Nowotwory ptaskonabtonkowe gtowy i szyi (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma), ktére rozwijaja sie z tkanki
wyscielajacej jame ustna, nosowa i gardto stanowig szdsty najczesciej wystepujacy rodzaj nowotworéw na $wiecie. Smiertelnos$é
u pacjentéw z HNSCC pozostaje wysoka z powodu rozwoju przerzutdw i pojawienia sie trudnych do operowania i opornych na
leczenie nawrotéw choroby. Nadal pozostaje niewyjasnione dlaczego niektére komérki w nowotworze sg bardziej oporne na
leczenie lub wykazujg zwiekszone wiasciwosci do inwazji i tworzenia przerzutéw. Model nowotworowych komérek
macierzystych sugeruje, ze w skiad guza wchodzi mata populacja komérek zwanych nowotworowymi komérkami macierzystymi,
ktore majg wiekszy potencjat do odtworzenia catego nowotworu, sg bardziej oporne na obecnie stosowane terapie oraz sg
odpowiedzialne za tworzenie przerzutéw. Duzy problem obecnie stanowi wyizolowanie tej specyficznej populacji opornych na
leczenie komdrek w celu ich scharakteryzowania i rozwiniecia bardziej ukierunkowanych terapii. Uzywane do tej pory markery
obecne na powierzchni nowotworowych komorek macierzystych pozwalajg na wzbogacenie tej populacji ale niestety nie
pozwalaja na catkowite oczyszczenie tych komorek do dalszej charakteryzacji. Poza tym uzycie markeréw nie pozwala na
$ledzenie dynamicznych zmian, ktére zachodza w tych komérkach. Ostatnie odkrycia sugeruja, ze w obrebie guza nie-
nowotworowe komorki macierzyste moga uzyskac aktywnos¢ nowotworowych komérek macierzystych, co koreluje z przejsciem
ze stanu epitelialnego do mezenchymalnego (EMT) i zwiekszeniem plastycznosci tych komorek. W tym scenariuszu markery
powierzchniowe nowotworowych komoérek macierzystych moga nie odzwierciedlaé tych dynamicznych zmian. Dlatego w naszym
projekcie uzyliSmy strategii, ktéra pozwolita nam wyizolowa¢ nowotworowe komdrki macierzyste z HNSCC na podstawie
obecnosci molekuty zwanej Oct4, ktora jest obecna w plastycznych komorkach embrionalnych i réwniez byta pokazana jako
obecna w nowotworach. W naszym systemie fragment regulatorowy molekuty Oct4 reguluje wytwarzanie przez komorke
nowotworowa zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP, green fluorescent protein) pozwalajac na markowanie, $ledzenie i
izolacje komorek nowotworowych, ktére w guzie produkowatyby Oct4. Nasze wstepne badania pokazaly, ze tak jak zaktadalismy
populacja komorek nowotworowych, ktora wytwarza Oct4 i w naszym systemie jest znakowana przez zielone biatko
fluorescencyjne (Oct4GFP+) posiadajg wyzszy potencjat nowotworowy niz komérki Oct4GFP- i zachowuja sie w naszych testach
jak nowotworowe komorki macierzyste. Ponadto pokazaliSmy, ze nie-nowotworowe komérki macierzyste (Oct4GFP-) wykazuja
duzy stopien plastycznos$ci i moga przej$¢ z powrotem w stan nowotworowych komorek macierzystych Oct4GFP+ co zwieksza
opornosc na leczenie. Dotychczasowe badania sugeruja, ze proces w ktorym komaorki nowotworowe zaczynajg traci¢ potaczenia
miedzy komorkowe i stajg si¢ bardziej inwazyjne (EMT) moze zwiekszy¢ plastyczno$¢ komérek nowotworowych, jednak teoria
ta jest bardzo trudna do udowodnienia, poniewaz w pierwotnych nowotworach trudno jest zaobserwowac ten proces, gdyz jest on
bardzo krotkotrwaty i odwracalny. Dlatego na podstawie naszych niedawno opublikowanych wynikéw rozwinelismy drugi system
reporterowy (Catulin-GFP), ktory pozwala po raz pierwszy na izolacje i charakteryzacje matej populacji nowotworowych
komdrek inwazyjnych, zbadanie ich potencjatu jako nowotworowe komorki macierzyste i ich korelacji do nowotworowych
komorek Oct4GFP+.

W obecnej aplikacji proponujemy uzycie dwoch nowych systeméw reporterowych opracowanych w naszym laboratorium aby
lepiej zrozumie¢ whasciwosci biologiczne nowotworowych komorek macierzystych oraz zcharakteryzowac Sciezki sygnatowe,
ktdre regulujg plastyczno$¢ nowotworowych komorkek macierzystych w nowotworach gtowy i szyi. Rozwinigte w naszym
laboratorium nowe systemy reporterowe (Oct4GFP i CatulinGFP) stanowig unikatowe narzedzia, ktére pozwalajg na
obserwowanie i scharakteryzowanie dynamicznie zmieniajacych sie stanéw nowotworowych komdérek macierzystych i nie-
nowotworowych komdrek macierzystych oraz komérek inwazyjnych. Zaproponowane badania pozwolg na lepsze zrozumienie,
jakie czynniki wplywaja na utrzymanie wysokiego stanu plastycznosci nowotworowych komorek macierzystych i rozwinieciu
potencjalnych terapii, ktére pozwolityby na blokowanie tego procesu.



