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ABSTRACT

Chronic and acute myeloid leukemia (CML/AML) constitute cancers that arise in the bone marrow,
due to malignant transformation (by oncogenic mutations such as BCR-ABL1, FLT3-ITD and
others) of myeloid progenitor cells. As myeloid leukemias develop, they expand outside the bone
marrow and engraft other tissues, such as the spleen or blood. Development and expansion of
myeloid leukemias has been recently shown to be significantly facilitated by immunosuppression -
a state when anti-tumor immunity is attenuated and dysfunctional. Immunosuppression is largely
established by suppressive cell subsets of the immune system, such as regulatory T cells (Tregs)
- a type of T cells that express transcription factor Foxp3 and perform tolerogenic/suppressive
function. Tregs have been shown to be upregulated in blood and bone marrow of patients with
myeloid leukemias. However, as this has only recently been described, mechanisms that drive
expansion and suppressive activity of Tregs in leukemias remain largely unexplored. This thesis
has aimed at dissecting modulation of Tregs by leukemic extracellular vesicles (EVs) - small, lipid
bilayer-enclosed structures released outside cells as mediators of intercellular communication. As
EVs have been demonstrated to modulate non-immune components of the leukemic bone marrow
niche and have been shown to interact with Tregs in solid tumors, they might also constitute drivers
of Foxp3+ regulatory T cells in myeloid leukemias.

Using ex vivo cultures of murine and human Tregs with EVs released by CML and AML cell lines,
leukemic EVs were shown to upregulate suppressive phenotype and activity of Tregs, as well as
level of Foxp3. Leukemic EVs also induced Foxp3 expression in non-regulatory, conventional
T cells. Leukemic EVs have upregulated phosphorylation of STAT5 and downregulated mTOR-S6
signaling in T cells to promote Treg induction, activity and stability. RNA-sequencing has revealed
significant remodeling of Treg transcriptome by leukemic EVs, upregulated expression of tumor
Treg genes and several transcription factors engaged in this regulation. Furthermore, 23-color
spectral flow cytometry and unsupervised clustering tools have revealed 2 subsets of human
effector Tregs (eTreg) expanded by leukemic EVs - CD30+CCR8"TNFR2" eTregl and
CD39+TIGIT" eTreg2. Mass spectrometric analysis of leukemic EVs' proteome revealed presence
of TNF superfamily protein 4-1BBL, which was engaged in modulation of expression of effector
molecules (CD30, TNFR2, LAG-3) on Tregs. Finally, in a developed immunocompetent mouse
model of CML-like disease, influence of EVs on Tregs and leukemic progression was validated by
development of leukemia by Rab27a-deficient cells, with attenuated secretion of EVs.



Rab27a-deficient leukemia has exhibited reduced engraftment in animals, whereas Tregs were
less abundant and exhibited a less activated, less suppressive phenotype than in wild-type

counterparts.

Altogether, data presented in this thesis pin-point extracellular vesicles, released by chronic and
acute myeloid leukemia cells, as significant modulators of regulatory T cells - their induction,
suppressive phenotype, function and effector subsets. In vivo, in a mouse model of leukemia-like
disease, Rab27a-mediated secretion of EVs was shown to modulate Tregs and leukemic
engraftment. Therefore, EVs and EVs-Tregs interaction may be evaluated as potential therapeutic

targets in myeloid neoplasms.



STRESZCZENIE

Przewlekta i ostra biataczka szpikowa sg nowotworami powstajgcymi w szpiku kostnym w wyniku
transformacji nowotworowej (mutacji onkogennych takich jak BCR-ABL1, FLT3-ITD i innych)
komoérek progenitorowych linii mieloidalnej. Wraz z rozwojem choroby, komorki biataczkowe
ulegaja ekspansji poza szpik kostny, do innych tkanek, takich jak $ledziona czy krew. Ostatnie
badania wykazaty, ze rozwdj biataczek szpikowych jest wspierany przez immunosupresje - stan, w
ktorym przeciwnowotworowa odpowiedz immunologiczna jest zaburzona. Immunosupresja jest w
duzej mierze modulowana przez supresyjne komorki uktadu odpornosciowego, w tym regulatorowe
limfocyty T (Tregs) - populacje limfocytow T, ktéra charakteryzuje sie ekspresja czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 i petni tolerogenna/supresyjng funkcje. llos¢ Tregs jest podwyzszona we
krwi i szpiku kostnym pacjentéw chorujgcych na biataczki szpikowe. Obserwacja ta zostata
dokonana stosunkowo niedawno i stgd wcigz stabo poznane sg czynniki, ktére powodujg wzrost
iloci i aktywnosci Tregs w biataczkach szpikowych. Celem badan przedstawionych w niniejsze;
rozprawie byto okreslenie, jaka role w modulacji Tregs odgrywaja biataczkowe pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (EVs) - mate struktury, otoczone dwuwarstwowa btona lipidowa, wydzielane
na zewnatrz komérek i petnigce role w komunikacji miedzykomoérkowej. Wczesniejsze badania
pokazaly, ze biataczkowe EVs moga wptywaé na komorki niszy szpiku kostnego, a EVs z
nowotworéw litych mogg wptywa¢ na biologie regulatorowych limfocytéw T. Stad w ponizszej
rozprawie postawiono hipoteze, ze biataczkowe EVs réwniez moga kontrolowaé regulatorowe

limfocyty T.

W hodowlach ex vivo mysich i ludzkich regulatorowych limfocytow T z biataczkowymi pecherzykami
zewnatrzkomérkowych pokazano, ze biataczkowe EVs wzmacniaja fenotyp i aktywnos$¢ supresyjna
Treg oraz poziom czynnika Foxp3. Biataczkowe EVs doprowadzity tez do indukcji Foxp3 w
nieregulatorowych, konwencjonalnych limfocytach T. Biataczkowe EVs doprowadzity do wzrostu
fosforylacji czynnika transkrypcyjnego STAT5S oraz zahamowania szlaku mTOR-S6 w limfocytach
T, promujac w ten sposéb indukcje, aktywnos¢ i stabilnosc¢ Tregs. Sekwencjonowanie RNA
wykazato znaczace zmiany w transkryptomie Treg, podwyzszong ekspresje gendw specyficznych
dla Tregs w nowotworach oraz wskazato szereg czynnikéw transkrypcyjnych zaangazowanych w
regulacje Tregs przez biataczkowe EVs. Za pomoca 23-parametrycznej spekiralnej cytometrii
przeptywowej oraz analizy bioinformatycznej danych cytometrycznych, zidentyfikowano dwie
subpopulacje ludzkich efektorowych Tregs (eTreg), ktére ulegaly ekspansji pod wptywem
biataczkowych EVs - CD30+CCR8"TNFR2" eTreg1 oraz CD39+TIGIT" eTreg2. Za pomoca
spekirometrii masowej przeanalizowano sktad biatkowy biataczkowych EVs i zidentyfikowano w
nich biatko 4-1BBL (z rodziny TNF). 4-1BBL, znajdujace sie w biataczkowych EVs, odpowiadato za
wzrost czgsteczek efektorowych CD30, TNFR2 i LAG-3 na Tregs. W ostatniej czesci, z
wykorzystaniem mysiego modelu przewlektej biataczki szpikowej zbadano wptyw EVs na Tregs i
progresje choroby, poprzez poréwnanie rozwoju biataczki wywotanej przez komorki typu dzikiego



oraz przez komorki pozbawione biatka Rab27a, ktéra wydzielaty mniejszg ilo$¢ biataczkowych EVs.
Brak ekspresji Rab27a przez komérki biataczkowe doprowadzit do nizszego nacieku komérek
biataczkowych w myszach, a regulatorowe limfocyty T wyizolowane z tych zwierzat wykazywaty
mniej aktywowany i mniej supresyjny fenotyp, niz w przypadki biataczki wywotanej przez komorki
typu dzikiego (niezmienione).

Podsumowujagc, wyniki przedstawione w ponizszej rozprawie wykazaty, ze pecherzyki
zewnatrzkomoérkowe, wydzielane przez komérki przewlekiej i ostrej biataczki szpikowej, stanowig
istotny czynnik modulujacy regulatorowe limfocyty T - doprowadzajac do indukcji Tregs, wzrostu
fenotypu i aktywnosci supresyjnej oraz ekspansji silnie efektorowych subpopulacji. W mysim
modelu przewleklej biataczki szpikowej, regulowane przez Rab27a wydzielanie pecherzykow
zewnatrzkomorkowych przez komérki biataczkowe réwniez wptywato na regulatorowe limfocyty T
oraz rozwo0j choroby. Tym samym, biataczkowe pecherzyki zewnatrzkomaérkowe i ich interakcja z
regulatorowymi limfocytami T moga stanowié potencjalny cel terapeutyczny w biataczkach
szpikowych.



