
ABSTRACT 

 Intercellular communication, while essential for normal organism function, is also 

exploited by cancer cells to interact with both malignant and non-malignant cells, 

thereby promoting tumor growth and adaptation to changing environmental conditions. 

In myeloid leukemias, including chronic myeloid leukemia (CML), leukemic cells interact 

directly and indirectly with various types of cells in the bone marrow niche. This contact 

is essential for the immune evasion, development of resistance, and the persistence of 

leukemic stem cells (LSC). Among the diverse modes of cell-cell communication, 

tunneling nanotubes (TNTs) have emerged as a distinct, unconventional type of direct 

intercellular communication mechanism. TNTs enable the transfer of a wide range of 

cargo, including mitochondria, vesicles, or proteins, between distant cells. However, 

despite significant advances in research on TNTs, substantial knowledge gaps persist, 

limiting our full understanding of these structures, their role in cancer progression and 

resistance, as well as their potential clinical application.  

 Our previous studies have shown that TNTs are exploited by bone marrow stromal 

cells (BMSCs) and CML cells to transfer cellular vesicles and proteins from stroma to 

leukemia cells. This results in the increased resistance of recipient cells to the imatinib 

drug.  

 Here, we identified CD44 as one of the stromal proteins transferred to leukemia. 

The general aim of this work was to examine the role of the stroma-derived CD44 protein 

in CML recipient cells. First, the stroma-to-leukemia CD44 transfer was confirmed using 

confocal microscopy and flow cytometry. The results showed that the transfer strictly 

depends on the direct cell-cell contact between stromal and leukemia cells. Moreover, it 

is mediated by tunneling nanotubes formed between connected cells. The RNA-seq 

analysis of CML cells that received and did not receive stromal CD44 revealed that CD44 

transfer is linked to increased expression of genes related to cell adhesion, extracellular 

matrix remodeling, and cell migration. This was accompanied by increased activity of 

matrix metalloproteinases and higher invasiveness of these cells. Notably, in leukemic 

recipient cells, the endogenous CD44 was also upregulated at both mRNA and protein 

levels. Stroma-driven upregulation of CD44 in CML cells was associated with the 



activation of the pro-survival ERK/AP-1 pathway and stroma-mediated protection from 

tyrosine kinase inhibitors. In vitro, pharmacological targeting of the interaction between 

CD44 and its main ligand, hyaluronan, disrupted stroma-driven protection and sensitized 

CML cells to imatinib.  

 An additional aim of this study was to investigate the ultrastructure of TNTs, which 

are the primary mediators of CD44 transfer. Focused ion beam scanning electron 

microscopy (FIB-SEM) confirmed the presence of TNTs in the stroma-leukemia  

co-cultures. However, TNTs identified by confocal microscopy using the current standard 

criteria do not consistently meet them when examined at higher resolution, using volume 

electron microscopy. Therefore, it was proposed here that current approaches should be 

re-evaluated. Furthermore, the presented data contradicted the theory that TNTs are 

completely open structures, indicating the existence of a specific regulatory system 

controlling cargo transfer via TNTs.  

 In summary, the studies presented in this dissertation provide new insights into 

stroma-driven resistance associated with horizontal CD44 protein transfer mediated by 

TNTs, leading to transcriptional reprogramming of leukemia acceptor cells toward a more 

invasive and resistant phenotype. Additionally, these findings deepen the understanding 

of TNTs’ ultrastructure and critically evaluate the criteria and methodologies currently 

employed for their identification. 



STRESZCZENIE 

 Komunikacja międzykomórkowa, kluczowa dla prawidłowego 

funkcjonowania organizmu, jest również wykorzystywana przez komórki 

nowotworowe do interakcji z komórkami nowotworowymi i prawidłowymi komórkami 

mikrośrodowiska. Sprzyja ona wzrostowi komórek nowotworowych i ich adaptacji do 

zmieniających się warunków. W białaczkach mieloidalnych, w tym w przewlekłej 

białaczce szpikowej (ang. chronic myeloid leukemia, CML), komórki białaczki 

oddziałują w sposób bezpośredni i pośredni z komórkami w niszy szpiku kostnego. 

Kontakt ten jest kluczowy dla unikania odpowiedzi ze strony układu 

odpornościowego, rozwoju oporności na leczenie oraz przetrwania białaczkowych 

komórek macierzystych (ang. leukemic stem cells, LSCs). Wśród różnych form 

komunikacji międzykomórkowej, nanotunele (ang. tunneling nanotubes, TNTs) 

reprezentują niekonwencjonalny mechanizm bezpośredniej komunikacji 

międzykomórkowej. TNTs umożliwiają transfer różnego rodzaju materiału, w tym 

mitochondriów, pęcherzyków i białek, pomiędzy oddalonymi od siebie komórkami. 

Pomimo znaczących postępów w badaniach nad TNTs, wciąż istnieją istotne luki  

w wiedzy, które ograniczają pełne zrozumienie działania tych struktur, ich roli  

w rozwoju nowotworów i oporności na leczenie, a także potencjalnego zastosowania 

klinicznego.  

 Nasze wcześniejsze badania wykazały, że TNTs powstają między komórkami 

podścieliska szpiku kostnego (komórki stromalne) (ang. bone marrow stromal cells, 

BMSCs) i CML, oraz pośredniczą w transporcie pęcherzyków komórkowych i białek  

z komórek podścieliska do komórek białaczkowych. Efektem jest zwiększona 

oporność komórek-biorców na lek imatinib.  

 W niniejszej pracy zidentyfikowano CD44 jako jedno z białek stromalnych 

transferowanych bezpośrednio z komórek stromy do komórek białaczki. Celem pracy 

było zbadanie roli stromalnego CD44 w białaczkowych komórkach-biorcach. 

Transfer CD44 potwierdzono przy użyciu mikroskopii konfokalnej i cytometrii 

przepływowej i wykazano, że wymaga on bezpośredniego kontaktu komórek 

stromalnych i białaczkowych oraz jest zależny od TNTs. Analiza RNA-seq wykazała, 



że transfer CD44 wiąże się ze zwiększoną ekspresją genów związanych z adhezją 

komórkową, przebudową macierzy zewnątrzkomórkowej i migracją. Towarzyszyło 

temu zwiększenie aktywności metaloproteinaz macierzy oraz większa inwazyjność 

tych komórek. Co istotne, w komórkach-biorcach zaobserwowano również wzrost 

endogennego CD44, zarówno na poziomie mRNA, jak i białka. Zależna od stromy 

zwiększona ekspresja CD44 w komórkach CML była związana z aktywacją 

prożyciowego szlaku ERK/AP-1 i ochroną przed inhibitorami kinaz tyrozynowych.  

W warunkach in vitro farmakologiczne zahamowanie interakcji między CD44 a jego 

głównym ligandem, hialuronianem, zaburzało ochronę zależną od stromy  

i uwrażliwiało komórki CML na imatinib. 

 Dodatkowym celem pracy było zbadanie ultrastruktury TNTs, które są 

głównymi mediatorami transferu CD44. Skaningowa mikroskopia elektronowa  

z wiązką jonów skupionych (ang. focus ion beam scanning electron microscopy,  

FIB-SEM) potwierdziła obecność TNTs w hodowlach ko-kultur stromy i białaczki. 

Zauważono, że TNTs zidentyfikowane mikroskopią konfokalną nie zawsze spełniały 

standardowo stosowane kryteria w analizie przy użyciu FIB-SEM. Zaproponowano 

konieczność ponownej oceny obecnie stosowanych podejść metodologicznych  

i związanych z nimi kryteriów do oceny tych struktur. Ponadto przedstawione dane 

kwestionują teorię, zgodnie z którą TNTs są całkowicie otwartymi strukturami, 

wskazując na istnienie specyficznego systemu regulującego transfer poprzez TNTs.  

 Podsumowując, przedstawione w niniejszej rozprawie badania dostarczają 

nowych informacji na temat oporności zależnej od stromy, związanej z bezpośrednim 

transferem białek przez TNTs, który prowadzi do transkrypcyjnego 

przeprogramowania komórek CML w kierunku bardziej inwazyjnego i opornego 

fenotypu. Dodatkowo wyniki pogłębiają zrozumienie ultrastruktury TNTs oraz 

oceniają kryteria i metodologie obecnie stosowane do ich identyfikacji. 

 

 


