocorréncia de uma interagcdo combinatoria [92]. Além disso, a
ligacdo de SOX2 ao DNA € mais fraca comparada com outros TFs classicos,
requerendo, outras proteinas para formar um complexo DNA-proteina estavel
[93]. Dessa forma, dependendo com qual proteina forma o complexo SOX2 pode
exercer diferentes funcdes e, da mesma forma que KLF4, também contribui para
ativacado de seu proprio transcrito [91].

Durante o desenvolvimento embrionario, SOX2 € inicialmente presente tanto
na camada de células interna (ICM) quanto na trofoectoderme (TE) e,
posteriormente, mantem-se somente na ICM. Essa modificacdo da expressao é
necessaria para que ocorra a segregacao da TE e ICM, uma vez que mutantes
nulos ndo conseguem gerar as linhagens embrionarias e da trofoectoderme
[94,95]. Aléem disso, esta envolvido na manutencéo e/ou proliferacdo de ESCs e
células tronco neurais, em que sado altamente dependente dos niveis de
expressdo de SOX2 [90,96,97]. Ciclina D1 € um de seus alvos para induzir a
proliferacdo, auxiliando na promocéao da transicdo de GO/G1 para a fase S do
ciclo celular [92].

Também atua em diversos processos importantes para o desenvolvimento do
cancer, regulando diversas vias (revisado por Liu, 2013 [90]): promove a
proliferacéo celular (cancer de mama, prostata, pancreas e cervical); evasdo de
sinais apoptoticos (cancer prostata, gastrico e pulm&o); migracdo, invasdo e
metastase (melanoma, colorretal, glioma, gastrico, ovario e figado); manutencao
da tumorigenicidade e da pluripoténcia [89,90]. Encontra-se superexpresso, em
cancer, geralmente devido a amplificacdo génica, e atua como oncogene em

préstata, glioblastoma, osteosarcoma, pulméo, trato gastrointestinal, esdfago e
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mama [88,90,92,94,98-103]. Altos niveis de sua expressdo correlacionam com
maior grau tumoral de cancer de mama, cervical e carcinoma pancreéatico [87,93].

Em céncer de mama, SOX2, junto com [B-catenina, é capaz de promover a
proliferacdo celular e tumorigénese por intermédio da regulacdo de ciclina D1,
facilitando a transicdo de G1/S do ciclo celular [93]. Em células de glioma, a
expressao de SOX2 é necesséaria para a continua proliferacdo dessas células. E,
surpreendentemente, o silenciamento desse gene em GSCs s0 apresentou efeito
com o decorrer do tempo, ou seja, logo apos o silenciamento nenhum efeito
drastico nos niveis de apoptose, senescéncia ou diferenciacdo foi observado.
Entretanto, ao longo das semanas, essas células “desapareceram” da cultura,
levando a uma reducdo na sua tumorigenicidade [104]. Em cancer de ovario,
observou uma progressdo na expressdo de SOX2 de tumores benignos a
malignos, indicando que pode estar envolvido na sua progressao [105].

Em sarcoma de Ewing’s, € altamente expresso e € capaz de regular a
progressdo do ciclo (via regulacdo de p2l, p27 e ciclina E) e apoptose
(blogueando tanto via intrinseca quanto extrinseca), e, a sua inativacdo, via
shRNA, foi capaz de inibir a tumorigénese in vivo [106]. Também esta expresso
em células do neuroepitélio primitivo em teratomas imaturos do sistema nervoso
central; enquanto que, em teratomas maduros, a expressdo de SOX2 € limitada
ao epitélio com origem endodermal [96].

Cancer gastrico parece ser a excecdo na funcdo de SOX2 em cancer, atuando
como supressor tumoral. Menores niveis de expressao foi visto em amostras de
cancer comparado com a mucosa normal [107-110]. E quando superexpresso
promove inibicdo no crescimento celular, além de reduzir os niveis de migracéao e
invasdo dessas células, via aumento de p21 [109,111].

Resisténcia a terapia também esta correlacionado devido a presenca de SOX2
em alguns tumores. Células de cancer de mama resistentes a tamoxifeno sao
enriquecidas em CSCs contendo altos niveis de SOX2. E, ao silencia-lo, houve
reducdo dessa populacdo e aumento da sensibilidade dessas células ao
tratamento [112]. Resultados semelhantes com células resistentes a paclitaxel
também foi visto em cancer de ovario [113]. Em gliomas, altos niveis de SOX2

auxiliam na resisténcia a temozolomida e, tratamento com rapamicina reduziu 0s
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niveis de SOX2; assim, combinar rapamicina ao tratamento com temozolomida
aumentou a eficiéncia desse quimioterapico in vivo [114].

Quanto a resisténcia a radiacdo, observou-se, em cancer de pancreas e em
carcinoma cervical, que pacientes resistentes apresentaram maiores niveis de
SOX2 comparado com o grupo sensivel [49,115]. E células de carcinoma oral
silenciadas aumentaram a sensibilidade a combinacao terapéutica de cisplatina e
radiacdo, além de suprimir a tumorigénese in vivo [116].

Diversos miRNAs que atuam como supressores tumorais e regulam SOX2
estdo com expressao reduzidas em canceres. Por exemplo, miR-638 apresenta
niveis reduzidos em colorretal e pulméo, resultando em aumento de SOX2 que
atua promovendo o crescimento tumoral [117,118]. Também em cancer colorretal,
baixa expressdo de miR-450b-5p permite que SOX2 atue na resisténcia a 5-FU
[119]. Ja em cancer pancreatico miR-1181 regula SOX2, inibindo as
caracteristicas tronco de células pancreaticas e reduzindo a tumorigenicidade
[120]. Interessantemente, estimular a via de sinalizacdo do receptor de estrégeno
em células de cancer de mama positivas para esse receptor resulta em reducao
na expressao de miR-140, aumentando a expressdo de SOX2 [121]. Entretanto,
mMiRNAs também atuam como oncogenes, e, em cancer gastrico cujos baixos
niveis de SOX2 correlacionam com pior prognostico diferentemente dos demais
tumores, miR-126 esta superexpresso, reduzindo os niveis de SOX2 e auxiliando

na carcinogénese gastrica [122].

2.4. NANOG

NANOG foi descrito simultaneamente por Chambers e Mitsui como um gene
responsavel em manter a capacidade de autorrenovacao de células embrionarias
independente de LIF (Leukemia Inhibitory Factor — usado para manter a divisao
simétrica de células embrionarias de camundongo), diferentemente de outros
genes que dependem desse fator para manter a pluripoténcia [123,124].

Uma rede interligada de diferentes fatores que se autorregulam e suportam a
sua expressdo e de outros genes € necessaria para manter a pluripoténcia e a
capacidade de autorrenovacéo de células embrionarias [125]. NANOG consegue
ligar ao seu promotor e regular sua prépria transcricdo, positivamente,

cooperando com OCT4 e SOX2, que se ligam ao elemento OCT/SOX presente no
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seu promotor; ou negativamente, interagindo com Zfp281, ligado ao complexo
repressor NURD. Ja p53 liga-se ao promotor de NANOG para reprimir a sua
expressdo em resposta a dano ao DNA [125-128]. NANOG também atua
mantendo a indiferenciacao celular através da repressao de genes que promovem
a diferenciacdo, como GATA4 e GATAG6 [124]. Além disso, enquanto que OCT4
tem como principal funcéo evitar a diferenciacao para trofoectoderme das células
da ICM e ESCs, NANOG previne a diferenciacio em endoderme. E por
apresentar essa importante funcéo, € regulado tanto por fatores extrinsecos (LIF,
HEDGEHOG, HIF, entre outros) quanto intrinsecos (OCT4, SOX2, KLF4, GLI,
p53) (Figura 4) [123,124,129].

SHH

ciclina D1 =—=» Progressao Ciclo Celular / Proliferacao
STATS ™, / J ¢

NANOG| ————> E-caderina / FoxJ1 / Slug —>» MET / Metastase

miRNA/\ \ o ,
ABCB1/MDR1 / Akt / p53 = Resisténcia / Anti-apoptose

p53

Figura 4| Vias de regulacdo de NANOG. NANOG pode ser ativado por diversos genes, sendo a via SHH (sonic
hedgehog) e STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3) bastante descritas por auxiliarem na manutencdo da
pluripoténcia. microRNAs (miRNA) e p53 atuam bloqueando a sua expresséo. Essas regulacdes permitem que NANOG
atue induzindo ou inibindo o seu efeito pré-tumorigénico, atuando na proliferagao, transicdo mesénguima-epitélio (MET), na

inducéo de metastase, além de atuar na resisténcia a diversos tratamentos. Traduzido de Wang, 2013%7.

Localizado no cromossomo 12 (12p13.31), NANOG contém 4 éxons e
apresenta duas isoformas: NANOG1 (ou NANOGa - isoforma predominante) e
NANOG2 (ou NANOGDb), traduzindo uma proteina de 35 kDa formada por 3
dominios: N-terminal e C-terminal, que possuem funcao transativadora, sendo a
C-terminal a principal; e, entre eles, o homeodominio, que apresenta o motivo de
ligacdo ao DNA [125-127].

11 pseudogenes foram descritos para NANOG, sendo NANOGPS8 (localizado
no cromossomo 15 de humanos) o mais recente e considerado como retrogene,
uma vez que manteve a capacidade de gerar uma proteina funcional [129]. A
proteina de NANOGP8 diferencia apenas em um unico aminoacido de NANOGL1
e, por esse motivo, sdo indistinguiveis em analises via western blot ou

imunomarcacdo [129-131]. Ao comparar a expressdo desses dois genes,
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observou-se que NANOGL1 esta mais expresso em tumores germinativos, cancer
colorretal e leucemias, enquanto que NANOGP8 foi detectado mais em
carcinomas (prostata, mama e célon) [132,133]. Além disso, diferentemente do
gene parental, NANOGPS8 geralmente ndo estd expresso em tecidos normais
[134].

Em cancer, NANOG atua como um potente oncogene capaz de induzir a
transformacéao celular, uma vez que ao superexpressa-lo em células HEK (células
humanas de rim embrionario) ocorreu um aumento néo s6 da proliferacao celular,
mas também da formacao tumoral in vivo [135]. Entretanto, em cancer de mama,
nao é um fator inicial na tumorigénese; mas coopera com outros oncogenes,
como Wnt-1, para induzir e acelerar a formacao tumoral [136]. Além disso, assim
como KLF4 e SOX2, regula o ciclo celular por se ligar ao promotor de ciclina D1,
promovendo a proliferacéo [137].

Para diversos tumores a sua presenca correlaciona ou com a progressao da
doenca e pior prognéstico (carcinoma oral; ovario, colorretal, cancer gastrico,
figado) ou caracteriza estagios iniciais (pulmdo e cancer gastrico) [138-146].
Além disso, sua expressado estd aumentada em outros canceres, como cervical,
adenocarcinoma endometrial e mama [147-149]. Diversos estudos mostram que
nao sé a sua expressao sozinha, mas sim em conjunto com OCT4 € importante
para tumorigénese, metastase e resisténcia, além de apresentar um pior
prognadstico para cancer oral, pulméo e pancreatico [138,150,151].

A alta expressdo de NANOG induz proliferagcdo, migracdo e invasao das
células tumorais, também auxiliando na manutencdo da capacidade de
autorrenovacdao de CSCs [141,142,149,152,153]. Em tumores de células
germinativas, € expresso mais em tumores com caracteristicas indiferenciadas,
como carcinoma in situ, carcinoma embrionario e seminomas; enquanto que
tumores mais diferenciados, teratomas e tumores do saco vitelino, esta pouco
expresso ou ausente [1].

NANOG é detectado no nucleo das células, mas, interessantemente, em
células do microambiente estromal de céancer cervical observou a presenca
citoplasmatica dessa proteina [132]. Tumores sdo compostos ndo sé pela

populacao de células transformadas mas também pelo microambiente que auxilia
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tanto na iniciacdo quanto na progressao, metastase e resisténcia tumoral. Um dos
principais componentes desse estroma sao as células tronco mesenquimais
(MSCs) e essas células foram a maior fonte de células NANOG-positivas
citoplasmatica, promovendo a progresséo do cancer cervical [132].

Um grande desafio nas analises desse fator é diferenciar a proteina de
NANOG1 humano do seu retrogene NANOGPS8, por se diferirem em apenas um
aminoacido, ocorrendo a substituicdo da glutamina por histidina no aminoacido
253 (Q253H) [130,131]. Assim, observou-se que em cancer colorretal,
glioblastoma e prostata a alta expressdo de NANOG € derivada do mRNA de
NANOGPS8 [133,154,155]. E em cancer de colon ocorre a expresséao diferencial
dos dois genes, assim, contribuindo para manter a sua alta expressao alta,
promovendo proliferacéo e formacao tumoral [129].

Quando superexpresso, NANOG auxilia na resisténcia a diversos farmacos,
como a cisplatina (es6fago, carcinoma de cabeca e pescoco, ovario), a
doxorrubicina (figado) e a tamoxifeno (mama). Também regula a expressao de
genes associados a resisténcia como membros da familia ABC (ABCB1) e MDR1
(gene de resisténcia a multiplas drogas) [127,156—159].

mMiRNAs podem regular NANOG e evitar os efeitos tumorigénicos desse gene.
miR-134, importante para o diferenciacdo do sistema nervoso central durante o
desenvolvimento, suprime a sua expressao para que ocorra 0 desenvolvimento
neuronal. Entretanto, em glioblastoma, esse miRNA apresenta baixa expressao,
enquanto que em tecidos normais encontra-se com alta [160]. E ao
superexpressar miR-760 em células de cancer de mama, ocorre reducdo da
expressdo de NANOG e reducdo da proliferacdo e da capacidade metastatica
[161].

2.5.c-MYC

O gene c-MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog)
encontra-se no cromossomo 8 (8g24.21) e consiste em 3 éxons, sendo que 0
primeiro éxon nao € codificado, enquanto que o0s éxons 2 e 3 representam a
regido codificante desse gene [162]. A sua traducdo gera uma proteina rica em

prolina, contendo 439 aa e com peso predito de 49 kDa; mas, em SDS-PAGE, c-
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MYC corre agrupado e apresenta um peso molecular aparente de 62/64 kDa
[163].

c-MYC faz parte da familia de TFs nuclear que contém os motivos hélice-volta-
hélice e ziper leucina [162]. E para exercer sua funcédo e ligar efetivamente a
sequéncia E-box (5-CACGTG-3') do DNA alvo, é necessario formar um
heterodimero com outros TFs e recrutar outras proteinas (co-fatores
transcricionais) para regular a expressao dos genes alvos; ativando-os ao se ligar
com MAX ou MAD, ou reprimindo-os ao se ligar com MIZ1, SP1 e YY1 [162,164—
167]. Além disso, é um ativador transcricional fraco e atua amplificando a
expressao de genes que ja estdo com seus promotores ativos [166].

c-MYC € um potente proto-oncogene capaz de regular milhares de genes
envolvidos nos mais diversos processos celulares, como proliferacdo celular
(replicacdo e sintese proteica), diferenciacdo, apoptose, metabolismo,
angiogénese e reparo a dano ao DNA [162,164,168]. Devido ao seu grande
potencial tumorigénico, € finamente regulado em células normais tanto
transcricional quanto pos-transcricionalmente [165]. Desse modo, 0 aumento na
sua expressao € associado com crescimento celular e divisdo descontrolados
(ativacao direta ou indireta da expressao de genes que governam o ciclo celular e
repressao de inibidores do ciclo), aumento da regulacao de vias pro-apoptoticas e
metastase; enquanto que a perda da expressao reduz o crescimento e promove
diferenciacéo, além de sensibilizar as células a dano ao DNA [162,169].

O papel de c-MYC em cancer foi primeiramente identificado em linfoma de
Burkitt e € o oncogene mais comumente ativado e esta desregulado em
aproximadamente 70 % dos tumores, como leucemia, glioblastoma, mama,
pulmdo, ovario e colon [164,167,170,171]. Translocagcdo cromossomal,
amplificacdo génica e mutacdes nas vias de sinalizacdo sao algumas das formas
gue podem promover a superexpressao, independente do estimulo de fatores de
crescimento, e levar a uma proliferacdo descontrolada com consequente
tumorigénese [172]. Entretanto, a superexpressao sozinha € incapaz de induzir
proliferacéo celular ou transformacdo neoplasica na maioria das células humanas
normais [171,173].
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O seu potencial tumorigénico envolve regular tanto a RNA polimerase | quanto
a Il em diferentes niveis, aumentar a biogénese de ribossomos e a capacidade de
transducdo que fornecem a célula as proteinas necesséarias para aumentar o
crescimento celular e, subsequente, a divisdo celular [174]. Também é capaz de
gerar mudancas no microambiente tumoral, incluindo a ativacdo da angiogénese
e suprimir a resposta imune [171].

Em cancer de mama a sua amplificacdo é observada em estagios avancados
do desenvolvimento tumoral, e foi observada somente em células invasivas,
enquanto que células normais ou hiperplasicas ndo apresentaram alteracdes de
c-MYC ou no cromossomo 8 [175-177]. Ou seja, a presenca desse gene parece
estar mais associado com a progressado da doenca e pior prognostico do que o
desenvolvimento tumoral [175,176,178,179]. Entretanto, no subtipo basal-like
observou-se que c-MYC pode atuar como supressor tumoral e inibir a invasao
celular e metastase, além de regular positivamente a atividade de BRCAL1 (breast
cancer 1 - supressor tumoral normalmente alterado em cancer de mama)
[177,180]. Em cancer de ovario também foi observado a presenca da amplificacéo
e pacientes que responderam ao tratamento quimioterapico apresentavam alta
expressao [181-183]. E, em cancer de cdlon, a sua presenca correlaciona com
tumores mais indiferenciados e proliferativos [184].

Alta expressdo de c-MYC estd presente em diferentes tipos tumorais
resistentes e a combinac&o de quimioterapicos com o seu silenciamento resultam
em aumento da sensibilidade em cancer de cabeca e pescoco (associado com
CDDP), leucemia (RA, citarabina, daunomicina ou doxorrubicina) e cancer
gastrico (CDDP, vincristina e 5-FU) [185-187]. Em células de melanoma e cancer
de ovario, a combinacdo de cisplatina e silenciamento exerceram efeito
antiproliferativo em cultura e reducdo do tamanho tumoral in vivo [188,189]. Em
glioblastoma, a via c-MYC/miR-29¢c/REV3L auxilia na regulacdo a resisténcia a
temozolomida, e a sua desregulacdo esta associada com pacientes com tumores
mais agressivos e que logo desenvolvem resisténcia [190]. Ja em céancer de
coélon, células resistentes a 5-FU apresentam alta expressao de c-MYC, que
regula a expressdao de ABCB5, um gene da familia MDR [191]. Entretanto, para

meduloblastoma e cancer pancreatico, a superexpressao apresenta resultado
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oposto aos demais tumores, uma vez que o aumento de c-MYC sensibilizou as
células a CDDP, ao VP-16 e a outros quimioterapicos, aumentando os niveis de
apoptose e reduzindo a proliferacdo [192,193].

Assim como os demais TFs, c-MYC também sofre regulacdo via microRNAs.
miR-145 (em cancer de pulméo, oral, eséfago e ovario) e miR-494 (em cancer
gastrico, pancreatico e ovario) sdo alguns dos descritos atuando como supressor
tumoral e encontram-se com baixa ou ausente expressao em cancer. Ambos tém
como um de seus alvos c-MYC e, quando superexpressos, atuam na reducao da
expressdo desse gene, reduzindo a proliferacdo, invasdo, além de reduzir o
crescimento tumoral [194-200]. Interessantemente, p53 induz a expressdo de

miR-145, permitindo-o reprimir a expressao de c-MYC [201].

2.6.Rede integrada dos fatores de transcricao

A literatura traz amplos dados demonstrando a importancia dos TFs OCT4,
KLF4, SOX2, MYC e NANOG durante o desenvolvimento embrionario, mantendo
a pluripoténcia ou induzindo a diferenciacdo; na manutencéo de células tronco
tumorais e na formacdo de células pluripotente induzidas. Entretanto, eles néo
atuam sozinhos, mas sim funcionam em complexos combinatdrios para regular a
expressdo de loci que estdo envolvidos na manutencdo da pluripoténcia e da
diferenciacéo celular [202].

SOX2 e OCT4 juntamente com NANOG trabalham cooperativamente em uma
rede transcricional interdependente para estimular a transcricdo ndo so de seus
préprios genes, mas também a expressao de outros genes chaves necessarios
para a embriogénese incluindo FGF4 e Zfp42/Rexl [91,202]. Também
compartilham diversos genes alvos, assim, ativando e mantendo a expressao de
genes envolvidos na autorrenovacao, enquanto que, simultaneamente, reprimem
genes que medeiam a diferenciacéo [202]. KLF4 € capaz de interagir diretamente
tanto com OCT4 quanto com SOX2, via estrutura zinc finger presente na parte C-
terminal, além de ser requerido para ativar a transcricdo de NANOG [203].

A manutencdo da pluripoténcia e inducdo da diferenciacdo € dependente
também de niveis exatos de OCT4 e de SOX2, uma vez que tanto a baixa quanto
a alta expressao induz a diferenciacdo de ESCs [36,204]. Essas células se

diferenciam em endoderme e mesoderme quando pequenos aumentos (~ 2 x) dos
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niveis de OCT4 ocorrem. A inducédo da diferenciacdo em células de ectoderme,
mesoderme e trofoectoderme, ocorrem quando os niveis de SOX2 aumentam (~ 2
X), com auséncia de células derivadas da endoderme. E, quando os niveis de
OCT4 ou SOX2 reduzem, ha a promocédo da diferenciacdo para células da
trofoectoderme [204].

SOX2 é apontado como um dos genes centrais na via da embriogénese,
manutencdo da autorrenovacdo e pluripoténcia. Quando em niveis normais,
SOX2 e OCT4 ativam a transcricdo dos seus genes alvos; quando somente 0s
niveis de SOX2 aumentam, ocorre uma inibicdo da expressado de seus alvos;
enguanto que, quando o aumento € somente de OCT4, é observado inibicdo da
sua prépria expressao e também de NANOG. E, altos niveis de NANOG, resultam
apenas na sua propria inibicdo e de nenhum gene alvo de SOX2 e OCT4 [91].
Apesar da expressdao de NANOG nao ser essencial para o estabelecimento da
pluripoténcia de ESCs, parte da sua funcdo € manter a capacidade de
autorrenovacdo destas células e a sua presenca € capaz de suprimir a
diferenciacéo [202]. Além disso, alteracdes na expressdo de NANOG € uma das
consequéncias funcionais dos niveis flutuantes de OCT4, sendo que baixos niveis
aumentam a expressao de NANOG, enquanto que altos niveis de OCT4 resultam
na diminuicdo da sua expressao [202].

A importancia da interacdo desses TFs também é observada quando se
analisa a sobrevivéncia de pacientes. Por exemplo, alta expressdo de OCT4 e
NANOG foi associada com a carcinogénese pancreatica [205]. E, o silenciamento
duplo desses dois genes resultou em reducéo na proliferacdo, migracao, invasao,
quimiorresisténcia e tumorigénese em cancer pancreatico tanto in vitro quanto in
vivo [151]. A baixa expressao conjunta de SOX2, KLF4 e BRACHYURY
demonstrou estar associado a sobrevida e metastase em pacientes com

carcinoma oral de células escamosas [206].

2.6.1. Células Pluripotente Induzidas
Em 2006, Takahashi e Yamanaka demonstraram que células fetais e adultas
de camundongo podem ter 0 seu estado diferenciado alterado pela expressao de
quatro fatores de transcricdo (OCT4, KLF4, SOX2 e c-MYC, denominados Fatores

de Yamanaka - YF), reprogramando uma pequena fracdo destas em células
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pluripotente induzidas (induced Pluripotent Stem Cells - iPSC) [37]. E, em 2007, o
grupo de Thomson gerou células iPSC utilizando outra combinacédo de fatores,
substituindo KLF4 e c-MYC por NANOG e LIN28 [207]. Posteriormente, observou-
se que p53 auxilia na reducdo da eficacia da reprogramacédo, por se ligar ao
promotor de NANOG e inibir a sua expressao e induzindo a diferenciacéo [208].

Um dos problemas da reprogramacéao € a sua baixa eficiéncia (0,01 — 1 % em
meédia) [209]. Porém, nesses ultimos 10 anos de pesquisa, tém-se tentado
aumentar esses indices, seja com a combinacdo com outros fatores,
silenciamento de p53, uso de miRNAs, além de diferentes formas de entrega dos
fatores ou uso de pequenas moléculas como acido valprdico e butirato de sodio
(Figura 5) [209-211].

Fatores de
Yamanaka

p53
A B C D E

% REPROGRAMACAO Caracterizag8io

NANOG
LIN28
pequenas diferentes
Fatores de moléculas mMiIRNAs métodos
Thomson de entrega

Figura 5| Via para formagéo das células pluripotentes induzidas (iPSC). (A) Fibroblastos ou outras células-alvo séo
utilizadas para receber (B) os fatores de transcri¢éo para a inducédo da reprogramacéo. Diferentes combina¢des podem ser
utilizadas, sendo as mais comuns: os Fatores de Yamanaka (c-MYC, KLF4, OCT4 e SOX2) e os Fatores de Thomson
(NANOG, LIN28, OCT4 e SOX2), sendo entregues, tradicionalmente, via sistema retroviral. (C) Para uma melhor eficiéncia
na reprogramagcéo, diferentes metodologias s@o propostas: silenciamento de p53, uma vez que bloqueia a expresséo de
NANOG, diminuindo a eficacia da formacgéo de iPSC; utilizagdo de pequenas moléculas, como acido valproéico e butirato de
sodio; uso de miRNAs; ou entdo diferentes métodos de entrega dos fatores de reprogramacéo, integrativos ou ndo. (D)
Formacé&o das colbnias reprogramadas com o decorrer dos dias passam para a etapa de caraterizacéo para a confirmacéo
do sucesso da reprogramagcao. (E) Diferentes ensaios sdo realizados para caracterizagdo das col6nias, tanto in vitro como
in vivo, por exemplo marcagéo com fosfatase alcalina, RT-PCR, imunofluorescéncia e formagao de teratomas. Adaptado de
Singh, 20152°%,

Dentre os YFs, c-MYC atua potencializando a reprogramacdo e aumenta a

eficiéncia, entretanto pode ser removido, principalmente pois sua presenca
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aumenta a capacidade tumorigénica das iPSC [212]. Entretanto, a cooperacao
mutua entre c-MYC e KLF4 é essencial para uma reprogramacdo bem sucedida,
em que a presenca de ambos leva ao equilibrio necessario para a manutencéao da
pluripoténcia, apesar de atuarem em vias opostas [209]. c-MYC aumenta 0s
niveis de proliferacdo, sendo benéfico para o sucesso da reprogramacao, porém,
sua alta expressao resulta no aumento de p53; enquanto que KLF4 aumenta os
niveis de p21, que resulta na reducdo da proliferacédo, além de reduzir p53, que
diminui os niveis de apoptose [209].

As IPSC possuem uma promissora utilizacdo terapéutica, por apresentarem
caracteristicas semelhantes as células embrionarias, com indices proliferativos
altos, além de serem capazes de se diferenciar em células dos trés folhetos
embrionarios. Contudo, o principal teste que classifica uma iPSC totalmente
reprogramada é o ensaio in vivo utilizando camundongos nude para verificar se
essas células sdo capazes de formar teratomas, demonstrando que sao
competentes para produzir qualquer tipo celular [32]. Assim, existe um paradoxo
referente as IPSC, pois a0 mesmo tempo que S&80 promissoras No uUsO em
diversas terapias, elas apresentam capacidade tumorigénica que dificultaria o uso
clinico [32,213].

38



HIPOTESE

iIPSC representam uma fonte de células com amplo potencial terapéutico.
Entretanto, o risco de formacéo de teratomas restringe 0 seu uso clinico e esse
risco diminui com a diferenciacdo das células pluripotente presentes. Assim, a
presenca dos genes utilizados para a reprogramacdo Sa0 0S responsaveis pela

presenca dos teratomas apos o transplante das iPSC.
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OBJETIVO
Avaliar a associacdo dos genes marcadores da pluripoténcia (OCT4, SOX2,

KLF4, c-MYC e NANOG) na formacéo de teratomas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Silenciar genes importantes para manter o estado pluripotente via ShRNA
2. Avaliar o potencial de formacao de teratomas das células silenciadas
3. Analisar a resposta das células silenciadas ao tratamento com cisplatina e

etoposideo in vitro
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CAPITULOS

Os resultados obtidos durante o doutorado foram agrupados em trés capitulos,
sendo que cada um representa um artigo, o primeiro publicado e os outros dois a
serem submetidos.

O primeiro capitulo engloba o artigo intitulado “Roles of OCT4 in
tumorigenesis, cancer therapy resistance and prognosis* publicado em 2016 na
revista Cancer Treatment Reviews. Nesse artigo participei de toda a preparacao
do artigo, desde a sugestdo do tema e organizacdo do artigo até a revisdo da
literatura e rascunho do manuscrito, além de realizar os alinhamentos.

O segundo capitulo constitui-se do artigo intitulado “Silencing of the
transcription factors Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc or Nanog has different effect on
teratoma growth.” a ser submetido a Cellular Oncology no formato de Research
Article. Minha participacdo consistiu na realizacdo dos experimentos e na escrita
do manuscrito.

O terceiro capitulo constitui-se do artigo intitulado “Importance of Oct4, Sox2,
KIf4, c-Myc or Nanog expression in the treatment response using cisplatin and
etoposide in P19 teratocarcinoma cells.” a ser submetido a Cancer Medicine no
formato de Research Article. Minha participacdo consistiu na realizacdo dos
experimentos e na escrita do manuscrito.

Assim, a discussao sera realizada com base nessas informacdes.
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CAPITULO |
“Roles of OCT4 in tumorigenesis, cancer therapy resistance and prognosis*
Status: publicado, 2016.

Revista: Cancer Treatment Reviews.
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CAPITULO II

“Silencing of the transcription factors Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc or Nanog has
different effect on teratoma growth.”

Status: a ser submetido.

Revista: Cellular Oncology.
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Abstract

Induced pluripotent cells (iPSC) have a great potential, but its use is dependent to find strategies to
abolish their tumorigenic potential. The use of Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc and Nanog to induce iPSC
demonstrated the already known importance of these genes to maintain stemness. Therefore, the
presence of these genes is the responsible for iPSC-derived teratomas. P19 teratocarcinoma cell
line is used as an iPSC model, since presents embryonic carcinoma cells and has the ability to
differentiate into cells of the three embryonic germ layers. Teratocarcinomas are a type of testicular
germ cell tumors, not only one of the most common malignancies but also curable. We separately
knocked down (KD) the transcription factors used to induce iPSC in P19 (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc
and Nanog) to check their association with teratoma formation. All KD cells were able to form
tumors, but only reduction of Oct4 was able to generate a more differentiated one, presenting cells
derived from the three embryonic germ layers. Our results suggest that these transcription factors
alone are not able to avoid the formation of teratomas.

Keywords teratocarcinoma, embryonic stem cell, yamanaka factors, knockdown, P19 cell line
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1. Introduction

Teratomas are a type of non-seminoma testicular germ cell tumors with benign features.
Their main characteristic is the presence of cells derived from the three embryonic germ layers
(ectoderm, mesoderm and endoderm) arranged in a random way. Teratomas can be classified in (i)
mature, in which presents only differentiated cells; (ii) immature, consisted of immature cells,
mainly neuroepithelial components, and may or may not have some mature cells; and (iii)
teratocarcinoma, the malignant type of teratomas composed of a mixture of embryonic carcinoma
cells and teratomas. An important feature of teratocarcinoma is the presence of embryonic
carcinoma cells, which are the malignant counterpart of embryonic stem cells (ESCs) [1-4].

From the start, the reprogrammed nature of induced pluripotent cells (iPSC), formed
through the expression of Yamanaka Factors (YFs - Oct4, Sox2, KiIf4 and c-Myc) [5] or by
replacing KIf4 and c-Myc for Nanog and Lin28, presented a promising substitution of ESCs in
several potential clinical applications [6].. Although proving stemness, this feature also indicated
that the use of these cells would include a risk of teratoma formation [7, 8]. This risk decreases
with the use of cells in a more differentiated state, but the presence of a small fraction of
undifferentiated cells could still lead to teratoma formation [9]. Therefore, here we tested whether
the genes used for reprogramming are required for teratoma formation and growth.

For this, we silenced YFs and Nanog in P19 cells and measured their teratoma formation
capacity. The mouse P19 cell line derives of a teratocarcinoma formed after the implantation of a
7.5 days embryo in the testis of an adult mouse C3WHe [10]. They present a normal karyotype and
can be transfected with recombinant DNA generating stable lineages. They are also pluripotent and
can differentiate into cells derived from the three embryonic germ layers thus making this cell line
a suitable in vitro model to study the initial development of mammals, and the mechanisms

involved in teratoma formation and maintenance [11, 12].
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2. Materials and Methods
2.1 Cell Culture

Mouse teratocarcinoma P19 cells (ATCC® CRL1825™) obtained from American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
low glucose, penicillin (100 U/ mL) and streptomycin (100 g/ mL) supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS). Cells were maintained in a 5 % CO, humidified incubator at 37 °C. DMEM,

FBS, penicillin, streptomycin and B27 were purchased from Gibco (BRL).
2.2 Teratoma Formation

1 x 10° P19 wild type and knocked-down cells were subcutaneously injected into the flank of 6 to
8-week-old male or female Balb/C nude mice, 4 animals for each group. Tumors were measured
twice a week with a caliper and volume was estimated by the formula: (length X width?)/2. The
animal welfare guidelines for the care and use of laboratory animals were approved by the Ethics

Committee and Animal Research of University Hospital Research Center (HCPA - No. 150109).
2.3 Histology and immunohistochemical staining

All mice were anesthetized and killed by overdose with anesthetic after tumours achieved a volume
of approximately 1600 mm®. Teratomas were sampled and fixed with 10 % paraformaldehyde for
48 h. Then, samples were embodied in paraffin. 4 uM paraffin-embodied sections were prepared.
Sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) or immune stained using antibody
against TRA-1-60 (Santa Cruz), pluripotent marker; beta-111-tubulin (ABCam), ectoderm marker;

Brachyury (Santa Cruz), mesoderm marker; and AFP (Pierce), endoderm marker.
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3. Results

3.1 Impact of Yamanaka factors and Nanog knockdown on teratoma formation and

differentiation

Histological analysis of tumors formed from P19 cells grown subcutaneously in the flank of Balb/C
nude mice (Supplementary Fig. S1) with hematoxylin and eosin (H&E) showed that control cells —
wild type (Wt) and knockdown control (Ctl KD) - presented high levels of necrosis and
neuroepithelial components, mainly formed by neuroectodermal rosettes, characteristic of an
immature teratoma (Fig. 1a and b). Only one Wt animal showed the presence of undifferentiated
cells and endoderm (Table 1). Ctl KD cells also formed tumors containing undifferentiated cell
populations (Fig. 1b) and on tumor contained tissue with endoderm characteristics (Table 1).
Immunohistochemistry (IHC) with TRA-1-60 (undifferentiation) and brachyury (primitive
mesoderm) were positive in some but not all samples analyzed (Table 2). beta-I1I-tubulin

(ectoderm) stained positive in all samples (Fig. 2a and b).

Table 1 Teratoma differentiation status by hematoxylin & eosin analysis.

Necrosis  Undifferentiated Ectoderm  Mesoderm Endoderm
Wt 3/4 1/4 4/4 0/4 1/4
Ctl KD 4/4 3/4 4/4 0/4 1/4
Oct4#t2a KD 0/4 3/4 4/4 2/4 4/4
Octd#t1 KD  3/4 4/4 2/4 0/4 0/4
Oct4#t2b KD  3/4 3/4 3/4 2/4 3/4
Sox2 KD 4/4 4/4 3/4 2/4 1/4
KIf4 KD 3/4 4/4 3/4 2/4 0/4
c-Myc KD 1/4 2/4 2/4 0/4 3/4
Nanog KD 4/4 4/4 4/4 0/4 0/4
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Fig. 1. Histological analysis of teratoma formation using hematoxylin and eosin (H&E) staining. Tumors
formed from a Wt contained cells only from primitive neuroectoderm and presence of necrosis. Only one

sample formed ectoderm. b Ctl KD teratomas were formed mainly by undifferentiated, neuroectoderm tissue
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and necrosis. ¢ Oct4#1 KD tumors presented only undifferentiated and ectoderm cells besides necrotic areas.
d Oct4#2a-derived teratomas showed absent or small areas of necrosis, formation of cell lineages derived of
ectoderm (mature brain tissue), mesoderm (cartilage) and endoderm (gland) plus undifferentiated cells. e
Oct4#2b tumors presented all three embryonic germ layers (neuroectoderm, muscle and gland), besides
presence of undifferentiated cells and necrotic areas. f Sox2 KD-derived teratomas contained cells from
primitive neuroectoderm, undifferentiated cells and large necrotic area. g Kfl4 KD-derived teratomas
contained cells from primitive neuroectoderm, cartilage, and undifferentiated cells, besides necrotic areas. h
c-Myc KD-derived teratomas showed absent or small areas of necrosis and contained cells from primitive
neuroectoderm, endoderm (glandular tissue) and undifferentiated cells. i Nanog KD-derived teratomas
showed necrotic areas and presented cells originated from primitive neuroectoderm and undifferentiated

cells. Scale bar: 20 pm.

Two different shRNA sequences for Oct4 were used to knockdown this gene in P19 cells
(Supplementary Table 1). The first sequence, Oct4#1, resulted in a very robust silencing
(Supplementary Fig. 2a) compared to Wt and Ctl KD. On the other hand, the second sequence
generated two clones: Oct4#2a, which presented a reduction in the Oct4 expression; and Oct4#2hb,

with absence of Oct4 but with the presence of one Oct4 pseudogenes (Supplementary Fig. 2a).

Oct4#1-derived tumors presented undifferentiated cells with surrounding necrotic areas, and a
small area of ectoderm (Fig. 1c), but no histological detectable mesoderm or endoderm. Ectoderm-
derived tissue was confirmed by IHC, whereas only a faint staining was observed for a mesoderm
marker in one out of three samples (Fig. 2c). Oct4#2a KD cells formed tissues derived from
ectoderm, with mature glia cells; and endoderm, composed of glandular tissue; also presence of
undifferentiated tissue and cartilage was seen. No necrosis was observed in tumors derived from
these cells (Fig. 1d) and IHC was positive for all markers (Fig. 2d). Lastly, Oct4#2b KD formed
tumors composed from all three embryonic germ layers: neuroectoderm, mesoderm (muscle), and
endoderm (glands); undifferentiated tissue and necrosis was also observed (Fig. 1e). IHC analysis

were positive for undifferentiated and ectoderm cells, however only one sample showed primitive
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mesoderm, possibly due to the differentiation of these cells, as supported by the presence of muscle

cells (Fig. 2e).

Table 2 Teratoma differentiation status by immunohistochemistry analysis.
TRA-1-60 b-Tubulin  Brachyury

Wt 1/3 3/3 2/3
Ctl KD 3/4 3/3 1/3
Oct4#2a KD 2/3 3/3 2/3
Oct4#1 KD  2/3 3/3 1/3
Oct4#2b KD 2/3 3/3 1/3
Sox2 KD 3/3 3/3 2/3
KIf4 KD 2/3 3/3 2/3
c-Myc KD 3/3 3/3 2/3
Nanog KD 2/3 3/3 1/3

Sox2 silencing was confirmed by RT-PCR (Supplementary Fig. 2c¢) and in vivo characterization
demonstrated formation of undifferentiated cells, neuroectoderm, mesoderm (cartilage and
muscle), and only one sample presented endoderm. The majority of the tumor area analyzed was
composed of necrosis (Fig. 1f). IHC confirmed the histological analysis (Fig. 2f).

Stable KIf4 knockdown was confirmed by Western blot (Supplementary Fig. 2b). KIf4 KD-derived
tumors formed immature teratomas, with neuroectoderm and undifferentiated cells, besides
presence of cartilage and necrotic area (Fig. 1g). IHC for pluripotent cells and differentiated were
positive (Fig. 29).

c-Myc KD cell silencing was confirmed by RT-PCR (Supplementary Fig. 2d). In vivo
characterization showed immature teratoma formation, with presence of undifferentiated cells,
besides neuroectoderm and endoderm tissues. No mesoderm was observed, along with small or
absent areas of necrosis (Fig. 1h). IHC showed positive cell for Brachyury, indicating the presence
of primitive mesoderm (Fig. 2h).

Nanog KD was confirmed by RT-PCR (Supplementary Fig. 2e) and teratomas derived from Nanog
KD cells were similar to Wt and Ctl KD presenting necrotic areas, neuroectoderm and
undifferentiated cells (Fig. 1i). Only one sample was positive for mesoderm, and no endoderm was

observed. IHC confirmed the histological analysis (Fig. 1i).
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Fig. 2. Immunohistochemistry for pluripotent and differentiated cells in teratomas formed by knockdown

cells. TRA-1-60 was used as pluripotent marker, b-111-tubulin for ectoderm, and brachyury for mesoderm. a
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Wt teratomas presented only positive cells for ectoderm and mesoderm. b Ctl KD teratomas had
undifferentiated and ectoderm positive cells. ¢ Oct4#1 KD tumors presented undifferentiated and ectoderm
positive cells. d Oct4#2a-derived teratomas showed cells positive for all markers. e Oct4#2b tumors were
positive for pluripotent and ectoderm cells. f Sox2 KD-derived teratomas contained undifferentiated and
ectoderm positive cells. g Kfl4 KD and h c-Myc KD-derived teratomas were all positive, except for
endoderm. i Nanog KD-derived teratomas showed neuroectoderm and undifferentiated positive cells. Scale

bar: 50 pm.

3.2 Effect of silencing in tumor growth
Next, we measured the growth rate of the tumors formed by the silenced P19 cells. Oct4#2a,
Oct4#2b and KIf4 KD tended to reach this proportion before than Wt cells, while the others cells

took a little more days to reach 500 mm?, especially Nanog (Fig. 3a and b).
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Fig. 3. Kaplan-Meyer (KM) analysis to observe the time needed for the tumor to reach 500 mm3. a KM
comparing control cells (wild type — Wt and knockdown control — Ctl KD) with Oct4 KD. b KM comparing

Wt with Sox2, KIf4, c-Myc and Nanog KD.

4. Discussion

Since the discovery of iPSC, its use was applied most successfully to human disease modeling, in a
vast array that includes type | diabetes, Alzheimer’s, and Parkinson’s diseases [13]. The other
important potential use, cell replacement therapy, has not been fulfilled mostly due to the risk of

teratoma formation, despite the decreased risk using cells in a more differentiated state [17,18,19].
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Notwithstanding, implantation of predifferentiated cardiac cells derived from etoposide-treated
mouse iPSC reduced by 10-fold the teratoma formation by abolishing the remaining
undifferentiated cells [7].

Here, we tested the impact of silencing the factors used to generate iPSC in the growth and
differentiation state of teratomas. Oct4 is the main transcription factor to generate iPSC and is used
as a specific marker of TGCT, since its highly expressed in tumors with more undifferentiated
features, and absent expression in differentiated components [14]. Some of Oct4 pseudogenes
(Oct4-pgl, pg3 and pg4) have a high sequence homology to Oct4A and share the unique N-
terminal coding sequence and have similar protein size [15, 16]. Therefore, the Oct4 antibody used
in this study can also detect Oct4 pseudogenes, thus, the presence of a low band in Oct4#2b, and
present only weak in Wt and Ctl KD (Supplementary Fig. 1a), can be the expression of one of Oct4
pseudogenes. The role of Oct4 pseudogenes are not completely understood, but they can act as
regulators, such as miRNA sponge protecting Oct4 transcript from inhibition [15].

The robust silencing of Oct4 with the Oct4#1 led to a reduction in the formation of mesoderm and
endoderm. Interestingly, another shRNA sequence which reduced the expressed of Oct4 by about
50% or, in a separate clone, with the appearance of a putative pseudogene, led to the formation of
mature brain cells, cartilage and gland plus undifferentiated tissue, suggesting that a small amount
or event the presence of a pseudogene is sufficient to allow the formation of these tissues, in
contrast to the ShRNA sequence that lead to a large reduction in Oct4.

Sox2 is expressed in primitive neuroepithelium cells in immature teratomas of the central nervous
system, whereas it is limited to the epithelium with endodermal origin in the mature ones [17].
Among the factors tested, Sox2 KD presented undifferentiated and differentiated tissue, especially
ecto and mesoderm, only one sample showed differentiation towards endoderm. The main
characteristic of these KD tumors was the increased necrosis, which represented 50 % or more of
the tumor formed (data not shown).

KIf4 is capable of promoting the self-renewal of ESCs by activating several genes, such as Nanog,

Oct4 and Sox2; and its expression is involved in the commitment of pluripotent cells to endodermal
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differentiation, since its absence increases differentiation towards definitive endoderm [18, 19]. A
different result concerning the differentiation status of the teratoma formed by KIf4 KD cells was
observed, wherein no endoderm was seen, and this divergent result may be because the silencing
was not complete and the remaining cells expressing this gene can be preventing differentiation
towards endoderm.

c-Myc is an important proto-oncogene that regulates several genes involved in various cellular
processes, and loss of its expression reduces cell growth and promotes differentiation, besides
sensitizes cells to DNA damage [20-23]. In mouse ESCs, its absence decrease self-renewal
potential and drive to early differentiation of all three embryonic germ layers, although no fully
differentiated cell is observed [24]. Similar, in colon cancer, the presence of c-Myc correlated with
more undifferentiated and proliferative tumors [25]. We observed that tumors derived from c-Myc
KD cells presented undifferentiated cell, but were mainly composed of primitive neuroectoderm,
endoderm and mesoderm precursors.

In TGCT, Nanog presents similar expression profile as Oct4, being highly expressed in tumors
with undifferentiated features, but low or absent expression in differentiated tumors components
[14, 26]. Moreover, Nanog expression is one of the responsible to avoid differentiation into
endoderm in ESCs [27, 28]. For this reason, it would be expected to observe differentiation
towards endoderm with Nanog KD cells, but no formation of gland or other endoderm-derived
cells, or mesoderm was detected; and only one sample was positive for primitive mesoderm. Nanog
KD cells tumors were formed basically by undifferentiated and neuroectoderm cells.

The YFs plus Nanog work in combinatory complexes in order to regulate the expression of its
targets genes, which are involved in the pluripotency maintenance and cell differentiation [10]. In
order to keep an undifferentiated state, a fine tune expression of Oct4 and Sox2 is need, and,
together with Nanog, they form a complex that activate / repress mutual target genes [10,11]. The
absence of Oct4 or Sox2 induces ESCs to differentiate into trophectoderm, while Nanog or KlIf4
absence lead to endoderm differentiation [12-14]. This differentiation tendency was observed in

ESCs and no data regarding ECCs was described. Thus, perhaps because of the different
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tumorigenic status between ECCs and ESCs, these cells were not able to form endoderm.
Furthermore, teratomas are formed mainly by ectoderm cells and also mesoderm can be observed;
however differentiation toward endoderm components is rare [14]. KIf4 is also capable of a direct
interaction with Oct4, Sox2 and Nanog; and c-Myc acts enhancing reprogramming and increases
efficiency [15,16]. Probably for these reason, knocking down the transcription factors alone was
not able to avoid the formation of teratomas and targeting more than one gene would be a more

effective way to avoid tumor formation.

5. Abbreviations

c-Myc - V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog
ESCs — embryonic stem cells

iPSC - induced pluripotent cells

KD - knockdown by shRNA

KIf4 — Krippel-like factor

Oct4 — Octamer 4

P19 — murine teratocarcinoma cell line

Sox2 - SRY-related high mobility group box 2

TCGT - testicular germ cell tumors

YF - Yamanaka Factors (Oct4, Sox2, KIf4 and c-Myc)
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10. Supplementary Material and Methods

shRNAI Transduction

shRNAI sequences were obtained from a Mission RNAI library in a pLKO.1 plasmid (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo., USA); the sequence used to silence Oct4, Sox2, KlIf4, c-Myc and Nanog
are described in supplementary table I. Lentivirus production was performed by co- transfecting
Hek 293t cells with PEI reagent (Polysciences #23966-2) complexed with three virus packaging
plasmids: (1) RRE, (2) Rev, and (3) VSVG, and the shRNAI expression plasmid containing a
puromycin resistance gene. As a control of transduction, we used a GFPi plasmid stable RNA
interference with a sequence targeting GFP (shGFP - SHCO005). The supernatants were collected
after 72 h and 96 h, filtered with 45-pum filter membrane, and added to P19 culture plus polybrene 8

ug/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and spin infection was performed for 45 min at 750 g.
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One-micromolar puromycin (GIBCO, Grand Island, NY, USA) selection was performed for 10

days after 72 h of transduction.

RT-PCR

Total RNA from P19 wild type or knocked-down cell cultures was isolated with Trizol LS reagent
(Life Technologies) and chloroform-isopropanol extraction. DNAse was used to eliminate any
DNA residue. The cDNA was synthesized with M-MLV Reverse Transcriptase enzyme (Promega)

from total RNA with poliT primer.

Western Blotting

P19 wild type or knocked-down for Oct4 and KIf4 cells were lysed with a lysis solution containing
Triton, Tris, EDTA and EGTA, and quantified using Pierce BCA protein assay kit (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA). Same amounts of protein were used in SDS-PAGE. Proteins were
transferred to PVDF membrane and blocked with 5 % nonfat dry milk in 1 x TTBS. The membrane
was incubated overnight with the primary antibody against Oct4 (1:800, sc-5279, Santa Cruz) or
KIf4 (1:800, sc-20691, Santa Cruz); followed by incubation with the appropriate horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (1:2000, Cell Signaling) for 2 h at 4 °C.
Chemoluminescence was detected using ECL and x-ray films (Kodak). Membrane was stained

with comassie blue for protein load control.

11. Supplementary Figure
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Supplementary Fig. 2. Knockdown (KD) confirmation. a P19 cell line were infected with two different

shRNA sequences (Oct4#1 and Oct4#2). The second sequence generated two clones with different Oct4

expression (Oct4#2a and Oct4#2b). Wild type P19 cells (Wt) and shRNA control (Ctl KD) were used as

control cells. Western blot was performed to confirm silencing and loading control (LC) was used as control

for the quantity of protein applied. b Kfl4 KD was confirmed by western blot. c-e RT-PCR was used to

confirm KD and b-actin used as internal control. ¢ Sox2 KD, d c-Myc KD and e Nanog KD.

12. Supplementary Table

Supplementary Table 1. Identity of the ShRNA clones used.

Gene Gene ID Clone ID Cell line name

Oct4 18999 NM_013633.1-659s1cl Oct4#1 KD
NM_013633.1-544s1cl Oct4#2a KD

Oct4#2b KD

Klf4 16600 NM_004235.3-1716s1cl Kfl4 KD

Sox2 20674 NM_003106.2-1060s21cl Sox2 KD

Nanog 71950 XM_132755.3-122s1cl Nanog KD

c-Myc 17869 NM_002467.4-952s21c1 Myc KD

GFP - SHCO005 Ctl KD
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Abstract

Testicular germ cell tumors (TGCT) are one of the most curable solid tumors, however
some patients are resistant to the treatment with cisplatin, etoposide and bleomycin.
Presence of a population with stemness feature such as cancer stem cells (CSCs) is an
important player in tumor recurrence and resistance. Teratocarcinomas, one of many types
of TGCT, present a population, named embryonic carcinoma cells, which resemble CSCs
and can thus be the responsible for recurrence. We separately knocked down (KD) the
transcription factors Oct4, Sox2, KlIf4, c-Myc and Nanog know for their importance in the
maintenance of stemness in P19 teratocarcinoma cell line to check their association with
sensitivity to treatment in vitro. Reduction in the expression of KIf4 and c-Myc increased
cisplatin sensitivity alone or combined with etoposide, while Oct4 and Sox2 KD did not
affect response to these treatments. Nanog KD sensitized cells only to cisplatin treatment.
Thus, the silencing of the transcription factors can sensitize P19 cells to cisplatin and
etoposide, being Nanog the exception and these genes may be considered for tackling the

resistance of teratocarcinomas to these therapies.

Keywords teratocarcinoma, yamanaka factors, knockdown, P19 cell line, cisplatin,

etoposide
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Introduction

Testicular germ cell tumors (TGCT) are one of the most curable solid tumors, when
treated with various cycles of bleomycin, etoposide and cisplatin (BEP) (1,2). Cisplatin
(cis-diamminedichloroplatinum 11, CDDP) is an effective chemotherapeutic agent widely
used since the 70's for the treatment of various cancers, such as testicular, ovarian, head
and neck, and cervical cancers (3-5). CDDP acts mainly through the formation of covalent
DNA adducts between two guanines at the position N7 (6). Etoposide (VP-16) is a
semisynthetic derivative of podophyllotoxin and exerts its toxic activity by binding and
inhibiting the action of topoisomerase 11 enzyme, being used as standard therapy in small
cell lung carcinoma, malignant lymphoma, leukemia and Kaposi’s sarcoma (7,8).

Despite this efficient treatment, TGCT relapses in some patients and cancer stem
cells (CSCs) were implicated as part of the mechanism of resistance and recurrence (9,10).
Teratocarcinomas, a type of TGCT, are formed by a mixture of differentiated cells and
embryonic carcinoma cells (ECCs), the malignant counterpart of embryonic stem cells
(ESCs) (11-14). Therefore, we hypothesize that the presence of genes that are responsible
for stemness, such as Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc and Nanog, can interfere in the treatment
response of TGCT patients that present resistance. Here, our study shows that knocking
down most, but not all, of these genes sensitizes the P19 teratocarcinoma cell line to CDDP

and/or VP-16 treatment in vitro.

Materials and Methods

Cell Culture
Mouse teratocarcinoma P19 cells (ATCC® CRL1825™) obtained from American Type

Culture Collection (Rockville, MD, USA) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s

74



medium (DMEM) low glucose, penicillin (100 U/ mL) and streptomycin (100 g/ mL)
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS). Cells were maintained in a 5 % CO,
humidified incubator at 37 °C. DMEM, FBS, penicillin, streptomycin and B27 were

purchased from Gibco (BRL).

shRNAI Transduction

shRNAI sequences were obtained from a Mission RNAI library in a pLKO.1 plasmid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA); the sequence used to silence Oct4, Sox2, Klf4, c-
Myc and Nanog are described in supplementary table 1. Lentivirus production was
performed by co- transfecting Hek 293t cells with PEI reagent (Polysciences #23966-2)
together with three virus packaging plasmids: (1) RRE, (2) Rev, and (3) VSVG, and the
shRNAI expression plasmid containing a puromycin resistance gene. As a control of
transduction, we used a GFPi plasmid stable RNA interference with a sequence targeting
GFP (shGFP - SHCO005). The supernatants were collected after 72 h and 96 h, filtered with
45-um filter membrane, and added to P19 culture plus polybrene 8 pg/ml (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and spin infection was performed for 45 min at 750 g. One-
micromolar puromycin (GIBCO, Grand Island, NY, USA) selection was performed for 10

days after 72 h of transduction.

RT-PCR

Total RNA from P19 wild type or knocked-down cell cultures was isolated with Trizol LS
reagent (Life Technologies) and chloroform-isopropanol extraction. DNAse was used to
eliminate any residual DNA. The cDNA was synthesized with M-MLV Reverse
Transcriptase enzyme (Promega) from total RNA with poliT primer. One microliter of the

RT reaction mix was used as a template for PCR using a concentration of 0.5 mM of each
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primer and 0.5 units of Tag DNA polymerase (Sigma-Aldrich). As a control for cDNA
synthesis, B-actin PCR was performed. Products of the PCR reaction were analyzed on a 1
% agarose gel stained with 1 ul of Safe Dye (Kasvi). The gene-specific primer pairs were
as follows: Sox2 (F) 5-TCAAGGCAGAGAAGAGAGTGTTTG-3, Sox2 (R) 5’-
GCCGCCGCGATTGTTGTGAT-3, c-MYC (F) 5-GCCAGCCCTGAGC CCCTAGT-3,
c-MYC (R) 9’-CGGCGTAGTTGTGCTGGTGAGT-3,, Nanog (F) ST
GAAGTGCAAGCGGTGGCAGA-3, Nanog (R) 5-GGTCCAGGTCTGGTCGTCCC A-
3", b-actin (F) 5’GAGACCTTCAACACCCCAG-3, b-actin (R) 5’-GTGGTGGTGA

AGCTGTAGC-3.

Western Blotting

P19 wild type or knocked-down for Oct4 and KIf4 cells were lysed with a lysis solution
containing Triton, Tris, EDTA and EGTA, and quantified using Pierce BCA protein assay
kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). The same amounts of protein was used in
SDS-PAGE. Proteins were transferred to PVDF membrane and blocked with 5 % nonfat
dry milk in 1 x TTBS. The membrane was incubated overnight with the primary antibody
against Oct4 (1:800, sc-5279, Santa Cruz) or KIf4 (1:800, sc-20691, Santa Cruz); followed
by incubation with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:2000, Cell Signaling) for 2 h at 4 °C. Chemoluminescence was detected using ECL and

x-ray films (Kodak). Membrane was stained with comassie blue for protein load control.

Cumulative Population Doubling (CPD)

Wild type or knocked-down P19 cells were plated at a density of 250 cells per well in a 12-
well plate. After 24 h, cells were treated with cisplatin 25 uM, etoposide 34 uM or its

combination for 5 days, after which cells were counted using a hemocytometer and grown
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thereafter in drug free medium during 30 days. The handling of cells was performed when
they reached around 80 % confluence. The re-seeding of cells was performed using 2.5 %
of the re-suspended cells. The Initial Number (IN) and the Final Number (FN) of cells of
each analyzed interval were plotted in the following formula to obtain the Population
Doubling (PD) value: PD = (Ln(FN) — Ln(IN)) / Ln(2). The sum of successive PDs created

the Cumulative Population Doubling (CPD).

CPD parameters

All the parameters were analyzed as previously described (15). Briefly, to obtain
RendCPD (relative end CPD) we performed the ratio between the last CPD of treated
group in relation to untreated group, in order to quantify the end point analysis of
proliferation. RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) and RPR (Relative Proliferation
Rate) were obtained using the linear regression of both treated and untreated groups.
RTCT was determined by the ratio between the control and treated Time to Cross the
Threshold (TCT), i.e., a threshold set on a CPD value of 15, and indicates the delay caused
by the treatment in the cell population regrowth compared to the untreated group. RPR is
the ratio of the angular coefficients of treated and untreated groups, and describes the

relative regrowth velocity of the cells that survived after treatment.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + SEM and ANOVA followed by Tukey for multiple

comparisons was performed with the aid of the Prism 7 (GraphPad Software).
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Results

P19 cells show higher resistance to plasmatic levels of cisplatin than etoposide or their

combination

Cumulative Population Doubling (CPD) curves of P19 cells indicated a fast growth rate,
with an average doubling time of around 14 h. Teratoma treatment regimen consisted in 5
days cycles using cisplatin at a daily dose of 20 mg/m? etoposide ranging from 50-120
mg/m? and bleomycin at 20 1U/m? (16). Plasma cisplatin concentration reaches between
10-25 uM, while etoposide can reach around 46 uM (17,18). To best mimic this treatment
regimen, we treated the cells with five days of cisplatin 25 uM (CDDP) and/or etoposide
34 uM (VP-16). Under these conditions, CDDP did not significantly alter the growth of
WT and Ctl KD cells over a period of 30 days whereas VP-16 and the combination of
CDDP and VP-16 lead to a significant reduction in the cell population growth (Fig. 1a and

b).
Effect of knocking down Oct4 in P19 cells

Two shRNA sequences were used to knockdown Oct4 in P19 cells (Supplementary Table
1). The first sequence, Oct4#1, produced a near complete silencing (Fig. 1c) compared to
Wt and Ctl knockdown (KD), whereas the second sequence generated a clone (Oct4#2a),
in which Oct4 expression was reduced; and a second clone Oct4#2b, in which the main
protein product of Oct4 was reduced to undetectable levels, but a lower MW band
appeared on Oct4 western blots, which possibly is a Oct4 pseudogenes (Fig. 1c). Partial
reduction in Oct4 expression produced by Oct4#2a protected the cells against VP-16 and
the combination (Fig. 1e) whereas Oct4#2b had neither a sensitizing nor protective effect

(Fig. 1f). The near complete deletion of Oct4 produced by Oct4#1 significantly sensitized
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cells to the combination (Fig. 1g) suggesting that Oct4 plays a role in the response to
etoposide and the combination, but not to cisplatin alone. Of note, KD of Oct4 did not

affect the morphology of the cells (Fig. 1d) nor de basal population growth rate.

We calculated three CPD parameters recently proposed by our group to improve data
visualization of CPD results (15). RendCPD (Relative end CPD) was used to quantify the
end point analysis of proliferation on day 30. RTCT (Relative Time to Cross a Threshold)
is calculated to compare the growth delay caused by the treatment, while RPR (Relative
Proliferation Rate) indicates the relative regrowth velocity after treatment. This analysis
confirmed the sensitizing effect of complete silencing obtained in Oct4#1 and the
protective effect of partial silencing obtained in Oct4#2a to the two drugs, but not either

drug alone (Fig. 1h, i and j).
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and Oct4#2). The second sequence generated two clones with different Oct4 expression (Oct4#2a and
Oct4#2b). Wild type P19 cells (Wt) and shRNA control (Ctl KD) were used as control cells. Western blot
was performed to confirm silencing and loading control (LC) was used as control for the quantity of protein
applied. b Representative image of the aspect of Oct4 KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100
pum. c-f Cumulative population doubling (CDP) was performed to evaluate cell proliferation of ¢ Wt, d Ctl
KD, e Octd#2a, f Octd#2b and g Oct4#1 after 5 days of treatment with cisplatin (CDDP) 25 uM, etoposide
(VP-16) 34 uM or the combination. h Relative end CPD (RendCPD) is the ratio between the last CPD day
(30™ day) of treated and control cells and indicates the proliferation capacity. i Relative Time to Cross a
Threshold (RTCT) was performed to observe if the treatment was able to delay the cell regrowth, while j
Relative Proliferation Rate (RPR) parameter describes the relative regrowth velocity of the remaining cells.
Results represent the mean (£ SEM); a = p<0.05; b = p<0.01 in relation to non-treated cells. * = p<0.05; ** =

p<0.01.

Knocking down Sox2 has little effect on the sensitivity to treatment

Sox2 silencing was confirmed by RT-PCR (Fig. 2a) and the morphology of the colonies
presented a less compact appearance when compared to control cells (Fig. 2b). Sox2 KD
cell number was reduced after VP-16 alone and combination with CDDP compared to non-
treated (Fig. 2c and d). Furthermore, cells with combined treatment regrew much slower,
as indicated by the very low RPR and RTCT (Fig. 2e and f). However, Sox2 KD did not

significantly alter the sensitivity of cells in relation to WT or control KD cells.
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Fig. 2. Sox2 knockdown (KD) cells are sensitive to combined therapy with cisplatin (CDDP) and etoposide
(VP-16). a Sox2 silencing confirmation. RT- PCR was used to confirm KD and b-actin used as internal
control. b Representative image of the aspect of Sox2 KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100
pum. ¢ Cumulative population doubling (CDP) was performed to evaluate cell proliferation of Sox2 KD cells
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CPD (RendCPD) indicates the proliferation capacity and it was calculated as the ratio between treated and
control cells with the last CPD day value. e Relative Time to Cross a Threshold (RTCT) was performed to
observe if the treatment was able to delay the cell regrowth, while f Relative Proliferation Rate (RPR)
parameter describes the relative regrowth velocity of the remaining cells. Results represent the mean (x

SEM); a = p<0.05; b = p<0.01 in relation to non-treated cells.

KIf4 knockdown sensitizes cells to CDDP
Stable KIf4 knockdown was achieved by a lentiviral vector using a ShRNA sequence on

P19 cells. Reduction in the expression was confirmed by Western blot (Fig. 3a). Visual
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analysis of cell morphology showed colonies that are less compact when compared to WT
and control KD cells (Fig. 3b). KIf4 KD cells were significantly more sensitive to CDDP
(Fig. 3c), when compared with Wt CDDP-treated cells (Fig. 3d). Moreover, all treatment
slowed the regrowth (Fig. 3e), and even when cells returned to proliferate, the rate was
lower than non-treated cells (Fig. 3f), but this velocity was not different when cmpared to
WT or control KD cells.

Fig. 3
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Fig. 3. KIf4 knockdown (KD) cells are sensitive to treatment with cisplatin (CDDP), etoposide (VP-16) and
combination. a KIf4 KD was confirmed by western blot and loading control (LC) was used as control for the
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combination. d RendCPD (Relative end CPD) indicates the proliferation capacity. e RTCT (Relative Time to

Cross a Threshold) was performed to observe if the treatment was able to delay the cell regrowth, while f
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RPR (Relative Proliferation Rate) parameter describes the relative regrowth velocity of the remaining cells.

Results represent the mean (+ SEM); a = p<0.05; b = p<0.01 in relation to non-treated cells. * = p<0.05.

Cisplatin alone or combined to etoposide sensitizes c-Myc KD cells

c-Myc cell silencing was confirmed by RT-PCR (Fig. 4a) and morphology was different
compared to control, as the colonies were less compact with cells having a more prolonged
shape (Fig. 4b). c-Myc KD sensitized cells to CDDP but not to VP-16. The combination of
the two drugs leads to a complete elimination of the c-Myc KD cells (Fig. 4c, d). However,
despite the increased acute toxicity of CDDP on c-Myc KD cells (Fig. 4f), the surviving

cells regrew as fast as the untreated ones (Fig. 4f).
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(VP-16). a c-Myc Knockdown (KD) confirmation by RT- PCR and b-actin used as internal control. b

Representative image of the aspect of c-Myc KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100 pm. ¢ c-
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Myc KD cells proliferation, after 5 days of treatment with CDDP 25 uM, VP-16 34 uM or the combination
was estimated by cumulative population doubling (CDP). d Relative end CPD (RendCPD) indicates the
proliferation capacity. e Relative Time to Cross a Threshold (RTCT) was performed to observe if the
treatment was able to delay the cell regrowth, while f Relative Proliferation Rate (RPR) parameter describes
the relative regrowth velocity of the remaining cells. Results represent the mean (+ SEM); a = p<0.05; b =

p<0.01 in relation to non-treated cells. ** = p<0.01.

Nanog knockdown strongly sensitized cells to cisplatin treatment

The efficacy of knocking down Nanog in P19 cells was confirmed by RT-PCR (Fig. 5a),
and these cells presented more epidermal-like features, as seen in Fig. 5b, wherein some
colonies were less compact and other cells were larger and flatter than Wt cells. Over the
course of 30 days, Nanog KD cells were completely eliminated by CDDP. VP-16
treatment had little effect on their proliferation (Fig. 5¢ and d), despite the fact that both
slowed the regrowth, as observed in RTCT analysis (Fig. 5e). Surprisingly, CDDP plus

VP-16 treated cells responded in a very similar fashion as CP-16 alone (Fig. 5f).
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Fig. 5. Nanog knockdown (KD) cells are sensitive to cisplatin (CDDP) but not with etoposide (VP-16). a
Nanog silencing was confirmed by RT- PCR and b-actin used as internal control. b Representative image of
the aspect of Sox2 KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100 um. ¢ Nanog KD cell proliferation
was estimated by cumulative population doubling (CDP) after treatment with CDDP 25 uM, VP-16 34 uM
or combination for 5 days d RendCPD (Relative end CPD) indicates the proliferation capacity at the last day
analysis. e RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) was performed to observe if the treatment was able to
delay the cell regrowth, while f RPR (Relative Proliferation Rate) parameter describes the relative regrowth
velocity of the remaining cells. Results represent the mean (+ SEM); a = p<0.05; b = p<0.01 in relation to

non-treated cells. ** = p<0.01.

Discussion

TGCT is one of the most curable tumors, even when widely propagated. The combination

of cisplatin with etoposide and bleomycin has been considerate the gold standard, since 90
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to 95 % of patients are cured (19). However, a small proportion of patients present
resistance to the therapy, and this mechanism is not fully understood (20). It has been
suggested that resistance to CDDP, specifically in TGCT, may occur due to: (i) reduction
in the expression of OCT4; (ii) failure in the induction of pro-apoptotic proteins; (iii)
changes in the expression of certain miRNAs; (iv) increasing levels of MDM2 and
cytoplasmic translocation of p21 via phosphorylation; and (v) activation of PDGFRb /
PI3K / pAKT pathway (21). Regarding VP-16, resistance can occur due to reduction in the
expression of topoisomerase Il or in genes involved in mismatch repair, but mainly due to
the presence of P-glycoprotein, and ABC transporter encoded by MDR1 (multidrug
resistance 1 gene) that transport cytotoxic drugs out of cell (22,23).

We observed that both control cells (Wt and Ctl KD) were resistant to CDDP 25 uM,
which is in agreement with primary teratocarcinoma-derived cells, wherein cells were
described to be resistant to CDDP 30 uM (3). However, only 5 uM of CDDP was
sufficient to reduce proliferation of F9 teratocarcinoma cells (24). This discrepancy can be
explained since P19 and F9 cells appear to represent different stages of development
because of the cell type they present, in which P19 cells resemble epiblast, while F9 cells
are similar to the cells that form extraembryonic endoderm (25).

Oct4 is the main transcription factor to generate induced pluripotent cells (iPSC) and can
be used in TGCT as a specific marker, since it is highly expressed in carcinoma in situ,
seminoma and embryonic carcinoma tumors, with more undifferentiated features; and
absent expression in differentiated components of non-seminoma tumors (22). The clone
that presented complete Oct4 silencing (Oct4#1) was significantly more sensitive to CDDP
+ VP-16 when compared to partial silencing of Oct4 (Oct4#2a) indicating that different

levels of silencing may have opposing effects on the sensitivity to this combined therapy.
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The same was observed in other TGCT cell lines, wherein tumors expressing low levels of
Oct4 correlated with induction of cisplatin resistance and poor prognosis in patients
(26,27). Some of Oct4 pseudogenes (Oct4-pgl, pg3 and pg4) have a high sequence homology to
Oct4A, and were shown to be transcribed, producing proteins that share the unique N-terminal
coding sequence and similar protein size, thus potentially being able to have at least some of the
functions of Oct4 (28). Furthermore, the antibody used to confirm the silencing can also potentially
detect the pseudogenes. Thus, the putative presence of an Oct4 isoform with lower MW may
perform some of the functions of Oct4 related to sensitivity.

Resistance to therapy is frequently observed in tumors and different pathways are activated
aiming to correct the damage generated and allow cells to return to proliferate. Sox2 is a
transcription factor member of the SOX gene family and the main characteristic of this
family is the presence of a high mobility group domain (HMG) (29). This gene is involved
in the maintenance and/or proliferation of ESCs and neural stem cells, being highly
dependent on its expression levels (30-32). Sox2 is activated and involved in breast,
ovarian and glioma resistance (33-35). However, the opposite effect is seen in TCGT,
wherein the sensitivity correlates with increasing cells expressing proteins containing the
HMG domain, such as SOX2, wherein it recognizes intrastrand cross-links caused by
cisplatin and binds to them, inhibiting NER (nucleotide excision repair) (22). Our results
showed that Sox2 KD did not further sensitize cells to VVP-16 alone or combined to CDDP
when compared to Wt cells. CDDP treatment alone showed no diffence to control cells
(Wt and Ctl KD). And similar to our results was observed in adenoid cystic carcinoma
cells and head and neck squamous cell carcinoma, wherein cisplatin sensitivity was little or
absent after silencing Sox2 (36,37).

KIf4 is capable of promoting the self-renewal of ESCs by activating several genes, such as

Nanog, Oct4 and Sox2 (38,39). KIf4 KD cells treated with CDDP have a higher sensitivity
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than Wt and Ctl KD cells. Our results were similar to observed in other types of tumors,
wherein KIf4 levels negatively regulated the sensitivity of cancer cells to cisplatin in breast
cancer, hepatocarcinoma and osteosarcoma (40-42). Absence of KIf4 increased
proliferation in fibroblasts, and our results showed that teratocarcinoma cells with reduced
expression presented approximately 20 % more proliferation than Wt cells (58).

c-Myc is an important proto-oncogene that regulates several genes involved in various
cellular processes, and loss of its expression reduces cell growth and promotes
differentiation, besides sensitizes cells to DNA damage (43-46). Different resistant tumors
show high expression of c-Myc and the combination of chemotherapy with c-Myc
silencing resulted in increased sensitivity, as observed in head and neck cancer, leukemia
and gastric cancer (47-49). We observed similar results with association of cisplatin and c-
Myc KD. However, combination of c-Myc silencing with CDDP plus VP-16 presented a
better result, wherein cells were completely eliminated, probably due to the different forms
of action of these drugs.

In TGCT, Nanog presents similar expression profile as Oct4 (22,50). Nanog
overexpression resulted in resistance to cisplatin and other drugs in several types of
cancers, such as esophageal, head and neck carcinoma, breast and ovary (51-54). Also, it
regulates the expression of genes associated with resistance, as ABCB1 (ABC family
members) and MDR1 (51,55). Nanog KD had the most potent sensitizing effect to cisplatin
among the TFs analyzed int he present study. A similar result was observed in esophageal
cancer, in which combination of shNanog and CDDP reduced proliferation rates, induced
apoptosis and also decreased the expression of MDR1 (56,57). Treatment of human ESCs
with etoposide induced apoptosis dependent of p53 and reduced Nanog expression (58).

However, we observed resistant to etoposide alone or in combination with cisplatin in
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teratocarcinoma cells silenced for Nanog, even compared to control cells with the same
treatment. Several studies also observed the same antagonistic effect when CDDP and VP-
16 were combined in endometrial carcinoma, ovarian carcinoma and lung (59-61). In fact,
both synergism and antagonism effect can be observed when etoposide and cisplatin were
combined. The result depended not only of the sequence of drug exposure but also the
dosage used (59,60).

Taken together, combination of CDDP with KIf4, c-Myc and Nanog silencing presented
better results compared to Wt, showing decreased resistance (Fig. 6a); while KD cells
treated with VP-16 alone presented results similar to control (Fig. 6b). Moreover,
combination of CDDP and VP-16 with different KD (Oct4#1, Sox2, KIf4 and c-Myc)

increased even more the sensitivity compared to Wt cells (Fig. 6c¢).
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Fig. 6. Evaluation of control and all knockdown (KD) cells with CPD parameters. Comparison of RendCPD
(Relative end CPD), RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) and RPR (Relative Proliferation Rate)

when a cisplatin (CDDP), b etoposide (VP-16) or c CDDP + VP-16 and KD cells were combined.

In conclusion, combining cisplatin and etoposide with KD of some but not all pluripotent
genes potentiates the effects of chemotherapies in vitro. Furthermore, strategies to decrease
expression of KIf4 or c-Myc may be beneficial in increasing the response of cisplatin or

the combination of cisplatin plus etoposide.
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Supplementary Table |

Supplementary Table 1. Identity of the ShRNA clones used.

Gene Gene ID Clone ID Cell line name

Oct4 18999 NM_013633.1-659s1cl Oct4#1 KD
NM_013633.1-544s1cl Oct4#2a KD

Oct4#2b KD

KIf4 16600 NM_004235.3-1716s1cl Kfl4 KD

Sox2 20674 NM_003106.2-1060s21cl Sox2 KD

Nanog 71950 XM_132755.3-122s1cl Nanog KD

c-Myc 17869 NM_002467.4-952s21c1 Myc KD

GFP - SHCO005 Ctl KD
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DISCUSSAO

iIPSC apresentam um grande potencial para a medicina regenerativa e
também quanto as questfes éticas devido ao uso de células derivadas de
embrides. Entretanto, o potencial tumorigénico € considerado o principal
impedimento para 0 seu uso [214]. Uma reprogramacao celular eficaz necessita
que a expressdo dos TFs seja transitoria, uma vez que a manutencdo da
expressdo desses fatores, principalmente c¢-MYC, em uma pequena
subpopulacdo de células parece ser a origem desse potencial [215]. Contudo, o
risco de formacdo de teratomas diminui com a diferenciacdo das células
pluripotentes [32,216].

Teratocarcinomas derivam de TCGT malignos e sdo compostos pela mistura
de teratomas com células de carcinoma embrionario. Células de teratocarcinoma
murino P19 sdo um 6timo modelo para estudo da regulacédo da tumorigenicidade,
de iPSC e de diferenciacéo celular, uma vez que essa linhagem é composta pelas
ECCs, consideradas a versdo maligna das ESCs, que podem originar células
derivadas dos trés folhetos embrionarios [24].

O padréo ouro de tratamento para TGCT consiste na combinacao de cisplatina
(CDDP) com etoposideo (VP-16) e bleomicina, em que 90 a 95 % dos pacientes
sdo curados [217]. No entanto, uma pequena proporcao apresenta resisténcia a
terapia e 0 seu mecanismo ainda ndo esta totalmente compreendido [218].
Diversos fatores estdo envolvidos na resisténcia a CDDP, mas, especificamente
em TGCT, algumas vias ja foram descritas, como reducéo na expressédo de OCT4
e falha na inducdo de proteinas pro-apoptoticas [22]. Resisténcia ao VP-16
também ja foi descrita e pode ocorrer devido alteracbes na expressao ou
atividade da topoisomerase Il, em genes da via de reparo por MMR, mas
principalmente devido a expressao da glicoproteina-P [3,31].

No presente trabalho, apresentamos no capitulo | uma revisdo sobre o fator de
transcricdo OCT4. Esse gene é um dos TFs mais importantes para a manutencéo
da pluripoténcia e esta envolvido em diversas vias, aléem de ser altamente
regulado. No capitulo Il e 1l apresentamos os dados obtidos na investigacao entre
a associacao dos diferentes TFs responsaveis pela pluripoténcia (OCT4, SOX2,

KLF4, c-MYC e NANOG) com a capacidade de formacao de teratomas in vivo e a

97



sua influéncia na sensibilidade das células apds o tratamento com CDDP e VP-16
in vitro.

Células selvagem (Wt) e controle do silenciamento (Ctl KD) foram resistentes
a CDDP 25 uM (Capitulo 1l — Fig. 1c e 1d). Semelhante aos nossos resultados,
observou-se células de tumor primario de teratocarcinoma resistentes mesmo
com o tratamento com 30 yM [16]. No entanto, em células de teratocarcinoma F9,
apenas 5 uM de CDDP foi suficiente para reduzir a proliferacdo e induzir
diferenciacéo [24]. Esta divergéncia pode ser explicada uma vez que células P19
e F9 representam diferentes estagios do desenvolvimento devido ao tipo de célula
gue elas apresentam; em que células P19 assemelham-se ao epiblasto, enquanto
as células F9 sao semelhantes as que formam endoderme extraembrionaria [219].

Interessantemente, parece que a maioria dos tumores que apresentaram mais
células indiferenciadas ou ectoderme primitiva foram mais sensiveis ao
tratamento com VP-16 do que 0s que apresentaram maior grau de diferenciacao
ao compararmos resultados in vivo (Capitulo Il) com in vitro (Capitulo IIl) . Nossos
resultados foram compativeis com o ja observado em outras células derivadas de
teratomas tratados com etoposideo, em que houve reducdo dos componentes
imaturos, sobretudo de tecido neuroepitelial, principal componente de teratomas e
que apresenta altos indices proliferativos; enquanto que tecidos com
caracteristicas mais diferenciadas permanecem inalterados [28]. Assim, essa
droga exerce o seu efeito principalmente sobre teratomas que apresentam
grandes areas de tecido indiferenciado e com elevada taxa de proliferacdo, ao
invés dos tecidos diferenciados [28]. Interessantemente, a implantacdo de células
cardiacas pré-diferenciadas, derivadas de iIPSC de rato tratados com etoposideo,
reduziu a formacao de teratoma, uma vez que aboliu as células indiferenciadas
remanescentes [32].

No presente trabalho, realizamos o silenciamento, via shRNA, de OCT4,
SOX2, KLF4, c-MYC e NANOG em células P19 com o intuito de avaliar a
importancia desses fatores na formacdo e resisténcia ao tratamento em
teratomas. Para o silenciamento utilizou-se vetores lentivirais para obter linhagens
estaveis com expressdo reduzida ou ausente desses genes. Essa técnica é

bastante empregada para esse fim e a utilizacdo desse tipo de vetor permite
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fornecer uma quantidade significativa de RNA viral para o DNA da célula
hospedeira, além da capacidade uUnica de infectar células que nao se dividem,
sendo assim, um dos meétodos mais eficientes [149]. Também € uma técnica
altamente especifica e eficiente, atuando na degradacdo de RNA mensageiro,
assim inibindo a sintese proteica e afetando a atuacdo do gene alvo [152]. Além
disso, como o silenciamento via lentivirus é estavel e selecionam-se as células
gue receberam o plasmideo, células silenciada por um determinado tempo sao
capazes de se adaptar a falta daquele gene, além de células em que a delecéo foi
grande demais também podem ser eliminadas durante a selecao [227].

Dentre todos os TFs relacionados com pluripoténcia, OCT4 é o mais
importante, considerando que a sua auséncia ou reducdo induz diferenciacéo
celular, além de diferentes niveis de OCT4 podem controlar o potencial
oncogénico de ESCs, em que maior expressao correlaciona com um tumor mais
maligno [36,38]. Além disso, € o principal TF para gerar iPSC e pode ser usado
como um marcador especifico em TGCT, pois esta altamente expresso nos
tumores carcinoma in situ, seminoma e carcinoma embrionario, que apresentam
caracteristicas mais indiferenciados; além de estar reduzido ou ausente em
componentes diferenciados dos tumores tipo ndo-seminoma [3].

Em relacdo a expressdo de OCT4 e resisténcia, estudos mostram que alta
expressao desse gene esta correlacionado com aumento da resisténcia e pior
prognoéstico para pacientes (Capitulo 1 — Tabelas 2 e 3). Entretanto, TCGT ¢é a
excecdo, em que tratamento com cisplatina reduz a expressdo e aumenta a
resisténcia; e a alta expresséao correlaciona com melhor progndstico (Capitulo | —
Tabela 2) [51-53].

Para o silenciamento de OCT4, utilizamos duas sequéncias diferentes de
shRNA (Capitulo 1l — Tabela Suplementar 1), sendo que a segunda sequéncia
gerou dois clones com diferente expressdo de OCT4 (Capitulo Il — Fig. 1a).
Células OCT4#2a apresentaram uma reducdo da expressao (Capitulo Il — Fig.
la), e, in vivo, apresentaram ndo sO células indiferenciadas, mas também
diferenciadas em cérebro maduro, cartilagem e glandula (Capitulo 1l — Fig. 1d).
Além disso, essas células foram resistentes a todos os tratamentos, CDDP e VP-

16 sozinhos ou em combinagcdo (Capitulo Ill — Fig. 1e). As duas linhagens
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silenciadas que apresentam reducdo praticamente completa da expressao de
OCT4, OCT4#1 e OCT4#2b, foram resistentes apenas a CDDP (Capitulo Il — Fig.
1f e 1g). O mesmo foi observado em outras linhagens de células TCGT, em que
tumores que expressam baixos niveis de OCT4 correlacionaram com a inducao
de resisténcia a cisplatina e pior prognéstico em pacientes [51,52].
Interessantemente, OCT4#1 e OCT4#2b comportaram-se de maneira diferente in
vivo; 0 primeiro apenas apresentou tecidos indiferenciados e ectoderme,
enquanto que OCT4#2b apresentou células derivadas de todas as camadas
germinativas (Capitulo Il — Fig. 1c e 1le). Esta diferenca pode ser devido a
presenca do pseudogene de OCT4 no clone OCT4#2b. O anticorpo utilizado para
confirmar o silenciamento, sc-5279 (marca Santa Cruz), foi produzido contra a
sequéncia N-terminal da proteina, presentes apenas nha isoforma OCT4A
(Capitulo I — Fig. 1); no entanto, alguns dos pseudogenes de OCT4 (OCT4-pgl,
pg3 e pg4) sao altamente homologos ao OCT4A e compartilham a sequéncia N-
terminal [220]. Portanto, o anticorpo para OCT4 utilizado neste estudo também
pode detectar alguns dos seus pseudogenes, e a presenca de uma menor banda
em OCT4#2b, e fracamente presente em Wt e Ctl KD (Capitulo Il — Fig. 1a), pode
ser a presenca da expressao do pseudogene. Além disso, pseudogenes podem
atuar como reguladores de OCT4, tal como esponjas de miRNA protegendo o
transcrito de OCT4 de ser inibido pelos miRNA (Capitulo I).

SOX2 é TF membro da familia SOX e a principal caracteristica desta familia é
a presenca de um dominio de alta mobilidade (HMG) [87]. Esse gene esta
envolvido na manutencdo e/ou na proliferacdo de ESCs, e esta expresso nas
células de neuroepitélio primitivas em teratomas imaturos do sistema nervoso
central; entretanto, limita-se ao epitélio com origem endodérmica nos teratomas
maduros [96,97]. Em nosso estudo, células SOX2 KD apresentaram células
derivadas da ectoderme e mesoderme, e somente uma amostra apresentou
endoderme (Capitulo Il - Fig. 1f). A maior diferenca desse silenciamento em
relacdo aos demais foi a quantidade de area necroética presente nos teratomas de
SOX2 KD, em que quase 50 % do tumor era composto de necrose.

Resisténcia a terapia € comumente observada em tumores e diversas vias sao

ativadas com o intuito de corrigir o dano gerado e voltar a proliferar. Um dos
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genes que esta ativado e envolvido com resisténcia de mama, ovario e glioma é
SOX2 [112-114]. Entretanto, efeito oposto € visto em TCGT, em que a
sensibilidade correlaciona com o aumento da expressao de células contendo o
dominio HMG, como SOX2. Esse dominio reconhece ligacdes cruzadas
intracadeia causadas pela cisplatina e liga-se a eles inibindo a acdo do reparo via
NER [3]. Nossos resultados mostraram que as células SOX2 KD foram sensiveis
ao VP-16, sozinho ou combinado com CDDP em comparacdo com nao-tratados
(Capitulo 11l - Fig. 2c¢). No entanto, somente o tratamento com CDDP o resultado
foi bastante semelhante as células controles (Wt e Ctl KD), enquanto que com o
tratamento combinado as células foram mais sensiveis (Capitulo Ill - Fig. 2d) e
diminuiu fortemente a velocidade de crescimento (Capitulo Il - Fig. 2e).
Resultados semelhantes foram vistos em células de carcinoma adendide cistico e
carcinoma células escamosas de cabeca e pescoco, em que a sensibilidade a
cisplatina foi pouca ou ausente depois de silencia-lo [221,222].

KLF4 é capaz de promover a autorrenovacdo de ESCs por ativar diversos
genes, como NANOG, OCT4 e SOX2; e a sua expressdo esta envolvida no
comprometimento de células pluripotentes a diferenciacdo endodérmica [65,66].
Nossos resultados in vivo com células silenciadas para KLF4 foram divergentes
em relacdo ao tipo de célula formada, em que observou-se a presenca de células
indiferenciadas, ectoderme e mesoderme (Capitulo Il - Fig. 1g). Este resultado
pode ser explicado pois néo foi obtido um silenciamento completo (Capitulo 11l -
Fig. 3a) e as células que ainda expressam podem estar evitando a diferenciacéo
endodérmica.

Células KLF4 KD tratadas com CDDP apresentaram maior sensibilidade do
que as células Wt e Ctl KD tratados (Capitulo 11l - Fig. 3c). Os resultados foram
semelhantes aos observados em cancer da mama, carcinoma hepatocelular e
osteosarcoma, em que os niveis de KLF4 regulam negativamente a sensibilidade
das células cancerosas a cisplatina [76,78,79]. Além disso, VP-16, isoladamente,
apresentou resultados semelhantes a CDDP, mas combinando as duas drogas
houve acentuada reducéo na taxa de proliferacdo (Capitulo Il - Fig. 3c).

O aumento da proliferacdo devido a auséncia de KLF4 ja foi descrito em

fibroblastos e observamos nas células de teratocarcinoma um aumento de 20 %
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da proliferacdo comparado as células Wt (Capitulo Ill - Fig. 1c e Fig. 3c) [55].
Interessantemente, as células KLF4 KD foram as Unicas a aumentar a
sensibilidade para todos os tratamentos (Capitulo 11l - Fig. 3c). Assim, o aumento
na proliferacdo pode explicar o efeito que os tratamentos tiveram sobre as células
silenciadas; ou seja, cisplatina e etoposideo, que atuam em diferentes vias,
podem atuar melhor por ter mais células em processo de divisédo [27].

c-MYC é um importante proto-oncogene que regula diversos genes envolvidos
em varios processos celulares, além de ser utilizado para aumentar a eficiéncia
na formacdo das iPSC [162,164,168,212]. A perda da expressdo reduz o
crescimento celular e promove a diferenciacéo, além de sensibilizar as células a
danos no DNA [162,169]. Em ESCs de camundongo, a auséncia diminui o
potencial de autorrenovacao e induziu a diferenciacdo precoce para células das
trés camadas germinativas embrionarias, porém nenhuma célula totalmente
diferenciada foi observada [223]. Semelhante, em cancer de célon, a presenca de
c-MYC correlaciona com tumores mais indiferenciados e proliferativos [184]. Nos
tumores derivados de células c-MYC KD observamos a presenca de células
indiferenciadas, entretanto a maioria do tecido foi composto principalmente de
neuroectoderme primitiva e endoderme (Capitulo Il - Fig. 1h).

Histologicamente, tumores podem ser classificados por grau que indica o quao
proliferativo esse tumor pode ser. Essa descricdo tem como base a morfologia e
aparéncia do tecido tumoral a partir de uma biopsia corada com hematoxilina-
eosina (H&E). Grau 1 (baixo grau), normalmente denominado “bem diferenciado®,
séo tumores que apresentam alta semelhanca com as células do tecido de origem
e, normalmente, crescem de forma mais lenta que os demais graus. Conforme a
semelhanca com o tecido de origem néao € encontrada e mais células anormais ou
com caracteristicas diferenciadas, maior é o grau tumoral. Tumores de grau Il
(grau intermediario) sdo denominados “moderadamente diferenciado”. E tumores
de alto grau, Ill e IV, denominados “pouco diferenciado” ou “indiferenciado*,
respectivamente, apresentam alta proliferacdo e espalham-se mais rapido
(https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/prognosis/tumor-grade-
fact-sheet acesso: out/2016). Entretanto essa classificacdo baseia-se somente

pelas caracteristicas histolégicas e ndo nas vias moleculares ativadas que podem
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interferir no tratamento. E um trabalho de 2008 mostrou, pela primeira vez, a
correlacdo entre grau tumoral e presenca de CSCs, na qual tumores de grau Ill e
IV apresentaram alta expressdo de NANOG, OCT4, SOX2 e c-MYC [224]. Genes
responsaveis pela pluripoténcia como NANOG, OCT4 e SOX2 precisam ser
finamente regulados e c-MYC aparenta ser, tanto em ESCs quanto em CSCs, um
dos principais reguladores [202].

Diferentes tumores resistentes apresentam elevada expresséo de c-MYC, e a
combinacdo de drogas quimioterapicas com o seu silenciamento resultou no
aumento da sensibilidade de diversos canceres, como de cabeca e pescoco,
leucemia e cancer gastrico [185-187]. Observamos resultados semelhantes ao
associar tratamento com cisplatina e ¢c-MYC KD (Capitulo 1l - Fig. 4c). No
entanto, obtivemos um melhor resultado ao combinar o silenciamento com CDDP
mais VP-16, uma vez que as células ndo foram capazes de proliferar (Capitulo 1l
- Fig. 4d). O tratamento com apenas o etoposideo néo alterou a sensibilidade; na
verdade, foram mais resistentes do que as células controle que também
receberam VP-16 (Capitulo Il - Fig. 4d).

Em TCGT, NANOG apresenta um perfil de expressdo semelhante a OCT4,
sendo altamente expresso em tumores com caracteristicas indiferenciadas, mas
ausente ou baixo em componentes diferenciados de tumores do tipo né&o-
seminoma; além de ser um dos responsaveis para evitar a diferenciacdo em
endoderme nas ESCs [1,3,123,124]. Em nossos resultados in vivo nao
observamos formacdo de endoderme apOs a implantacdo de células sem
expressdo de NANOG, somente a presenca de células indiferenciadas e
neuroectoderme (Capitulo Il - Fig. 1i).

Resisténcia a cisplatina e outras drogas devido a superexpressao de NANOG
ja foi descrito em varios tipos de canceres, como esodfago, carcinoma de cabeca e
pescoco, mama e ovario [127,156,158,159]. Além disso, NANOG regula a
expressdo de genes associados a resisténcia, ABCB1 e MDR1 [127,157].
Demonstramos no presente trabalho, que o tratamento com CDDP inibe a
proliferacdo de células NANOG KD (Capitulo Il - Fig. 5c), e, ao comparar todos
os TFs analisados, apenas a auséncia de NANOG foi capaz de aumentar a

sensibilidade a cisplatina (Capitulo 11l - Fig. 6a). Resultados equivalentes foram
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observado em cancer de esbfago, em que a combinacdo de silenciamento e
CDDP reduziu as taxas de proliferacédo, induziu apoptose e diminuiu a expressao
da MDR1 [225,226]. Tratamento de ESCs humanas com etoposideo induziu
apoptose dependente de p53 e reduziu a expressao de NANOG [29]. No entanto,
células de teratocarcinoma silenciadas para Nanog foram resistentes a
etoposideo sozinho ou combinado com a cisplatina, mesmo em comparagao com
as células controle com o mesmo tratamento (Capitulo Il - Fig. 5d), possivelmente
o resultado controverso deu-se ao fato de que as ESCs, uma vez que sao células
normais, sdo mais sensiveis a drogas comparadas com células tumorais.

Assim, combinacdo de CDDP com o silenciamento de KLF4, c-MYC e NANOG
exibiu melhores resultados em comparacdo com as ceélulas Wt, apresentando
menor resisténcia (Capitulo Il - Fig. 6a); enquanto que as células silenciadas
tratadas com somente etoposideo apresentaram resultados semelhantes ao
controle (Capitulo 1l - Fig. 6b). Além disso, a combinacdo de cisplatina e
etoposideo com diferentes silenciamentos (OCT4#1, SOX2, KLF4 e c-MYC)
aumentou ainda mais a sensibilidade em comparacéo com células Wt (Capitulo 11l
- Fig. 6¢).
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PERSPECTIVAS

Realizar estudo in vivo com as células silenciadas juntamente com o0s
tratamentos mais eficientes.
Silenciar dois ou mais fatores nas células de teratocarcinoma e caracterizar as

células in vivo, além de analisar resposta ao tratamento in vitro e in vivo.
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CONCLUSOES

Nesse trabalho observamos que o silenciamento isolado dos fatores de
transcricdo ndo foi suficiente para impedir a formacdo de teratomas. E, a
auséncia / reducdo de OCT4 e SOX2 foi capaz de induzir tumores mais
diferenciados, justamente os dois genes mais importantes para manter a célula
com caracteristicas pluripotentes.

Além disso, tratamento mais efetivo para TCGT foi a combinagcdo das drogas,
cisplatina e etoposideo, com o silenciamento de genes de pluripoténcia, exceto
para Nanog. E reduzir a expressao de KLF4 ou c-MYC pode ser uma estratégia

para aumentar a sensibilidade a quimioterapia em TCGT.

106



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]
[7]
[8]
[9]
[10]
[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

A.H. Hart, L. Hartley, K. Parker, M. Ibrahim, L.H.J. Looijenga, M. Pauchnik,
C.W. Chow, L. Robb, The pluripotency homeobox gene NANOG is
expressed in human germ cell tumors, Cancer. 104 (2005) 2092—-2098.

R. Koster, M. a T.M. van Vugt, H. Timmer-Bosscha, J. a Gietema, S. de
Jong, Unravelling mechanisms of cisplatin sensitivity and resistance in
testicular cancer, Expert Rev. Mol. Med. 15 (2013) el2.

C.J. Giuliano, S.J. Freemantle, M.J. Spinella, Testicular germ cell tumors: a
paradigm for the successful treatment of solid tumor stem cells, Curr.
Cancer Ther. Rev. 2 (2006) 255-270.

X. Bustamante-Marin, J.A. Garness, B. Capel, Testicular teratomas: An
intersection of pluripotency, differentiation and cancer biology, Int. J. Dev.
Biol. 57 (2013) 201-210.

Y. Mizutani, N. Sato, A. Kawauchi, N. Nonomura, M. Fukushima, T. Miki,
Cisplatin-induced in vivo differentiation of human embryonal carcinoma, BJU
Int. 89 (2002) 454-458.

I. Damjanov, The road from teratocarcinoma to human embryonic stem
cells, Stem Cell Rev. 1 (2005) 273-276.

H. Isaacs, Germ Cell Tumors, in: Tumors of the Fetus and Infant, Springer
Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg (2013) 5-29.

I. Chambers, A. Smith, Self-renewal of teratocarcinoma and embryonic stem
cells, Oncogene. 23 (2004) 7150-7160.

M.W. McBurney, B.J. Rogers, Isolation of male embryonal carcinoma cells
and their chromosome replication patterns, Dev. Biol. 89 (1982) 503-508.
M.W. McBurney, P19 embryonal carcinoma cells, Int. J. Dev. Biol. 37
(1993) 135-140.

G. Bain, W.J. Ray, M. Yao, D.I. Gottlieb, From embryonal carcinoma cells to
neurons: the P19 pathway, Bioessays. 16 (1994) 343-348.

M.A.G. Van Der Heyden, L.H.K. Defize, Twenty one years of P19 cells:
What an embryonal carcinoma cell line taught us about cardiomyocyte
differentiation, Cardiovasc. Res. 58 (2003) 292-302.

L.Y. Wu, Y. Wang, B. Jin, T. Zhao, H.T. Wu, Y. Wu, M. Fan, X.M. Wang, L.L.
Zhu, The role of hypoxia in the differentiation of P19 embryonal carcinoma
cells into dopaminergic neurons, Neurochem. Res. 33 (2008) 2118-2125.
D.B. Zamble, Y. Mikata, C.H. Eng, K.E. Sandman, S.J. Lippard, Testis-
specific HMG-domain protein alters the responses of cells to cisplatin, J.
Inorg. Biochem. 91 (2002) 451-462.

J. Mardiak, T. Salek, Z. Sy8ova-Mila, J. Obertova, M. Re¢kova, M. Mego, Z.
Hlavata, K. Brozmanova, Z. Risnyovzska, D. Svétlovska, . Koza, Paclitaxel,
bleomycin, etoposide, and cisplatin (T-BEP) as initial treatment in patients
with poor-prognosis germ cell tumors (GCT): A phase Il study, Neoplasma.
54 (2007) 240-245.

A. Rennicke, W. Voigt, T. Mueller, A. Fruehauf, H.J. Schmoll, C. Beyer, W.
Dempke, Resistance mechanisms following cisplatin and oxaliplatin
treatment of the human teratocarcinoma cell line 2102EP, Anticancer Res.

107



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

25 (2005) 1147-1155.

T. Funato, K. Kozawa, M. Kaku, T. Sasaki, Modification of the sensitivity to
cisplatin with c-myc over-expression or down-regulation in colon cancer
cells, Anticancer. Drugs. 12 (2001) 829-834.

P. Prabhakaran, F. Hassiotou, P. Blancafort, L. Filgueira, Cisplatin induces
differentiation of breast cancer cells, Front. Oncol. 3 (2013) 1-10.

C.R.R. Rocha, C.C.M. Garcia, D.B. Vieira, a Quinet, L.C. de Andrade-Lima,
V. Munford, J.E. Belizario, C.F.M. Menck, Glutathione depletion sensitizes
cisplatin- and temozolomide-resistant glioma cells in vitro and in vivo, Cell
Death Dis. 5 (2014) e1505.

P.D. Sadowitz, B.A. Hubbard, J.C. Dabrowiak, J. Goodisman, K.A. Tacka,
M.K. Aktas, M.J. Cunningham, R.L. Dubowy, A.K. Souid, Kinetics of cisplatin
binding to cellular DNA and modulations by thiol-blocking agents and thiol
drugs, Drug Metab. Dispos. 30 (2002) 183-190.

H. Timmer-Bosscha, D. Vries, C. Meijer, Differential effects of all-trans-
retinoic acid, docosahexaenoic acid, and hexadecylphosphocholine on
cisplatin-induced cytotoxicity and apoptosis in a cisplantin-sensitive and
resistant human embryonal carcinoma cell line, Cancer Chemother
Pharmacol. 41 (1998) 469-476.

C. Jacobsen, F. Honecker, Cisplatin resistance in germ cell tumours: Models
and mechanisms, Andrology. 3 (2015) 111-121.

I.LA. Voutsadakis, The chemosensitivity of testicular germ cell tumors, Cell.
Oncol. 37 (2014) 79-94.

T. Doi, T. Sumi, Y. Nishina, M. Kosaka, S.A. lwai, M. Sakuda, Y. Nishimune,
Induction of teratocarcinoma F9 cell differentiation with cis-diammine
dichloroplatinum(ll) (CDDP), Cancer Lett. 88 (1995) 81-86.

M.T. Parodi, L. Varesio, G.P. Tonini, Morphological change and cellular
differentiation induced by cisplatin in human neuroblastoma cell lines,
Cancer Chemother Pharmacol. 25 (1989) 114-116.

A. Khan, A.A. Khan, V. Dwivedi, M.G. Ahmad, S. Hakeem, M. Owais, The
emerging role of the LIV-1 subfamily of zinc transporters in breast cancer,
Mol. Med. 13 (2007) 396—406.

H.M. Maswadeh, A.N. Aljarbou, M.S. Alorainy, M.S. Alsharidah, M.A. Khan,
Etoposide incorporated into camel milk phospholipids liposomes shows
increased activity against fibrosarcoma in a mouse model, Biomed Res. Int.
2015 (2015) 1-11.

J. Sundstrom, L.J. Pelliniemi, E. Salminen, P. Poll&anen, E. Abdelwahid, E.
Verdjankorva, K. Sdderstrom, Effect of etoposide on experimental testicular
teratoma in 129/SvJ mice, Virchows Arch. 436 (2000) 608—-616.

C. Grandela, M.F. Pera, E.J. Wolvetang, P53 is required for etoposide-
induced apoptosis of human embryonic stem cells, Stem Cell Res. 1 (2008)
116-128.

D. Wang, Q. Zhu, X. Zhang, L. Zhang, Q. He, B. Yang, Hypoxia promotes
etoposide (VP-16) resistance in neuroblastoma CHP126 cells, Pharmazie.
65 (2010) 51-56.

A. Alpsoy, S. Yasa, U. Gundiz, Etoposide resistance in MCF-7 breast
cancer cell line is marked by multiple mechanisms, Biomed.
Pharmacother. 68 (2014) 351-355.

108



[32]

[33]

[34]
[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

S.P. Wyles, S. Yamada, S. Oommen, J.J. Maleszewski, R. Beraldi, A.
Martinez-Fernandez, A. Terzic, T.J. Nelson, Inhibition of DNA
topoisomerase 1l selectively reduces the threat of tumorigenicity following
induced pluripotent stem cell-based myocardial therapy, Stem Cells Dev. 23
(2014) 1-27.

J.-P. Cosse, M. Ronvaux, N. Ninane, M.J. Raes, C. Michiels, Hypoxia-
induced decrease in p53 protein level and increase in c-jun DNA binding
activity results in cancer cell resistance to etoposide, Neoplasia. 11 (2009)
976-986.

S. Latchman, Transcription factors : an overview, Int. J. Biochem. Cell Biol.
2725 (1997) 1305-1312.

G. Wu, H.R. Schdler, Role of Oct4 in the early embryo development, Cell
Regen. 3 (2014) 1-10.

H. Niwa, J. Miyazaki, A.G. Smith, Quantitative expression of Oct-3/4 defines
differentiation, dedifferentiation or self-renewal of ES cells, Nat. Genet. 24
(2000) 372-376.

K. Takahashi, S. Yamanaka, Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse
Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by Defined Factors, Cell. 126
(2006) 663-676.

S. Gidekel, G. Pizov, Y. Bergman, E. Pikarsky, Oct-3/4 is a dose-dependent
oncogenic fate determinant, Cancer Cell. 4 (2003) 361-370.

S. Zhao, Q. Yuan, H. Hao, Y. Guo, S. Liu, Y. Zhang, J. Wang, H. Liu, F.
Wang, K. Liu, E.A. Ling, A. Hao, Expression of OCT4 pseudogenes in
human tumours: Lessons from glioma and breast carcinoma, J. Pathol. 223
(2011) 672-682.

D. Pain, G.W. Chirn, C. Strassel, D.M. Kemp, Multiple retropseudogenes
from pluripotent cell-specific gene expression indicates a potential signature
for novel gene identification, J. Biol. Chem. 280 (2005) 6265-6268.

G. Suo, J. Han, X. Wang, J. Zhang, Y. Zhao, Y. Zhao, J. Dai, Oct4
pseudogenes are transcribed in cancers, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 337 (2005) 1047-1051.

X. Wang, J. Dai, Concise review: Isoforms of OCT4 contribute to the
confusing diversity in stem cell biology, Stem Cells. 28 (2010) 885-893.

Y. Atlasi, S.J. Mowla, S.A.M. Ziaee, P.J. Gokhale, P.W. Andrews, OCT4
spliced variants are differentially expressed in human pluripotent and
nonpluripotent cells, Stem Cells. 26 (2008) 3068-3074.

E.F. Yazd, M.R. Rafiee, M. Soleimani, M. Tavallaei, M.K. Salmani, S.J.
Mowla, OCT4B1, a novel spliced variant of OCT4, generates a stable
truncated protein with a potential role in stress response, Cancer Lett. 309
(2011) 170-175.

Y. Gao, X. Wang, J. Han, Z. Xiao, B. Chen, G. Su, J. Dai, The novel OCT4
spliced variant OCT4B1 can generate three protein isoforms by alternative
splicing into OCT4B, J. Genet. Genomics. 37 (2010) 461-465.

S.L. Palmieri, W. Peter, H. Hess, H.R. Schoéler, Oct-4 transcription factor is
differentially expressed in the mouse embryo during establishment of the
first two extraembryonic cell lineages involved in implantation, Dev. Biol.
166 (1994) 259-267.

M. Pesce, X. Wang, D.J. Wolgemuth, H.R. Scholer, Differential expression

109



[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

of the Oct-4 transcription factor during mouse germ cell differentiation,
Mech. Dev. 71 (1998) 89-98.

H.R. Scholer, G.R. Dressler, H. Rohdewohid, P. Gruss, Oct-4: a germline-
specific transcription factor mapping to the mouse t-complex, EMBO J. 9
(1990) 2185-2195.

L. Shen, X. Huang, X. Xie, J. Su, J. Yuan, X. Chen, High Expression of
SOX2 and OCT4 Indicates Radiation Resistance and an Independent
Negative Prognosis in Cervical Squamous Cell Carcinoma., J. Histochem.
Cytochem. 62 (2014) 499-509.

L.L. Tsai, C.C. Yu, Y.C. Chang, C.H. Yu, M.Y. Chou, Markedly increased
Oct4 and Nanog expression correlates with cisplatin resistance in oral
squamous cell carcinoma, J. Oral Pathol. Med. 40 (2011) 621-628.

Y.C. Wu, T.Y. Ling, S.H. Lu, H.C. Kuo, H.N. Ho, S. Der Yeh, C.N. Shen,
Y.H. Huang, Chemotherapeutic sensitivity of testicular germ cell tumors
under hypoxic conditions is negatively regulated by SENP1-controlled
sumoylation of OCT4, Cancer Res. 72 (2012) 4963-4973.

T. Mueller, L.P. Mueller, J. Luetzkendorf, W. Voigt, H. Simon, H.-J. Schmoll,
Loss of Oct-3/4 expression in embryonal carcinoma cells is associated with
induction of cisplatin resistance, Tumour Biol. 27 (2006) 71-83.

P.B. Abada, S.B. Howell, Cisplatin induces resistance by triggering
differentiation of testicular embryonal carcinoma cells, PLoS One. 9 (2014)
e87444.

L.A. Garrett-Sinha, H. Eberspaecher, M.F. Seldin, B. de Crombrugghe, A
gene for a novel zinc-finger protein expressed in differentiated cells and
transiently in certain mesechymal cells, J. Biol. Chem. 271 (1996) 31384—
31390.

J.M. Shields, R.J. Christy, V.W. Yang, Identification and characterization of a
gene encoding a gut-enriched Krippel-like factor expressed during growth
arrest, J. Biol. Chem. 271 (1996) 20009-20017.

J.J. Bieker, Krippel-like factors: three fingers in many pies, J. Biol. Chem.
276 (2001) 34355-34358.

W. Zhang, D.E. Geiman, J.M. Shields, D.T. Dang, C.S. Mahatan, K.H.
Kaestner, J.R. Biggs, A.S. Kraft, V.W. Yang, The gut-enriched Kruppel-like
factor (Kruppel-like factor 4) mediates the transactivating effect of p53 on the
p21WAF1/Cipl promoter, J. Biol. Chem. 275 (2000) 18391-18398.

J.A. Segre, C. Bauer, E. Fuchs, Klf4 is a transcription factor required for
establishing the barrier function of the skin, Nat. Genet. 22 (1999) 356—360.
S. Ohnishi, S. Ohnami, F. Laub, K. Aoki, K. Suzuki, Y. Kanai, K. Haga, M.
Asaka, F. Ramirez, T. Yoshida, Downregulation and growth inhibitory effect
of epithelial-type Krippel-like transcription factor KLF4, but not KLF5, in
bladder cancer, Biochem. Biophys. Res. Commun. 308 (2003) 251-256.
P.M. Evans, C. Liu, Roles of Kriupel-like factor 4 in normal homeostasis,
cancer and stem cells, Acta Biochim. Biophys. 40 (2008) 554-564.

Y. Liu, J. Wang, Y. Yi, H. Zhang, J. Liu, M. Liu, C. Yuan, D. Tang, I.J.
Benjamin, X. Xiao, Induction of KLF4 in response to heat stress, Cell Stress
Chaperones. 11 (2006) 379-389.

B. Zheng, M. Han, J.K. Wen, Role of Krippel-like factor 4 in phenotypic
switching and proliferation of vascular smooth muscle cells, IUBMB Life. 62

110



[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

(2010) 132-139.

B.B. McConnell, A.M. Ghaleb, M.O. Nandan, V.W. Yang, The diverse
functions of Kruppel-like factors 4 and 5 in epithelial biology and
pathobiology, BioEssays. 29 (2007) 549-557.

M.O. Kim, S.-H. Kim, Y.-Y. Cho, J. Nadas, C.-H. Jeong, K. Yao, D.J. Kim,
D.-H. Yu, Y.-S. Keum, K.-Y. Lee, Z. Huang, A.M. Bode, Z. Dong, ERK1 and
ERK2 regulate embryonic stem cell self-renewal through phosphorylation of
KIf4, Nat. Struct. Mol. Biol. 19 (2012) 283-290.

I. Aksoy, V. Giudice, E. Delahaye, F. Wianny, M. Aubry, M. Mure, J. Chen,
R. Jauch, G.K. Bogu, T. Nolden, H. Himmelbauer, M. Xavier Doss, A.
Sachinidis, H. Schulz, O. Hummel, P. Martinelli, N. Hibner, L.W. Stanton,
F.X. Real, P.-Y. Bourillot, P. Savatier, Klf4 and KIf5 differentially inhibit
mesoderm and endoderm differentiation in embryonic stem cells, Nat.
Commun. 5 (2014) 1-15.

C.S. Park, Y. Shen, A. Lewis, H.D. Lacorazza, Role of the reprogramming
factor KLF4 in blood formation, J. Leukoc. Biol. 99 (2016) 673—-685.

H.S. Yoon, X. Chen, V.W. Yang, Kruppel-like factor 4 mediates p53-
dependent G1/S cell cycle arrest in response to DNA damage, J. Biol.
Chem. 278 (2003) 2101-2105.

B.D. Rowland, R. Bernards, D.S. Peeper, The KLF4 tumour suppressor is a
transcriptional repressor of p53 that acts as a context-dependent oncogene,
Nat. Cell Biol. 7 (2005) 1074-1082.

H. Ton-That, K.H. Kaestner, J.M. Shields, C.S. Mahatanankoon, V.W. Yang,
Expression of the gut-enriched Kriuppel-like factor gene during development
and intestinal tumorigenesis, FEBS Lett. 419 (1997) 239-243.

Z.Y. Chen, J. Shie, C. Tseng, Up-regulation of gut-enriched krippel-like
factor by interferon-gamma in human colon carcinoma cells, FEBS Lett. 477
(2000) 67-72.

J.P. Katz, N. Perreault, B.G. Goldstein, L. Actman, S.R. McNally, D.G.
Silberg, E.E. Furth, K.H. Kaestner, Loss of KIf4 in mice causes altered
proliferation and differentiation and precancerous changes in the adult
stomach, Gastroenterology. 128 (2005) 935-945.

M.G. Kharas, I. Yusuf, V.M. Scarfone, V.W. Yang, J.A. Segre, C.S. Huettner,
D.A. Fruman, KLF4 suppresses transformation of pre-B cells by ABL
oncogenes, Blood. 109 (2007) 747-755.

K.W. Foster, A.R. Frost, P. Mckie-bell, C. Lin, J.A. Engler, W.E. Grizzle, J.M.
Ruppert, Increase of GKLF Messenger RNA and Protein Expression during
Progression of Breast Cancer Increase of GKLF Messenger RNA and
Protein Expression during Progression of Breast Cancer 1, Cancer Res. 60
(2000) 6488—-6495.

J. Ma, Y. Yao, P. Wang, Y. Liu, L. Zhao, Z. Li, Z. Li, Y. Xue, MiR-152
functions as a tumor suppressor in glioblastoma stem cells by targeting
Krippel-like factor 4, Cancer Lett. 355 (2014) 85-95.

T. Yu, X. Chen, W. Zhang, J. Liu, R. Avdiushko, D.L. Napier, a X. Liu, J.M.
Neltner, C. Wang, D. Cohen, C. Liu, KLF4 regulates adult lung tumor-
initiating cells and represses K-Ras-mediated lung cancer, Cell Death
Differ. 23 (2015) 1-9.

Y. Jia, W. Zhang, H. Liu, L. Peng, Z. Yang, J. Lou, Inhibition of glutathione

111



[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]
[88]
[89]

[90]

[91]

[92]

synthesis reverses Kruppel-like factor 4-mediated cisplatin resistance,
Cancer Chemother. Pharmacol. 69 (2012) 377-385.

S.-K. Tai, M.-H. Yang, S.-Y. Chang, Y.-C. Chang, W.-Y. Li, T.-L. Tsai, Y.-F.
Wang, P.-Y. Chu, S.-L. Hsieh, Persistent Krippel-like factor 4 expression
predicts progression and poor prognosis of head and neck squamous cell
carcinoma, Cancer Sci. 102 (2011) 895-902.

J. Huang, K. Liu, D. Song, M. Ding, J. Wang, Q. Jin, J. Ni, Kruppel-like factor
4 promotes high-mobility group box 1-induced chemotherapy resistance in
osteosarcoma cells, Cancer Sci. 107 (2016) 242—-249.

Y. Jia, C. Zhang, L. Zhou, H. Xu, Y. Shi, Z. Tong, Micheliolide overcomes
KLF4-mediated cisplatin resistance in breast cancer cells by downregulating
glutathione, Onco. Targets. Ther. 8 (2015) 2319-2327.

D.P. Bartel, MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, andfunction,
Cell. 116 (2004) 281-297.

K.F. Meza-Sosa, E.l. Pérez-Garcia, N. Camacho-Concha, O. Lopez-
Gutiérrez, G. Pedraza-Alva, L. Pérez-Martinez, MiR-7 promotes epithelial
cell transformation by targeting the tumor suppressor KLF4, PLoS One. 9
(2014) e103987.

M. Garg, MicroRNAs, stem cells and cancer stem cells, World J. Stem
Cells. 4 (2012) 62-70.

H. Okuda, F. Xing, P.R. Pandey, S. Sharma, M. Watabe, S.K. Pai, Y.-Y. Mo,
M. liizumi-Gairani, S. Hirota, Y. Liu, K. Wu, R. Pochampally, K. Watabe,
miR-7 suppresses brain metastasis of breast cancer stem-like cells by
modulating KLF4, Cancer Res. 73 (2013) 1434-1444.

Y.-L. Chang, P.-J. Zhou, L. Wei, W. Li, Z. Ji, Y.-X. Fang, W.-Q. Gao,
MicroRNA-7 inhibits the stemness of prostate cancer stem-like cells and
tumorigenesis by repressing KLF4/PI3K/Akt/p21 pathway, Oncotarget. 6
(2015) 24017-24031.

C. Yan, J. Yu, Y. Liu, W. Kang, Z. Ma, L. Zhou, miR-32 promotes gastric
carcinoma tumorigenesis by targeting Kruppel-like factor 4, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 467 (2015) 913-920.

Q. Mao, T. Quan, B. Luo, X. Guo, L. Liu, Q. Zheng, miR-375 targets KLF4
and impacts the proliferation of colorectal carcinoma, Tumor Biol. 37 (2016)
463-471.

J. Ji, P.S. Zheng, Expression of Sox2 in human cervical carcinogenesis,
Hum. Pathol. 41 (2010) 1438-1447.

C. Dong, D. Wilhelm, P. Koopman, Sox genes and cancer, Cytogenet.
Genome Res. 105 (2004) 442-447.

K. Weina, J. Utikal, SOX2 and cancer: current research and its implications
in the clinic, Clin. Transl. Med. 3 (2014) 1-10.

K. Liu, B. Lin, M. Zhao, X. Yang, M. Chen, A. Gao, F. Liu, J. Que, X. Lan,
The multiple roles for Sox2 in stem cell maintenance and tumorigenesis,
Cell. Signal. 25 (2013) 1264-1271.

B. Boer, J. Kopp, S. Mallanna, M. Desler, H. Chakravarthy, P.J. Wilder, C.
Bernadt, A. Rizzino, Elevating the levels of Sox2 in embryonal carcinoma
cells and embryonic stem cells inhibits the expression of Sox2:0ct-3/4 target
genes, Nucleic Acids Res. 35 (2007) 1773-1786.

N. Karachaliou, R. Rosell, S. Viteri, The role of SOX2 in small cell lung

112



[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

cancer, lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma of the lung,
Transl. Lung Cancer Res. 2 (2013) 172-179.

Y. Chen, L. Shi, L. Zhang, R. Li, J. Liang, W. Yu, L. Sun, X. Yang, Y. Wang,
Y. Zhang, Y. Shang, The molecular mechanism governing the oncogenic
potential of SOX2 in breast cancer, J. Biol. Chem. 283 (2008) 17969—
17978.

A. Sarkar, K. Hochedlinger, The Sox family of transcription factors: versatile
regulators of stem and progenitor cell fate, Cell Stem Cell. 12 (2013) 15-30.
V. Episkopou, SOX2 functions in adult neural stem cells, Trends Neurosci.
28 (2005) 219-221.

J.H. Phi, S.-H. Park, S.H. Paek, S.-K. Kim, Y.J. Lee, C.-K. Park, B.-K. Cho,
D.-H. Lee, K.-C. Wang, Expression of Sox2 in mature and immature
teratomas of central nervous system, Mod. Pathol. 20 (2007) 742—748.

J.L. Kopp, B.D. Ormsbee, M. Desler, A. Rizzino, Small Increases in the
Level of Sox2 Trigger the Differentiation of Mouse Embryonic Stem Cells,
Stem Cells. 26 (2008) 903-911.

S.M. Rodriguez-Pinilla, D. Sarrio, G. Moreno-Bueno, Y. Rodriguez-Gil, M. a
Martinez, L. Hernandez, D. Hardisson, J.S. Reis-Filho, J. Palacios, Sox2: a
possible driver of the basal-like phenotype in sporadic breast cancer, Mod.
Pathol. 20 (2007) 474-481.

M. Schmitz, a Temme, V. Senner, R. Ebner, S. Schwind, S. Stevanovic, R.
Wehner, G. Schackert, H.K. Schackert, M. Fussel, M. Bachmann, E.P.
Rieber, B. Weigle, Identification of SOX2 as a novel glioma-associated
antigen and potential target for T cell-based immunotherapy, Br. J. Cancer.
96 (2007) 1293-1301.

A.J. Bass, H. Watanabe, C.H. Mermel, S. Yu, S. Perner, R.G. Verhaak, S.Y.
Kim, L. Wardwell, P. Tamayo, |. Gat-Viks, A.H. Ramos, M.S. Woo, B. a
Weir, G. Getz, R. Beroukhim, M. O’Kelly, A. Dutt, O. Rozenblatt-Rosen, P.
Dziunycz, J. Komisarof, L.R. Chirieac, C.J. LaFargue, V. Scheble, T.
Wilbertz, C. Ma, S. Rao, H. Nakagawa, D.B. Stairs, L. Lin, T.J. Giordano, P.
Wagner, J.D. Minna, A.F. Gazdar, C.Q. Zhu, M.S. Brose, |. Cecconello, U.R.
Jr, S.K. Marie, O. Dahl, R. a Shivdasani, M. Tsao, M.A. Rubin, K.K. Wong,
A. Regev, W.C. Hahn, D.G. Beer, A.K. Rustgi, M. Meyerson, SOX2 is an
amplified lineage-survival oncogene in lung and esophageal squamous cell
carcinomas, Nat. Genet. 41 (2009) 1238-1242.

L.M. Sholl, J.A. Barletta, B.Y. Yeap, L.R. Chirieac, J.L. Hornick, Sox2 protein
expression is an independent poor prognostic indicator in stage | lung
adenocarcinoma, Am. J. Surg. Pathol. 34 (2010) 1193-1198.

T. Hussenet, S. Dali, J. Exinger, B. Monga, B. Jost, D. Dembelé, N. Martinet,
C. Thibault, J. Huelsken, E. Brambilla, S. Du Manoir, SOX2 is an oncogene
activated by recurrent 3926.3 amplifications in human lung squamous cell
carcinomas, PLoS One. 5 (2010) e8960.

Y. Gen, K. Yasui, Y. Zen, K. Zen, O. Dohi, M. Endo, K. Tsuji, N.
Wakabayashi, Y. Itoh, Y. Naito, M. Taniwaki, Y. Nakanuma, T. Okanoue, T.
Yoshikawa, SOX2 identified as a target gene for the amplification at 3926
that is frequently detected in esophageal squamous cell carcinoma, Cancer
Genet. Cytogenet. 202 (2010) 82-93.

R.M.R. Gangemi, F. Griffero, D. Marubbi, M. Perera, M.C. Capra, P.

113



Malatesta, G.L. Ravetti, G.L. Zona, A. Daga, G. Corte, SOX2 silencing in
glioblastoma tumor-initiating cells causes stop of proliferation and loss of
tumorigenicity, Stem Cells. 27 (2009) 40-48.

[105] F. Ye, Y. Li, Y. Hu, C. Zhou, Y. Hu, H. Chen, Expression of Sox2 in human
ovarian epithelial carcinoma, J. Cancer Res. Clin. Oncol. 137 (2011) 131-
137.

[106] C. Ren, T. Ren, K. Yang, S. Wang, X. Bao, F. Zhang, W. Guo, Inhibition of
SOX2 induces cell apoptosis and G1/S arrest in Ewing’s sarcoma through
the PISK/Akt pathway, J. Exp. Clin. Cancer Res. 35 (2016) 1-14.

[107] X.L. Li, Y. Eishi, Y.Q. Bai, H. Sakai, Y. Akiyama, M. Tani, T. Takizawa, M.
Koike, Y. Yuasa, Expression of the SRY-related HMG box protein SOX2 in
human gastric carcinoma, Int. J. Oncol. 24 (2004) 257-263.

[108] Y. Sanada, K. Yoshida, M. Ohara, M. Oeda, K. Konishi, Y. Tsutani,
Histopathologic evaluation of stepwise progression of pancreatic carcinoma
with immunohistochemical analysis of gastric epithelial transcription factor
SOX2, Pancreas. 32 (2006) 164-170.

[109] T. Otsubo, Y. Akiyama, K. Yanagihara, Y. Yuasa, SOX2 is frequently
downregulated in gastric cancers and inhibits cell growth through cell-cycle
arrest and apoptosis, Br. J. Cancer. 98 (2008) 824—-831.

[110] K.B. Long, J.L. Hornick, SOX2 is highly expressed in squamous cell
carcinomas of the gastrointestinal tract, Hum. Pathol. 40 (2009) 1768-1773.

[111] Y. Chen, Y. Huang, L. Zhu, M. Chen, Y. Huang, J. Zhang, S. He, A. Li, R.
Chen, J. Zhou, SOX2 inhibits metastasis in gastric cancer, J. Cancer Res.
Clin. Oncol. 142 (2016) 1221-1230.

[112] M. Piva, G. Domenici, O. Iriondo, R. Miriam, |. Zabalza, R. Kypta, V.
Comaills, I. Barredo, a L. Jose, M.M. Vivanco, Sox 2 promotes tamoxifen
resistance in breast cancer cells, EMBO Mol. Med. 6 (2014) 66—79.

[113] Y. Li, K. Chen, L. Li, R. Li, J. Zhang, W. Ren, Overexpression of SOX2 is
involved in paclitaxel resistance of ovarian cancer via the PI3K/Akt pathway,
Tumor Biol. 36 (2015) 9823-9828.

[114] L. Garros-regulez, P. Aldaz, O. Arrizabalaga, V. Moncho-Amor, E. Carrasco-
Garcia, L. Manterola, L. Moreno-Cugnon, C. Barrena, J. Villanua, I. Ruiz, S.
Pollard, R. Lovell-Badge, N. Sampron, |. Garcia, A. Matheu, mTOR inhibition
decreases SOX2-SOX9 mediated glioma stem cell activity and
temozolomide resistance, Expert Opin. Ther. Targets. 8222 (2016) 393—
405.

[115] Y. Yu, L. Tian, X. Feng, J. Cheng, Y. Gong, X. Liu, Z. Zhang, X. Yang, S.
He, C.Y. Li, Q. Huang, elF4E-phosphorylation-mediated Sox2 upregulation
promotes pancreatic tumor cell repopulation after irradiation, Cancer Lett.
375 (2016) 31-38.

[116] M.Y. Chou, F.W. Hu, C.H. Yu, C.C. Yu, Sox2 expression involvement in the
oncogenicity and radiochemoresistance of oral cancer stem cells, Oral
Oncol. 51 (2015) 31-39.

[117] K. Ma, X. Pan, P. Fan, Y. He, J. Gu, W. Wang, T. Zhang, Z. Li, X. Luo, Loss
of miR-638 in vitro promotes cell invasion and a mesenchymal-like transition
by influencing SOX2 expression in colorectal carcinoma cells, Mol. Cancer.
13 (2014) 1-13.

[118] Y. Xia, Y. Wu, B. Liu, P. Wang, Y. Chen, Downregulation of miR-638

114



promotes invasion and proliferation by regulating SOX2 and induces EMT in
NSCLC, FEBS Lett. 588 (2014) 2238-2245.

[119] Y. Jin, Z. Jiang, X. Guan, Y. Chen, Q. Tang, G. Wang, X. Wang, miR-450b-
5p Suppresses Stemness and the Development of Chemoresistance by
Targeting SOX2 in Colorectal Cancer, DNA Cell Biol. 35 (2016) 1-8.

[120] J. Jiang, Z. Li, C. Yu, M. Chen, S. Tian, C. Sun, MiR-1181 inhibits stem cell-
like phenotypes and suppresses SOX2 and STAT3 in human pancreatic
cancer, Cancer Lett. 356 (2015) 962-970.

[121] Y. Zhang, G. Eades, Y. Yao, Q. Li, Q. Zhou, Estrogen receptor a signaling
regulates breast tumor-initiating cells by down-regulating miR-140 which
targets the transcription factor SOX2, J. Biol. Chem. 287 (2012) 41514-
41522.

[122] T. Otsubo, Y. Akiyama, Y. Hashimoto, S. Shimada, K. Goto, Y. Yuasa,
MicroRNA-126 inhibits SOX2 expression and contributes to gastric
carcinogenesis, PLoS One. 6 (2011) e16617.

[123] I. Chambers, D. Colby, M. Robertson, J. Nichols, S. Lee, S. Tweedie, a
Smith, Functional expression cloning ot nanog, a pluripotency sustaining
factor in embryonic stem cells, Cell. 113 (2003) 643—-655.

[124] K. Mitsui, Y. Tokuzawa, H. Itoh, K. Segawa, M. Murakami, K. Takahashi, M.
Maruyama, M. Maeda, S. Yamanaka, The homeoprotein Nanog is required
for maintenance of pluripotency in mouse epiblast and ES cells, Cell. 113
(2003) 631-642.

[125] G. Pan, J.A. Thomson, Nanog and transcriptional networks in embryonic
stem cell pluripotency, Cell Res. 17 (2007) 42-49.

[126] A. Yates, I. Chambers, The homeodomain protein Nanog and pluripotency in
mouse embryonic stem cells, Biochem. Soc. Trans. 33 (2005) 1518-1521.

[127] M.-L. Wang, S.-H. Chiou, C.-W. Wu, Targeting cancer stem cells: emerging
role of Nanog transcription factor, Onco. Targets. Ther. 6 (2013) 1207-
1220.

[128] A. Saunders, F. Faiola, J. Wang, Pursuing self-renewal and pluripotency
with the stem cell factor Nanog, Stem Cells. 31 (2013) 1227-1236.

[129] T. Ishiguro, A. Sato, H. Ohata, H. Sakai, H. Nakagama, K. Okamoto,
Differential expression of nanogl and nanogp8 in colon cancer cells,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 418 (2012) 199-204.

[130] L.E. Santaliz-Ruiz 1V, X. Xie, M. OId, T.N. Teknos, Q. Pan, Emerging role of
Nanog in tumorigenesis and cancer stem cells, Int. J. Cancer. 135 (2014)
2741-2748.

[131] C.R. Jeter, T. Yang, J. Wang, H.-P. Chao, D.G. Tang, NANOG in cancer
stem cells and tumor development: an update and outstanding questions,
Stem Cells. (2015) 1-12.

[132] T.-T. Gu, S.-Y. Liu, P.-S. Zheng, Cytoplasmic NANOG-Positive Stromal
Cells Promote Human Cervical Cancer Progression, Am. J. Pathol. 181
(2012) 652-661.

[133] E.E. lbrahim, R. Babaei-Jadidi, A. Saadeddin, B. Spencer-Dene, S.
Hossaini, M. Abuzinadah, N. Li, W. Fadhil, M. llyas, D. Bonnet, A.S. Nateri,
Embryonic NANOG activity defines colorectal cancer stem cells and
modulates through AP1- and TCF-dependent mechanisms, Stem Cells. 30
(2012) 2076-2087.

115



[134] J. Zhang, L.A. Espinoza, R.J. Kinders, S.M. Lawrence, T.D. Pfister, M. Zhou,
T.D. Veenstra, S.S. Thorgeirsson, J.M. Jessup, NANOG modulates
stemness in human colorectal cancer, Oncogene. 32 (2013) 4397-4405.

[135] Y.-L. Lin, Z.-B. Han, F.-Y. Xiong, L.-Y. Tian, X.-J. Wu, S.-W. Xue, Y.-R.
Zhou, J.-X. Deng, H.-X. Chen, Malignant transformation of 293 cells induced
by ectopic expression of human Nanog, Mol. Cell. Biochem. 351 (2011)
109-116.

[136] X. Lu, S.J. Mazur, T. Lin, E. Appella, Y. Xu, The pluripotency factor nanog
promotes breast cancer tumorigenesis and metastasis, Oncogene. 33
(2014) 2655-2664.

[137] J. Han, F. Zhang, M. Yu, P. Zhao, W. Ji, H. Zhang, B. Wu, Y. Wang, R. Niu,
RNA interference-mediated silencing of NANOG reduces cell proliferation
and induces GO/G1 cell cycle arrest in breast cancer cells, Cancer Lett. 321
(2012) 80-88.

[138] S.H. Chiou, C.C. Yu, C.Y. Huang, S.C. Lin, C.J. Liu, T.H. Tsai, S.H. Chou,
C.S. Chien, H.H. Ku, J.F. Lo, Positive correlations of Oct-4 and Nanog in
oral cancer stem-like cells and high-grade oral squamous cell carcinoma,
Clin. Cancer Res. 14 (2008) 4085-4095.

[139] S. Nirasawa, D. Kobayashi, N. Tsuji, K. Kuribayashi, N. Watanabe,
Diagnostic relevance of overexpressed Nanog gene in early lung cancers,
Oncol. Rep. 22 (2009) 223-230.

[140] Y. Pan, J. Jiao, C. Zhou, Q. Cheng, Y. Hu, H. Chen, Nanog is highly
expressed in ovarian serous cystadenocarcinoma and correlated with
clinical stage and pathological grade, Pathobiology. 77 (2011) 283-288.

[141] H.M. Meng, P. Zheng, X.Y. Wang, C. Liu, H.M. Sui, S.J. Wu, J. Zhou, Y.Q.
Ding, J.M. Li, Overexpression of nanog predicts tumor progression and poor
prognosis in colorectal cancer, Cancer Biol. Ther. 9 (2010) 295-302.

[142] M.K.Y. Siu, E.S.Y. Wong, D.S.H. Kong, H.Y. Chan, L. Jiang, O.G.W. Wong,
E.W.-F. Lam, K.K.L. Chan, H.Y.S. Ngan, X.-F. Le, a N. Cheung, Stem cell
transcription factor NANOG controls cell migration and invasion via
dysregulation of E-cadherin and FoxJ1 and contributes to adverse clinical
outcome in ovarian cancers, Oncogene. 32 (2013) 3500-3509.

[143] F. Xu, C. Dai, R. Zhang, Y. Zhao, S. Peng, C. Jia, Nanog: A potential
biomarker for liver metastasis of colorectal cancer, Dig. Dis. Sci. 57 (2012)
2340-2346.

[144] J. Zhang, X. Wang, B. Chen, Z. Xiao, W. Li, Y. Lu, J. Dai, The human
pluripotency gene NANOG/NANOGPS8 is expressed in gastric cancer and
associated with tumor development, Oncol. Lett. 1 (2010) 457-463.

[145] T. Lin, Y.-Q. Ding, J.-M. Li, Overexpression of Nanog protein is associated
with poor prognosis in gastric adenocarcinoma, Med. Oncol. 29 (2012) 878—
885.

[146] C. Sun, L. Sun, K. Jiang, D.M. Gao, X.N. Kang, C. Wang, S. Zhang, S.
Huang, X. Qin, Y. Li, Y.K. Liu, NANOG promotes liver cancer cell invasion
by inducing epithelial-mesenchymal transition through NODAL/SMADS3
signaling pathway, Int. J. Biochem. Cell Biol. 45 (2013) 1099-1108.

[147] F. Ye, C. Zhou, Q. Cheng, J. Shen, H. Chen, Stem-cell-abundant proteins
Nanog, Nucleostemin and Musashil are highly expressed in malignant
cervical epithelial cells, BMC Cancer. 8 (2008) 1-5.

116



[148] X. Zhou, Y.-P. Zhou, G.-R. Huang, G. Bao-Lan, B. Yang, Z. Dong-Xia, P.
Hu, S.-R. Xu, Expression of the stem cell marker Nanog in human
endometrial adenocarcinoma, Int J Gynecol Path. 30 (2012) 262-270.

[149] C. Hu, L. Xu, S. Liang, Z. Zhang, Y. Zhang, F. Zhang, Lentivirus-mediated
shRNA targeting Nanog inhibits cell proliferation and attenuates cancer stem
cell activities in breast cancer, J. Drug Target. 2330 (2015) 1-11.

[150] S.H. Chiou, M.L. Wang, Y.T. Chou, C.J. Chen, C.F. Hong, W.J. Hsieh, H.T.
Chang, Y.S. Chen, T.W. Lin, H.S. Hsu, C.W. Wu, Coexpression of Oct4 and
Nanog enhances malignancy in lung adenocarcinoma by inducing cancer
stem cell-like properties and epithelial-mesenchymal transdifferentiation,
Cancer Res. 70 (2010) 10433-10444.

[151] Y. Lu, H. Zhu, H. Shan, J. Lu, X. Chang, X. Li, J. Lu, X. Fan, S. Zhu, Y.
Wang, Q. Guo, L. Wang, Y. Huang, M. Zhu, Z. Wang, Knockdown of Oct4
and Nanog expression inhibits the stemness of pancreatic cancer cells,
Cancer Lett. 340 (2013) 113-123.

[152] W. Ji, Z. Jiang, Effect of shRNA-mediated inhibition of Nanog gene
expression on the behavior of human gastric cancer cells, Oncol. Lett. 6
(2013) 367-374.

[153] C. Gong, H. Liao, F. Guo, L. Qin, J. Qi, Implication of expression of Nanog in
prostate cancer cells and their stem cells, J. Huazhong Univ. Sci.
Technolog. Med. Sci. 32 (2012) 242-246.

[154] M. Zbinden, A. Duquet, A. Lorente-Trigos, S.-N. Ngwabyt, I. Borges, A. Ruiz
I Altaba, NANOG regulates glioma stem cells and is essential in vivo acting
in a cross-functional network with GLI1 and p53, EMBO J. 29 (2010) 2659—
2674.

[155] C.R. Jeter, M. Badeaux, G. Choy, D. Chandra, L. Patrawala, C. Liu, T.
Calhoun-Davis, H. Zaehres, G.Q. Daley, D.G. Tang, Functional evidence
that the self-renewal gene NANOG regulates human tumor development,
Stem Cells. 27 (2009) 993-1005.

[156] C.E. Huang, C.C. Yu, F.W. Hu, M.Y. Chou, L.L. Tsai, Enhanced
chemosensitivity by targeting Nanog in head and neck squamous cell
carcinomas, Int. J. Mol. Sci. 15 (2014) 14935-14948.

[157] J.J. Zhou, X.G. Deng, X.Y. He, Y. Zhou, M. Yu, W.C. Gao, B. Zeng, Q.B.
Zhou, Z.H. Li, R.F. Chen, Knockdown of NANOG enhances chemosensitivity
of liver cancer cells to doxorubicin by reducing MDR1 expression, Int. J.
Oncol. 45 (2014) 2034-2040.

[158] K. Arif, I. Hussain, C. Rea, M. EI-Sheemy, The role of nanog expression in
tamoxifen-resistant breast cancer cells, Onco. Targets. Ther. 8 (2015)
1327-1334.

[159] S. Liu, J. Sun, B. Cai, X. Xi, L. Yang, Z. Zhang, Y. Feng, Y. Sun, NANOG
regulates epithelial-mesenchymal transition and chemoresistance through
activation of the STAT3 pathway in epithelial ovarian cancer, Tumor Biol.
37 (2016) 9671-9680.

[160] C.S. Niu, Y. Yang, C.D. Cheng, miR-134 regulates the proliferation and
invasion of glioblastoma cells by reducing Nanog expression, Int. J. Oncol.
42 (2013) 1533-1540.

[161] M. li Han, F. Wang, Y. ting Gu, X. hong Pei, X. Ge, G. cheng Guo, L. Li, X.
Duan, M.Z. Zhu, Y. meng Wang, MicroR-760 suppresses cancer stem cell

117



subpopulation and breast cancer cell proliferation and metastasis: By down-
regulating NANOG, Biomed. Pharmacother. 80 (2016) 304-310.

[162] G. Ott, Impact of MYC on malignant behavior, Hematology. 2014 (2014)
100-106.

[163] M. Cole, The myc oncogene: its role in transformation and differentiation,
Annu. Rev. Genet. 20 (1986) 361-384.

[164] J.P. Morton, O.J. Sansom, MYC-y mice: from tumour initiation to therapeutic
targeting of endogenous MYC, Mol. Oncol. 7 (2013) 248-258.

[165] Z.E. Stine, Z.E. Walton, B.J. Altman, A.L. Hsieh, C. V. Dang, MYC,
metabolism, and cancer, Cancer Discov. 5 (2015) 1024-1039.

[166] T. Wahlstrom, M. Arsenian Henriksson, Impact of MYC in regulation of
tumor cell metabolism, Biochim. Biophys. Acta. 1849 (2015) 563-569.

[167] T. Shalaby, M.A. Grotzer, MYC as therapeutic target for embryonal tumors:
potential and challenges, Curr. Cancer Drug Targets. 16 (2015) 2-21.

[168] M. Elend, M. Eilers, Cell growth: Downstream of Myc - To grow or to cycle?,
Curr. Biol. 9 (1999) 936—-938.

[169] A.M. Petrich, C. Nabhan, S.M. Smith, MYC-associated and double-hit
lymphomas: A review of pathobiology, prognosis, and therapeutic
approaches, Cancer. 120 (2014) 3884—-3895.

[170] G. Fuhrmann, G. Rosenberger, M. Grusch, N. Klein, J. Hofmann, G.
Krupitza, The MYC dualism in growth and death, Mutat. Res. - Rev. Mutat.
Res. 437 (1999) 205-217.

[171] M. Gabay, Y. Li, D.W. Felsher, MYC activation is a hallmark of cancer
initiation and maintenance, Cold Spring Harb. Perspect. Med. 4 (2014) 1-
14.

[172] V. Posternak, M.D. Cole, Strategically targeting MYC in cancer.,
F1000Research. 5 (2016) 1-7.

[173] A. Kuzyj, S. Mai, c-Myc-induced genomic instability, Cold Spring Harb.
Perspect. Med. 4 (2014) a014373.

[174] K.J. Campbell, R.J. White, MYC regulation of cell growth through control of
transcription by RNA polymerases | and Ill, Cold Spring Harb. Perspect.
Med. 4 (2014) 1-11.

[175] C. Corzo, J.M. Corominas, I. Tusquets, M. Salido, M. Bellet, X. Fabregat, S.
Serrano, F. Solé, The MYC oncogene in breast cancer progression: From
benign epithelium to invasive carcinoma, Cancer Genet. Cytogenet. 165
(2006) 151-156.

[176] S. Aulmann, c-Myc amplifications in primary breast carcinomas and their
local recurrences, J. Clin. Pathol. 59 (2006) 424—-4248.

[177] M.A. Cichon, M.E. Moruzzi, T.A. Shqau, E. Miller, C. Mehner, S.P. Ethier,
J.A. Copland, E.S. Radisky, D.C. Radisky, MYC is a crucial mediator of
TGFB-induced invasion in basal breast cancer, Cancer Research. (2016)
3520-3530.

[178] Y. Chen, O.l. Olopade, MYC in breast tumor progression, Expert Rev.
Anticancer Ther. 8 (2008) 1689-1698.

[179] A.D. Singhi, A. Cimino-Mathews, R.B. Jenkins, F. Lan, S.R. Fink, H. Nassar,
R. Vang, J.H. Fetting, J. Hicks, S. Sukumar, A.M. De Marzo, P. Argani, MYC
gene amplification is often acquired in lethal distant breast cancer
metastases of unamplified primary tumors, Mod. Pathol. 25 (2012) 378-

118



387.

[180] Y. Chen, J. Xu, S. Borowicz, C. Collins, D. Huo, O.l. Olopade, C-myc
activates BRCA1 gene expression through distal promoter elements in
breast cancer cells, Bio Med Cental Cancer. 11 (2011) 1-13.

[181] H. Yasue, A. Takeda, M. Ishibashi, Amplification of the c-myc gene and the
elevation of its transcripts in human ovarian tumor lines, Cell Struct. Funct.
12 (1987) 121-125.

[182] G. Schreiber, L. Dubeau, C-myc proto-oncogene amplification detected by
polymerase chain reaction in archival human ovarian carcinomas, Am. J.
Pathol. 137 (1990) 653—658.

[183] T. Iba, J. Kigawa, Y. Kanamori, H. Itamochi, T. Oishi, M. Simada, K. Uegaki,
J. Naniwa, N. Terakawa, Expression of the c-myc gene as a predictor of
chemotherapy response and a prognostic factor in patients with ovarian
cancer, Cancer Sci. 95 (2004) 418-423.

[184] C.W. Taylor, Y.S. Kimb, K.E. Childress-Fields, L.C. Yeoman, Sensitivity of
nuclear c-myc levels and induction to agents in human colon tumor cell
lines, Cancer Lett. 62 (1992) 95-105.

[185] B. Xu, P. Liu, J. Li, H. Lu, c-MYC depletion potentiates cisplatin-induced
apoptosis in head and neck squamous cell carcinoma: involvement of TSP-1
up-regulation, Ann. Oncol. 21 (2010) 670-672.

[186] X.N. Pan, J.J. Chen, L.X. Wang, R.Z. Xiao, L.L. Liu, Z.G. Fang, Q. Liu, Z.J.
Long, D.J. Lin, Inhibition of c-Myc overcomes cytotoxic drug resistance in
acute myeloid leukemia cells by promoting differentiation, PLoS One. 9
(2014) e105381.

[187] X. Yang, H. Cai, Y. Liang, L. Chen, X. Wang, R. Si, K. Qu, Z. Jiang, B. Ma,
C. Miao, J. Li, B. Wang, P. Gao, Inhibition of c-Myc by let-7b mimic reverses
mutidrug resistance in gastric cancer cells, Oncol. Rep. 33 (2015) 1723—-
1730.

[188] G. Citro, I. D’Agnano, C. Leonetti, R. Perini, B. Bucci, G. Zon, B. Calabretta,
G. Zupi, c-myc antisense oligodeoxynucleotides enhance the efficacy of
cisplatin in melanoma chemotherapy in vitro and in nude mice, Cancer Res.
58 (1998) 283-289.

[189] J.M. Reyes-Gonzalez, G.N. Armaiz-Pena, L.S. Mangala, F. Valiyeva, C.
Ivan, S. Pradeep, .M. Echevarria-Vargas, A. Rivera-Reyes, A.K. Sood, P.E.
Vivas-Mejia, Targeting c-MYC in platinum-resistant ovarian cancer, Mol.
Cancer Ther. 14 (2015) 2260-2269.

[190] T.-Y. Fu, I.-C. Hsieh, J.-T. Cheng, M.-H. Tsai, Y.-Y. Hou, J.-H. Lee, H.-H.
Liou, S.-F. Huang, H.-C. Chen, L.-M. Yen, H.-H. Tseng, L.-P. Ger,
Association of OCT4, SOX2, and NANOG expression with oral squamous
cell carcinoma progression, J. Oral Pathol. Med. 45 (2015) 89-95.

[191] N. Kugimiya, A. Nishimoto, T. Hosoyama, K. Ueno, T. Enoki, T.S. Li, K.
Hamano, The c-MYC-ABCB5 axis plays a pivotal role in 5-fluorouracil
resistance in human colon cancer cells, J. Cell. Mol. Med. 19 (2015) 1569—
1581.

[192] H. Biliran, S. Banerjee, A. Thakur, F.H. Sarkar, A. Bollig, F. Ahmed, J. Wu,
Y. Sun, J.D. Liao, c-Myc-induced chemosensitization is mediated by
suppression of cyclin D1 expression and nuclear factor-kappa B activity in
pancreatic cancer cells, Clin Cancer Res. 13 (2007) 2811-2821.

119



[193] A.O. von Bueren, C. Oehler, T. Shalaby, K. von Hoff, M. Pruschy, B. Seifert,
N.U. Gerber, M. Warmuth-Metz, D. Stearns, C.G. Eberhart, R.D. Kortmann,
S. Rutkowski, M.A. Grotzer, c-MYC expression sensitizes medulloblastoma
cells to radio- and chemotherapy and has no impact on response in
medulloblastoma patients, BMC Cancer. 11 (2011) 1-11.

[194] Z. Chen, H. Zeng, Y. Guo, P. Liu, H. Pan, A. Deng, J. Hu, miRNA-145
inhibits non-small cell lung cancer cell proliferation by targeting c-Myc, J.
Exp. Clin. Cancer Res. 29 (2010) 1-10.

[195] Y. Shao, Y. Qu, S. Dang, B. Yao, M. Ji, MiR-145 inhibits oral squamous cell
carcinoma (OSCC) cell growth by targeting c-Myc and Cdk6, Cancer Cell
Int. 13 (2013) 1-9.

[196] F. Wang, J. Xia, N. Wang, H. Zong, miR-145 inhibits proliferation and
invasion of esophageal squamous cell carcinoma in part by targeting c-Myc.,
Onkologie. 36 (2013) 754-758.

[197] W. Zhang, Q. Wang, M. Yu, N. Wu, H. Wang, MicroRNA-145 function as a
cell growth repressor by directly targeting c-Myc in human ovarian cancer,
Technol. Cancer Res. Treat. 13 (2014) 161-168.

[198] W. He, Y. Li, X. Chen, L. Lu, B. Tang, Z. Wang, Y. Pan, S. Cali, Y. He, Z. Ke,
miR-494 acts as an anti-oncogene in gastric carcinoma by targeting c-myc,
J. Gastroenterol. Hepatol. 29 (2014) 1427-1434.

[199] V. Liu, X. Li, S. Zhu, J. Zhang, M. Yang, Q. Qin, S. Deng, B. Wang, K. Tian,
L. Liu, Y. Niu, C. Wang, G. Zhao, Ectopic expression of miR-494 inhibited
the proliferation, invasion and chemoresistance of pancreatic cancer by
regulating SIRT1 and c-Myc, Gene Ther. 22 (2015) 1-10.

[200] J. Yuan, K. Wang, M. Xi, miR-494 inhibits epithelial ovarian cancer growth
by targeting c-Myc, Med. Sci. Monit. 22 (2016) 617-624.

[201] M. Sachdeva, S. Zhu, F. Wu, H. Wu, V. Walia, S. Kumar, R. Elble, K.
Watabe, Y.-Y. Mo, p53 represses c-Myc through induction of the tumor
suppressor miR-145, Proc. Natl. Acad. Sci. 106 (2009) 3207-3212.

[202] V. Kashyap, N.C. Rezende, K.B. Scotland, S.M. Shaffer, J.L. Persson, L.J.
Gudas, N.P. Mongan, Regulation of stem cell pluripotency and differentiation
involves a mutual regulatory circuit of the NANOG, OCT4, and SOX2
pluripotency transcription factors with polycomb repressive complexes and
stem cell microRNAs, Stem Cells Dev. 18 (2009) 1093-1108.

[203] Z. WEei, Y. Yang, P. Zhang, R. Andrianakos, K. Hasegawa, J. Lyu, X. Chen,
G. Bai, C. Liu, M. Pera, W. Lu, Klf4 interacts directly with Oct4 and Sox2 to
promote reprogramming, Stem Cells. 27 (2009) 2969-2978.

[204] A. Rizzino, The Sox2-Oct4 connection: critical players in a much larger
interdependent network integrated at multiple levels, Stem Cells. 31 (2013)
1033-1039.

[205] J. Wen, J.Y. Park, K.H. Park, H.W. Chung, S. Bang, S.W. Park, S.Y. Song,
Oct4 and Nanog expression is associated with early stages of pancreatic
carcinogenesis, Pancreas. 39 (2010) 622—-626.

[206] R. Yoshihama, K. Yamaguchi, I. Imajyo, M. Mine, N. Hiyake, N. Akimoto, Y.
Kobayashi, S. Chigita, W. Kumamaru, T. Kiyoshima, Y. Mori, T. Sugiura,
Expression levels of SOX2, KLF4 and brachyury transcription factors are
associated with metastasis and poor prognosis in oral squamous cell
carcinoma, Oncol. Lett. 11 (2015) 1435-1446.

120



[207] J. Yu, M.A. Vodyanik, K. Smuga-Otto, J. Antosiewicz-Bourget, J.L. Frane, S.
Tian, J. Nie, G.A. Jonsdottir, V. Ruotti, R. Stewart, I.I. Slukvin, J.A.
Thomson, Induced pluripotent stem cell lines derived from human somatic
cells, Science. 318 (2007) 1917-1920.

[208] T. Lin, C. Chao, S. Saito, S.J. Mazur, M.E. Murphy, E. Appella, Y. Xu, p53
induces differentiation of mouse embryonic stem cells by suppressing
Nanog expression, Nat. Cell Biol. 7 (2005) 165-171.

[209] V.K. Singh, N. Kumar, M. Kalsan, A. Saini, R. Chandra, Mechanism of
Induction: Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs), J. Stem Cells. 10 (2015)
43-62.

[210] M. Stadtfeld, K. Hochedlinger, Induced pluripotency: history, mechanisms,
and applications, Genes Dev. 24 (2010) 2239-2263.

[211] N. Malik, M.S. Rao, A review of the methods for human iPSC derivation,
Methods Mol. Biol. 997 (2013) 23-33.

[212] P. Zhang, R. Andrianakos, Y. Yang, C. Liu, W. Lu, Krippel-like factor 4
(KIf4) prevents embryonic stem (ES) cell differentiation by regulating Nanog
gene expression, J. Biol. Chem. 285 (2010) 9180-9189.

[213] S. Kawamata, H. Kanemura, N. Sakai, M. Takahashi, M. Go, Design of a
Tumorigenicity Test for Induced Pluripotent Stem Cell (iPSC)-Derived Cell
Products, J. Clin. Med. 4 (2015) 159-171.

[214] Z. Liu, Y. Tang, S. LU, J. Zhou, Z. Du, C. Duan, Z. Li, C. Wang, The
tumourigenicity of iPS cells and their differentiated derivates, J. Cell. Mol.
Med. 17 (2013) 782—791.

[215] G. Lenz, Transient oncogenes, Med. Hypotheses. 75 (2010) 660-662.

[216] T.T. Lim, C. Geisen, M. Hesse, B.K. Fleischmann, K. Zimmermann, A.
Pfeifer, Lentiviral vector mediated thymidine kinase expression in pluripotent
stem cells enables removal of tumorigenic cells, PLoS One. 8 (2013)
e70543.

[217] R.A. Huddart, A.J. Birtle, Recent advances in the treatment of testicular
cancer, Expert Rev. Anticancer Ther. 5 (2005) 123-138.

[218] S. Koch, F. Mayer, F. Honecker, M. Schittenhelm, C. Bokemeyer, Efficacy of
cytotoxic agents used in the treatment of testicular germ cell tumours under
normoxic and hypoxic conditions in vitro, Br. J. Cancer. 89 (2003) 2133—
2139.

[219] S.K. Mallanna, B. Boer, M. Desler, A. Rizzino, Differential regulation of the
Oct-3/4 gene in cell culture model systems that parallel different stages of
mammalian development, Mol. Reprod. Dev. 75 (2008) 1247-1257.

[220] M. Jez, S. Ambady, O. Kashpur, A. Grella, C. Malcuit, L. Vilner, P. Rozman,
T. Dominko, Expression and differentiation between OCT4A and its
pseudogenes in human ESCs and differentiated adult somatic cells, PLoS
One. 9 (2014) e89546.

[221] Y. Kobayashi, T. Sugiura, I. Imajyo, M. Shimoda, K. Ishii, N. Akimoto, N.
Yoshihama, Y. Mori, Knockdown of the T-box transcription factor brachyury
increases sensitivity of adenoid cystic carcinoma cells to chemotherapy and
radiation in vitro: Implications for a new therapeutic principle, Int. J. Oncol.
44 (2014) 1107-1117.

[222] S.H. Lee, B.S. Koo, J.M. Kim, S. Huang, Y.S. Rho, W.J. Bae, H.J. Kang,
Y.S. Kim, J.H. Moon, Y.C. Lim, SOX2 regulates self-renewal and

121



tumorigenicity of stem-like cells of head and neck squamous cell carcinoma,
J. Pathol. 111 (2014) 2122-2130.

[223] N. V. Varlakhanova, R.F. Cotterman, W.N. DeVries, J. Morgan, L.R.
Donahue, S. Murray, B.B. Knowles, P.S. Knoepfler, myc maintains
embryonic stem cell pluripotency and self-renewal, Differentiation. 80
(2010) 9-19.

[224] 1. Ben-Porath, M.W. Thomson, V.J. Carey, R. Ge, G.W. Bell, A. Regev, R.A.
Weinberg, An embryonic stem cell-like gene expression signature in poorly
differentiated aggressive human tumors, Nat. Genet. 40 (2008) 499-507.

[225] Y. Du, L. Shi, T. Wang, Z. Liu, Z. Wang, Nanog siRNA plus cisplatin may
enhance the sensitivity of chemotherapy in esophageal cancer, J. Cancer
Res. Clin. Oncol. 138 (2012) 1759-1767.

[226] L. Yang, X. Zhang, M. Zhang, J. Zhang, Y. Sheng, X. Sun, Q. Chen, L.-X.
Wang, Increased Nanog expression promotes tumor development and
cisplatin resistance in human esophageal cancer cells, Cell. Physiol.
Biochem. 30 (2012) 943-952.

[227] P. Lito, C.A. Pratilas, E.W. Joseph, M. Tadi, E. Halilovic, M. Zubrowski, A.
Huang, W.L. Wong, M.K. Callahan, T. Merghou, J.D. Wolchok, E. Stanchina,
S. Chandarlapaty, P.l. Poulikakos, J.A. Fagin, N. Rosen, Relief of profound
feedback inhibition of mitogenic signaling by raf inhibitors attenuates their
activity in brafv600e melanomas, Cancer Cell, 22 (2012) 668-682.

122



CURRICULUM VITAE

Villodre, ES

DADOS PESSOAIS

Nome: Emilly Schlee Villodre

Local e data de nascimento: Porto Alegre, RS, Brasil, 15/12/1985

Endereco profissional: Av. Bento Gongalves, 9500 Setor IV Prédio 43431 Lab
115. Agronomia, Porto Alegre, RS, Brasil. CEP: 91501-970

Telefone profissional: 51.33087620 E-mail: emillyvillodre@gmail.com

FORMACAO

2012-2016:
2010-2012:
2006-2010:

Doutorado em Biologia Celular e Molecular, UFRGS
Mestrado em Biologia Celular e Molecular, UFRGS

Bacharelado em Ciéncias Biologicas, UFRGS

EXPERIENCIAS EM PESQUISA:

2014:

2012-2016:

2010-2012:

20009:

2006-2010:

Aluna de doutorado-sanduiche no laboratoério da Dr. Alejandra
Guberman, na Universidade de Buenos Aires, Argentina.
Pesquisas relacionadas a obtencdo da tese de doutorado,
pela UFRGS sob orientacdo do Prof. Dr. Guido Lenz com
énfase em silenciamento de genes de pluripoténcia em
teratocarcinoma, tratamento com cisplatina e etoposideo.
Mestrado com énfase em Células Tronco Tumorais pela
UFRGS sob orientacdo do Prof. Dr. Guido Lenz

Estagio na empresa BioPlus - Desenvolvimento
Biotecnoldgico sob supervisdo da MSc. Marcia Rodrigues
Sandri

Iniciacdo Cientifica sob orientacdo do Prof. Dr. Guido Lenz
com énfase em Sistema Purinérgico e Células Tronco

Tumorais.

123



EXPERIENCIA DIDATICA:

Biofisica Metodologica, curso de Biotecnologia, 2010/2, 15 h, sob
supervisao do Prof. Dr. Guido Lenz

Métodos Biofisicos de Analise, curso de Biologia, 2011/1, 15 h, sob
supervisao do Prof. Dr. Guido Lenz

Biofisica Biomédica I, curso de Biomedicina, 2013/1, 30 h, sob supervisao
do Prof. Dr. Guido Lenz

Biologia Molecular e Celular do Cancer, curso de Biologia e Biomedicina,
2015/2, 30 h, sob supervisao do Prof. Dr. Guido Lenz

PRINCIPAIS PUBLICACOES

Thomeé, MP; Filippi-Chiela, EC; Villodre, ES; Migliavaca, CB; Onzi, GR;
Felipe, KB; Lenz, G. Ratiometric analysis of acridine orange staining in the
study of acidic organelles and autophagy. Journal of Cell Science, 2016.
Villodre, ES; Kipper, FC; Pereira, MB; Lenz, G. Roles of OCT4 in
tumorigenesis, cancer therapy resistance and prognosis. Cancer
Treatment Reviews, 2016.

Silva, AO; Felipe, KB; Villodre, ES; Lopez, PLC; Lenz, G. A guide for the
analysis of long-term population growth in cancer. Tumor Biology, 2016.
Solari, C; Vazquez Echegaray, C; Cosentino, MS; Petrone, MV; Waisman,
A; Luzzani, C; Francia, M; Villodre, E; Lenz, G; Miriuka, S; Barafiao, L;
Guberman, A. Manganese Superoxide Dismutase Gene Expression Is
Induced by Nanog and Oct4, Essential Pluripotent Stem Cells Transcription
Factors. PLoS One, 2015;10:e0144336.

Filippi-Chiela, EC; Villodre, ES; Zamin, LI; Lenz, G. Autophagy Interplay
with Apoptosis and Cell Cycle Regulation in the Growth Inhibiting Effect of
Resveratrol in Glioma Cells. PLoS One, 2011;6:€20849.

Ledur, PF; Villodre, ES; Paulus, R; Cruz, LA; Flores, DG, Lenz,
Extracellular ATP reduces tumor sphere growth and cancer stem cell
population in glioblastoma cells. Purinergic Signalling, 2011;7:1-10.
Tamajusuku, ASK; Villodre, ES; Paulus, R; Coutinho-Silva, R; Battastini,
AMO; Wink, MR; Lenz, G. Characterization of ATP-Induced Cell Death in

124



the GL261 Mouse Glioma. Journal of Cellular Biochemistry,
2010;109:983-991.

Vargas AE; Cechim, G; Correa, JF; Gomes, PA; Macedo, GS; Medeiros,
RM; Rauber, R; Villodre, ES; Chies, JAB. Pros and cons of a missing
chemokine receptor. Comments on “Is the European spatial distribution of
the HIV-1-resistant CCR5-A32 allele formed by a breakdown of the
pathocenosis due to the historical Roman expansion” by Eric Faure and
Manuela Royer-Carenzi (2008). Infection, Genetics and Evolution,
2009;1:1.

PRINCIPAIS RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSOS

Villodre, ES; lopez, PLC; Lenz, G. Human Glioblastoma Cancer Stem Cells
are Sensitive to Doxorubicin and Temozolomide. 2012 Annual Meeting of
American Society of Cellular Biology, 2012, San Franscisco.

Villodre, ES; lopez, PLC; Lenz, G. Human Glioblastoma Cancer Stem Cells
are Sensitive to Doxorubicin and Temozolomide. 10th International
Congress on Cell Biology and the XVI Meeting of the Brazilian Society for
Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro.

Villodre, ES; lopez, PLC; Lenz, G. Pharmacological Strategies to Reduce
the Tumor Stem Cell Population. XLI Annual Meeting of The Brazilian
Biochemistry and Molecular Biology Society, 2012, Foz do Iguacu.

Villodre, ES; Ledur, PF; Lenz, G. Extracellular ATP reduces tumorsphere
growth and cancer stem cell population in glioblastoma cells. Gordon
Research Conference on Stem Cells & Cancer, 2011, Ventura.

Villodre, ES; Ledur, PF; Lenz, G. Purinergic Signaling Affects Tumor-
Spheres Growth in Human Glioblastomas. XXXVIII Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular - SBBq, 2009,
Aguas de Lindoia.

Villodre, ES; Ledur, PF; Lenz, G. Resveratrol e Temozolamida Atuam no
Crescimento de Tumor-Esferas e Reduzem o Numero de Células CD133+
na Linhagem de Glioblastoma Humano U87. XXI Saldo de Iniciacao
Cientifica, 2009, Porto Alegre.

125



Villodre, ES; Lenz, G. Estudo da Expressdo de Marcadores de Células
Tronco Tumorais em Gliomas Humanos. XX Saldo de Iniciacao Cientifica,
2008, Porto Alegre.

Villodre, ES; Cruz, LA; Tamajusuku, ASK; Paulus, R; Lenz, G. Expressao
de Receptores Purinérgicos em Linhagens Celulares de Gliomas. In: XIX

Saldo de Iniciacao Cientifica, 2007, Porto Alegre.

PRINCIPAIS PARTICIPACAO EM EVENTOS E CONGRESSOS

36a Semana Cientifica do HCPA. Efeito do silenciamento de Oct4 na
formacéao de teratomas. 2016 (Encontro)

XVI Encontro do Programa de Pdés-graduacdo em Biologia Celular e
Molecular. Effect of Oct4 knockdown in teratoma tumors after cisplatin and
etoposide treatment. 2015. (Encontro).

10th International Congress on Cell Biology and the XVI Meeting of the
Brazilian Society for Cell Biology. Human Glioblastoma Cancer Stem Cells
are Sensitive to Doxorubicin and Temozolomide. 2012. (Congresso).

2012 Annual Meeting of American Society of Cellular Biology. Human
Glioblastoma Cancer Stem Cells are Sensitive to Doxorubicin and
Temozolomide. 2012. (Congresso).

XLI Annual Meeting of The Brazilian Biochemistry and Molecular Biology
Society. Pharmacological Strategies to Reduce the Tumor Stem Cell
Population. 2012. (Congresso).

Gordon Research Conference on Stem Cells & Cancer. Extracellular ATP
reduces tumorsphere growth and cancer stem cell population in
glioblastoma cells. 2011. (Congresso).

XXXIX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular - SBBg. Influence of Resveratrol, Quercetin and Temozolomide
in in vitro Formation of Tumor-Spheres in Human Glioblastoma. 2010.
(Congresso).

Radicais Livres: Verdades, Falacias, Angustias e Expectativas. 2010.
(Simpdésio).

XXXVl Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia

126



Molecular - SBBq. Purinergic Signaling Affects Tumor-Spheres Growth in
Human Glioblastomas. 2009. (Congresso).

Simpaosio sobre Terapias Inovadoras. 2009. (Simpdsio).

XX Salao de Iniciacdo Cientifica. Estudo da expressdo de marcadores de
células tronco tumorais em gliomas humanos. 2008. (Outra).

X Reunidao Anual do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular - PPGBCM. Caracterizacdo da expressdo de marcadores de
células tronco tumorais em glioma humano. 2008. (Outra).

Curso de Imunoematologia Eritrocitaria: Enfase em Fenotipagem
Eritrocitaria. 2008. (Outra).

Simposio Gaucho Sobre Terapia Génica e Celular. 2007. (Simpésio).

XIX Saldo de Iniciacdo Cientifica. Expressao de Receptores Purinérgicos
em Linhagens Celulares de Gliomas. 2007. (Outra).

IX Reunido Anual do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular - PPGBCM. Expressdo de Receptores Purinérgicos em
Linhagens Celulares de Gliomas. 2007. (Outra).

XIX Saldo de Iniciacdo Cientifica. Expressao de Receptores Purinérgicos
em Linhagens Celulares de Gliomas. 2007. (Outra).

XVIII Salao de Iniciacao Cientifica. 2006. (Outra).

ORGANIZACAO DE EVENTOS, CONGRESSOS, EXPOSICOES E FEIRAS

Lenz, G; Villodre, ES; Filippi-Chiela, EC; Kipper, FC; Silva, MB; Thome,
MP; Onzi, G; Vigna, A; Pereira, MB; Minussi, DC; Viegas, MS; Felipe, KB;
Silva, AO; Hutten, MO; Breitenbach, K. V Estudo Da Sinalizacdo Celular No
Cancer - Metodologias. 2015. (Outro).

Lenz, G; Villodre, ES; Filippi-Chiela, EC; Kipper, FC; Silva, MB; Thome,
MP; Felipe, KB; Dalberto, T; Ledur, PF; Hitten, M.O. IV Estudo Da
Sinalizacéo Celular No Cancer - Metodologias. 2014. (Outro).

Lenz, G; Villodre, ES; Filippi-Chiela, EC; Silva, AO; Minussi, DC; Thome,
MP; Kipper, FC; Silva, MA; Dalberto, T. lll Estudo Da Sinalizacado Celular
No Cancer - Metodologias. 2013. (Outro).

Lenz, G; Villodre, ES; Vargas, JE; Filippi-Chiela, EC; Silva, AO; Dalberto, T;

127



Ledur, PF; Thomé, MP; Silva, MB Il Estudo da Sinalizacdo Celular no
Cancer - Metodologias. 2012. (Outro).

Carlini, C; Margis, R; Ritt, ABB; Nor, C; Villodre, ES; Munari, FM; Almeida,
M; Abreu Neto, JB; Perini, P; Jorge, PM; Cecagno, R; Braun, RL; Ferreira
Junior, SLM. Curso de Férias - Plantas... Como funcionam?.2011. (Outro).
Lenz, G; Lopez, PLC; Villodre, ES; Silva, AO; Filippi-Chiela, EC; Pelegrini,
AL; Vargas, JE; Ledur, PF; Kipper, FC; Hutten, MO; Thomé, MP; Suhre, T,
Minussi, DC. Estudo da Sinalizacéo Celular no Cancer. 2011. (Outro).
Carlini, C; Margis, R; Pelegrini, AL; Villodre, ES; Silva, AO; Sperotto, ARM,;
Nor, C; Tichota, DM, Bordin, DL; Pereira, JQ; Ceolato, JC; Siebert, M;
Barbieri, NL; Perini, P; Lopes, FC. Curso de Férias: Vocé conhece a
célula?. 2010. (Outro).

Carlini, C; Margis, R; Pelegrini, AL; Barbieri, NL; Villodre, ES; Filippi-Chiela,
EC; Vargas Filho, EF; Maboni, F; Salton, GD; Vargas, JE; Sachett, LG;
Lopez, PLC; Velho, RV; Weber, SS; Feder, V. Curso de Férias -
Microrganismos: Mocinhos ou Bandidos?. 2009. (Outro).

Carlini, C; Margis, R; Pelegrini, AL; Barbieri, NL; Pinhatti, VR; Sandri, MR;
Crestani, J; Sousa, FG; Matuo, R; Lopez, PLC; Villodre, ES; Reck, J. Curso

de Férias - Microrganisnos: O Mundo Que N&o Enxergamos. 2009. (Outro).

AUXILIO FINANCEIRO

2012-2016: Bolsista de Doutorado - CAPES
2010-2012: Bolsista de Mestrado - CNPq
2006-2010: Bolsista de Iniciacao Cientifica — PIBIC

128



