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Vioga tunelskih nanocevk v medcelicnem
sporazumevaniju in (pato)fiziologiji

The Role of Tunneling Nanotubes in Intercellular Communication and
(Patho)Physiology
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Medceli¢no sporazumevanje je osnovni proces, ki omogoc¢a normalen razvoj, obnovo in
preZivetje celic ter tkiv. Med nacine medcelicnega sprazumevanja uvrS¢amo tudi nedavno
odkrite tunelske nanocevke, ki so tanki cevasti membransko-citoplazemski izrastki, ki
in vitro in in vivo med seboj povezujejo razli¢ne tipe celic. Tunelske nanocevke delujejo
kot sporazumevalni tuneli, saj omogocajo, da se iz donorske celice v tar¢no celico pre-
nese celi¢ni tovor, kot so celi¢ni organeli, lipidi, beljakovine, nukleinske kisline in signal-
ne molekule, kot tudi neceli¢ni material, kot so patogeni in nanodelci. Kadar pride do
prenosa Skodljivega tovora (poSkodovani organeli, onkoproteini, patogeni), imajo tunel-
ske nanocevke patofizioloSko vlogo, saj sodelujejo tako pri nastanku bolezni kot tudi pri
njenem razSirjanju. Tunelske nanocevke razli¢nih tipov celic se razlikujejo po dolZini, pre-
meru, nastanku ter po sestavi citoskeletnih elementov. Iz strukturne heterogenosti tunel-
skih nanocevk najverjetneje izvirajo tudi raznolikosti v njihovi funkciji. Razumevanje
strukture in funkcije tunelskih nanocevk je nujno za razumevanje nastanka bolezni in moz-
nosti njihovega zdravljenja. Ta prispevek opisuje strukturne in molekularne lastnosti tunel-
skih nanocevk, njihov nastanek in njihove funkcije ter predstavlja nekatera najnovejsa
dognanja o uporabi tunelskih nanocevk v namene zdravljenja.

ABSTRACT

KEY WORDS: cytoskeletal elements, coculture, intercellular communication, oncoproteins, targeted
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Intercellular communication is a vital process that enables normal tissue development,
cell renewal, and survival. The recently discovered tunneling nanotubes are one of the
types of intercellular communication. They are thin tubular membrane-cytoplasmic pro-
trusions that connect different cell types in vitro and in vivo. Tunneling nanotubes act as
communication tunnels by allowing the transport of cellular cargo such as cell organelles,

" Doc. dr. Natasa Resnik, univ. dipl. biol., Institut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov
trg 2,1000 Ljubljana

2 Prof. dr. Mateja Erdani Kreft, univ. dipl. biol., In3titut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana; mateja.erdani@mf.uni-lj.si



322 Natasa Resnik, Mateja Erdani Kreft Vloga tunelskih nanocevk v medcelicnem sporazumevanju ...

lipids, proteins, nucleic acids, as well as non-cellular material such as pathogens and nano-
particles from the donor cell to the target cell. When a deleterious cargo (damaged
organelles, oncoproteins, and pathogens) is transferred, tunneling nanotubes play
a pathophysiological role by participating in both the onset of disease and its spread.
Tunneling nanotubes are thus highly heterogeneous in terms of function, and this is like-
ly also the origin of their structural heterogeneity. Tunneling nanotubes of different cell
types differ in length, diameter, formation, and composition of cytoskeletal elements.
Understanding the structure and function of tunneling nanotubes is critical to under-
standing disease and treatment options. This review describes the mechanisms of for-
mation and the role of tunneling nanotubes known to date and presents some of the latest

findings on the use of tunneling nanotubes for therapeutic purposes.

uvobD

Sposobnost medsebojnega sporazumevanja
celic je predpogoj za fizioloSko delovanje
celic, tkiv in organizmov. V patofizioloSkih
okoljih lahko medceli¢no sporazumevanje
kot odziv na neugoden okoljski stres pris-
peva k nastanku in napredovanju bolezni
ter k preZivetju celic, tkiv ali organizmov.
Sporazumevanje poteka na dolge razdalje
s stikom (kontaktno, neposredno) ali brez
njega (nekontaktno, posredno). Brez stika
poteka s signalnimi molekulami, ki dose-
Zejo membranske receptorje oddaljenih
celic. Primer je endokrino signaliziranje,
kjer endokrine celice sproS¢ajo hormone
v krvoZilje in sproZijo odziv v tar¢nih celi-
cah v telesu. Po krvoZilju se lahko raz-
Sirjajo tudi zunajcelicni vezikli. To so vezikli,
obdani s fosfolipidnim dvoslojem, ki nasta-
jajo z odcepljanjem neposredno iz plazma-
leme donorske celice (mikrovezikli ali
ektosomi) ali pa z eksocitozo multiveziku-
larnih teles (eksosomi). V notranjosti vezik-
lov so sestavine donorske celice, kot so npr.
beljakovine, lipidi in nukleinske kisline, in
ti ob zlivanju veziklov s tar¢no celico vpli-
vajo na njeno delovanje.

Neposredno sporazumevanje 0z. Spo-
razumevanje s stikom poteka na krajSe
razdalje preko presledkovnih stikov. Gre
za medcelicne kanalcke, ki jih gradijo
beljakovine koneksini in predstavljajo ne-
posredno povezavo citoplazme dveh celic.

Kanalcek je prehoden samo za ione in majh-
ne vodotopne molekule velikosti<1 kDa.
Sporazumevanje s stikom je mozZno tudi na
daljSe razdalje s tunelskimi nanocevkami
(angl. tunneling nanotubes, TNT), o katerih
so pred 20 leti prvi¢ porocali Rustom in
sodelavci (1). Ta nacin sporazumevanja
bomo v prispevku natanéneje opisali.

TNT so prvi¢ opazili med Zivimi celi-
cami linije PC12, ki izvirajo iz tumorja
nadledvicne Zleze podgane (feokromocito-
ma), in med celicami linije normalnih pod-
ganjih ledvicnih (angl. normal rat kidney,
NRK) celic. V celicah linije PC12 in NRK so
TNT s fluorescen¢nim mikroskopom opa-
zili kot drobne membransko-citoplazemske
strukture po oznacitvi celice s fluorescen-
¢nim oznacevalcem plazmaleme. 3D-re-
konstrukcija slik je pokazala, da imajo TNT
premer 50-200 nm, dolZino nekaj premerov
celice ter da so TNT redko razvejane in brez
povezave s podlago gojilne posode. Vloga
TNT v medceli¢nem sporazumevanju je bila
dokazana s snemanjem prenosa lizosomov
znotraj TNT z oznacevalcem LysoTracker™
(Thermo Fisher Scientific Inc.®, Waltham,
Massachusetts, ZDA) v Zivih celicah, vklju-
cenost aktivnega prenosa z aktinskimi fila-
menti pa z imunooznafevanjem motornega
proteina miozina Va (1).

TNT so cevasti membransko-citopla-
zemski izrastki, ki povezujejo celice in vitro
in in vivo. Znotraj TNT se prenaSajo celi¢ne
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sestavine, kot so organeli (mitohondriji,
endosomi, ribosomi, vezikli iz Golgijevega
aparata), lipidne kaplje, kratkoveriZne
nukleinske kisline, npr. mikro-RNA (miRNA),
omogocajo pa tudi prenos neceli¢nih sesta-
vin, kot so nanodelci, bakterije, virusi in belja-
kovinski skupki (2). Raznolikost tovora kaZe
na fizioloSko in patofizioloSko vlogo TNT
v vecceli¢nih organizmih, sodelujejo namre¢
tudi pri Sirjenju nalezljivih in nevro-
degenerativnih bolezni ter imajo pomembno
vlogo pri razvoju rakavih obolenj (2, 3).
Medceli¢no sporazumevanje je v hetero-
genem tumorskem mikrookolju kriticnega
pomena pri napredovanju bolezni, saj lahko
vodi v razvoj odpornosti na kemoterapevti-
ke. Raziskave TNT med rakavimi celicami ter
med rakavimi in normalnimi (zdravimi)
celicami in vitro, in vivo in na biopsijah bol-
nikov z rakom pripomorejo k razumevanju
nastanka in napredovanja te bolezni. S tem
se odpirajo tudi nove moZnosti za razvoj
ucinkovitejSega zdravljenja raka.

Na InStitutu za biologijo celice Medicin-
ske fakultete Univerze v Ljubljani razisku-
jemo medceli¢no sporazumevanje s TNT
med rakavimi in normalnimi urotelijskimi
celicami (epitelijske celice senega mehur-
ja) (4-7). Raziskave potekajo na rakavih in
normalnih urotelijskih celicah in vitro
v monokulturah, kjer preucujemo TNT
med celicami enega tipa, ter v kokulturah,
kjer preucujemo TNT med celicami obeh
tipov. Monokulture uporabljamo predvsem
za ugotavljanje osnovnih znacilnosti TNT,
kot so frekvenca pojavljanja, dolZina, debe-
lina, citoskeletna in lipidna sestava. Ko-
kulture uporabljamo kot model, ki posnema
sporazumevanje med normalnimi in raka-
vimi celicami in vivo. Ugotoviti namrec Zeli-
mo, ali se v stresnih razmerah poveca tvor-
ba TNT in koliko stresne razmere vplivajo
na prenos tovora iz rakavih celic v normalne
in obratno ter kako s tem vplivajo tudi
na napredovanje ali nazadovanje bolezni.
Kljucni metodi za raziskovanje TNT sta
svetlobna in elektronska mikroskopija.

MORFOLOSKE IN MOLEKULARNE

LASTNOSTI TUNELSKIH NANOCEVK

MorfoloSke in molekularne lastnosti TNT

v najvecdji meri poznamo iz raziskovanj

v klasi¢nih dvodimenzionalnih (2D) celi¢nih

kulturah. Od tod tudi izhajajo osnovna

merila za dolo¢itev TNT.
TNT prepoznamo po tem (8):

- da povezujejo celice na razdalji, daljsi od
10 pm,

+ danimajo stika s podlago in imajo aktin-
ske filamente kot osnovne citoskeletne
gradnike ter tudi

- da omogocajo prenos razli¢nega tovora
med celicami, kot so ioni, beljakovine,
RNA in organeli.

NaSteta merila morajo biti izpolnjena, da
TNT lo¢imo od celi¢nih izrastkov - filo-
podijev. Filopodiji so dinamicni, kratki celic-
ni izrastki, obi¢ajno dolgi < 5 pm, pritrjeni
so na podlago in ne omogocajo izmenjave
snovi med celicami, saj niso medceli¢ne
povezave. Med celicami v klasi¢ni 2D-kul-
turi nastajajo bolj ali manj ravne TNT.
Lo¢imo homotipicne TNT, ki povezujejo
celice istega tipa, ter heterotipi¢ne TNT, ki
povezujejo razlicne tipe celic. Nekatere TNT
imajo razcepiSca in odebelitve, imenovane
gondole (9, 10). S korelativno svetlobno-
-elektronsko mikroskopijo so ugotovili, da
so gondole mesta nahajanja vecjih veziklov
in organelov (10). Z matemati¢nim mode-
liranjem so ugotovili, da je nastanek gon-
dol posledica molekularne heterogenosti
v membrani, kar se pojavi bodisi zaradi agre-
gacije beljakovin bodisi zaradi sestave mem-
brane (11). TNT najdemo tudi v 3D-in vitro
modelih, kot so sferoidi in organoidi, ter in
vivo v zdravem tkivu in tumorskih tkivih bol-
nikov (12-10). V slednjih so nasli ravne in
ukrivljene TNT ter tudi TNT z odebelitva-
mi (gondolami) (15-17).

TNT so morfoloSko (glede na dolZino,
premer) in molekularno (glede na cito-
skeletno sestavo, tovor) zelo heterogene
(tabela 1). Heterogenost se pojavlja znotraj
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Tabela 1. Primeri tunelskih nanocevk (angl. tunneling nanotubes, TNT) razli¢nih tipov celic in njihove last-
nosti. F-aktin - fibrilarni aktin, ND - ni doloceno, NPU - normalne urotelijske celice (angl. normal porcine

urothelial).
Celicni tip DolZzinaTNT  Citoskeletni Tovor Reference
(um) elementi
Celice tumorja nadledvicne 6 F-aktin mitohondriji, (1)
7leze (feokromocitom, endosomi, lizosomi
linija PC12)
Limfociti B 22 F-aktin, vezikli, lizosomi, (22)
o-tubulin mitohondriji
Metastatske celice debelega 100 ND onkoprotein K-Ras (23)
trevesa (linija LoVo)
Celice mikroglije 10-20 F-aktin, mitohondriji, (24)
(linija HMC3) o-tubulin o-sinuklein
NPU 105 F-aktin, mitohondriji, lizosomi, (6)
o-tubulin, vezikli Golgijevega
citokeratin 7 aparata
Neinvazivne urotelijske ND F-aktin, ND 9)
celice papiloma (linija RT4) citokeratin 7
Misi¢no invazivne urotelijske 32 F-aktin, mitohondriji, (6)
celice (linija T24) citokeratin 7, lizosomi, vezikli
a-tubulin Colgijevega aparata

iste celi¢ne linije v danih fizioloSkih razme-
rah, dodatno pa k heterogenosti prispevajo
stresne razmere, izzvane s fizikalnimi ali
kemijskimi dejavniki, kot sta ultravijoli¢no
(UV) sevanje in brezserumski hranilni medjij
(18, 19). Tako celice PC12 tvorijo manj TNT,
ki vsebujejo ve¢ mikrotubulov, kadar so ob-
sevane z UV-sevanjem, kot kadar niso. Gojenje
celic v brezserumskem hranilnem mediju je
v astrocitih in nevronih sproZilo nastanek vec-
jega Stevila TNT, v urotelijskih rakavih celi-
cah pa se je Stevilo TNT zmanjSalo (19, 20).

Dolzina in premer tunelskih
nanocevk

DolZina TNT se razlikuje tako med razlic-
nimi tipi celic kot znotraj istega celinega
tipa (tabela 1). Ve¢ina TNT in vitro je dol-
gih od 10 do ve¢ 100 pm. DolZina TNT je
dinamicno uravnana, saj se s premikanjem
dveh celic, ki sta povezani s TNT, spremin-
ja tudi dolZina TNT. Zanimiva je primerja-
va dolZine TNT normalnih in rakavih uro-

telijskih celic in vitro (slika 1). Normalne
urotelijske celice imajo TNT dolge pov-
precno 105 pm, rakave pa 32 pm (6). Med
normalnimi urotelijskimi celicami je bila
dolZina najdalj§ih TNT priblizno 300 pm.
TNT med normalnimi celicami povezuje-
jo vec¢je skupine celic (t. i. celi¢ne otocke),
medtem ko TNT med rakavimi urotelijski-
mi celicami povezujejo posamicne, sosed-
nje celice (slika 1).

Tako kot dolZina se tudi premer TNT med
razli¢nimi tipi celic razlikuje. TNT celic feo-
kromocitoma imajo premer 50-200nm, TNT
limfocitov pa 180-380nm (1, 25). Premer
TNT ¢loveskih makrofagov je lahko tudi vedji
od 700nm (20). Debelina TNT je povezana
tudi z vsebnostjo citoskeletnih elementov.
V tanjSih cevkah (premer <700nm) se
nahajajo aktinski filamenti, v debelejSih
(premer > 700 nm) aktinski filamenti in
mikrotubuli ter v nekaterih primerih tudi
intermediarni filamenti (7). Z njihovo vklju-
¢itvijo se poveca tudi trdnost TNT (6, 25, 26).
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B normalne urotelijske
celice NPU

A rakave urotelijske celice T24

Slika 1. Tunelske nanocevke (angl. tunneling nanotubes, TNT) med urotelijskimi celicami. TNT v mono-
kulturi rakavih (A) in normalnih urotelijskih celic (B) ter kokulturi rakavih in normalnih urotelijskih celic (C, D).
TNT med rakavimi celicami so krajse, Stevilénejse in povezujejo celice na krajsih razdaljah kot TNT med
normalnimi urotelijskimi celicami (A). TNT med normalnimi celicami so dolge in povezujejo vecje skupi-
ne celic (t. i. celitne otocke) (B) (7). V kokulturi normalnih in rakavih celic nastajajo TNT, ki povezujejo nor-
malne in rakave urotelijske celice (glave pusgic) (C, D). Slike so posnetki zivih celic, posnetih z invertnim
mikroskopom. NPU - normalne urotelijske celice (angl. normal porcine urothelial), T24 - linija mi3i¢no inva-

zivnih urotelijskih celic.

Citoskeletni elementi

v tunelskih nanocevkah
Citoskeletni elementi sodelujejo pri izras-
¢anju TNT, so oporni elementi TNT ter sku-
Ppaj z motornimi proteini omogocajo prenos
tovora znotraj TNT. Zastopanost citoskelet-
nih elementov v TNT je odvisna od tipa
celic (tabela 1). Razlikujemo TNT z enim
citoskeletnim elementom (monocitoske-
letne TNT), z dvema razli¢nima citoskelet-
nima elementoma (bicitoskeletne TNT) in
s tremi razli¢nimi citoskeletnimi elemen-
ti (tricitoskeletne TNT) (6). Aktinski fila-
menti veljajo za glavne gradnike in s tem
tudi oznacevalce TNT. Mikrotubuli se lahko
v TNT nahajajo kot posamicni citoskeletni

gradniki ali skupaj z aktinom oz. z inter-
mediarnimi filamenti, npr. s citokeratini
v urotelijskih celicah in s kislimi glialnimi
fibrilarnimi beljakovinami (angl. glial fibril-
lary acidic protein, GFAP) v astrocitih (27).
V TNT so prisotni razli¢ni a-tubulini kot
osnovni gradniki mikrotubulov. Acetiliran
in tiroziniran a-tubulin prispevata k sta-
bilnejsi obliki TNT (26). Tako mikrotubuli
kot tudi intermediarni filamenti povecajo
togost TNT in s tem podaljSajo njihovo
Zivljenjsko dobo (21, 28). Tricitoskeletno
sestavo TNT smo prvi¢ odkrili v TNT nor-
malnih in rakavih urotelijskih celic (slika 2).
V normalnih urotelijskih celicah je bilo
57 %, v rakavih urotelijskih celicah pa 53 %
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Slika 2. Citoskeletni elementi v tunelskih nanocevkah (angl. tunneling nanotubes, TNT) normalnih uro-
telijskih celic. Na zdruzZeni sliki (A) sta vidni dve TNT (glava pusgice in pu€ica). TNT z bicitoskeletno sesta-
vo (glava puscice) vsebujejo intermediarne filamente (C) in mikrotubule (D), TNT s tricitoskeletno sestavo
(pustica) pa vse tri citoskeletne elemente (B, C, D). Aktinski filamenti (fibrilarni aktin (F-aktin)) so ozna-
¢eni s faloidinom, intermediarni filamenti s primarnimi protitelesi proti citokeratinu 7 in mikrotubuli

s primarnimi protitelesi proti o--tubulinu.

TNT s tricitoskeletno sestavo. V TNT z bi-
citoskeletno sestavo je v normalnih in
rakavih urotelijskih celicah prevladovala
kombinacija aktinskih filamentov in mikro-
tubulov. Monocitoskeletne TNT v normal-
nih urotelijskih celicah so vsebovale
intermediarne filamente (citokeratin 7),
v rakavih urotelijskih celicah pa aktinske
filamente (6). Ugotovili smo tudi, da se
v nekaterih TNT urotelijskih celic mikro-
tubuli razporejajo okoli intermediarnih
filamentov v obliki vijacnice (4). TakSna
organizacija domnevno pripomore k stabi-
lizaciji TNT med njenim raztegovanjem ali
krcenjem, ki se pojavi zaradi oddaljevanja
ali pribliZevanja celic.

Kljub pomanjkanju specifi¢nega ozna-
Cevalca lahko TNT prepoznamo tako, da
fluorescen¢no oznacimo plazmalemo ali
citoskeletne elemente ter tanke povezave
med celicami poiS¢emo s fluorescencnim
mikroskopom. Razumevanje sestave TNT
na molekularni ravni je Se vedno pomanj-
kljivo, saj se soo€amo z glavno oviro - osa-
mitvijo posameznih TNT. Za raziskovanje
TNT sta trenutno poglavitni tehniki svetlo-
bna in elektronska mikroskopija ter kom-
binacija obeh. Zaradi svoje tanke strukture
TNT niso enostavne za raziskovanje, saj so
obcutljive na mehanski stres, kemijsko fik-
sacijo, osvetljevanje in temperaturne spre-
membe (25, 29).

PRENOS PO TUNELSKIH
NANOCEVKAH
Tovor, ki se prenaSa po TNT, zajema tako
celi¢ne kot neceli¢ne sestavine, ki se pre-
nasajo po citoplazmi TNT ali membranski
zunajcelicni strani TNT (slika 3). Med celi-
¢nimi sestavinami, ki se prena3ajo po cito-
plazmi, so bili v TNT dokazani deli endo-
plazemskega retikuluma, vezikli Golgijevega
aparata, endosomi, lizosomi, mitohondriji,
lipidne kaplje in miRNA. Po plazmalemi
TNT se prenaSajo transmembranske belja-
kovine, kot so npr. transferinski receptor,
dendriti¢nim celicam specifi¢na trans-
membranska beljakovina (angl. dendritic
cell-specific transmembrane protein, DC-
-STAMP) in mutirani K-Ras. Po citoplazmi
TNT se prena$ajo tudi neceli¢ne sestavine,
kot so patogeni (virusi, prioni, bakterije),
amiloidni skupki, nanodelci ter ioni (30-34).
Prenos bakterij Mycobacterium bovis bacil-
lus Calmette-Guerin (BCG) je prisoten na
zunajceli¢ni strani membrane TNT (20).
Prenos tovora po citoplazmi TNT zah-
teva, tako kot prenos po citoplazmi celice,
citoskeletne elemente, motorne proteine in
ATP. Motorni proteini so encimi ATPaze, ki
hidrolizirajo ATP. Energija, ki se sprosti ob
cepitvi vezi med ADP in fosfatom, omogo-
¢i konformacijsko spremembo, zaradi cesar
se motorni protein premakne vzdolZ cito-
skeletnega elementa (35). Motorni proteini,
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Slika 3. Shematski prikaz prereza tunelskih nanocevk (angl. tunneling nanotubes, TNT). Prenos po TNT
poteka enosmerno ali dvosmerno, z motornimi proteini (niso prikazani) ter po aktinskih filamentih in mikro-
tubulih. Po citoplazemskem delu TNT se lahko prenasajo mitohondriji, razli¢ne beljakovine in mikro-RNA
(miRNA), vezikli, lipidne kapljice ter nanodelci. Nekateri mikroorganizmi izkorid¢ajo TNT za prenos iz ene celi-
ce v drugo, in sicer po citoplazemskem delu TNT ali po zunajceli¢ni povrsini membrane TNT. TNT - tunel-

ske nanocevke (angl. tunneling nanotubes), miRNA - mikro-RNA.

kinezini in dineini, omogocajo prenos tovo-
ra po mikrotubulih, medtem ko miozini
omogocajo prenos tovora po aktinskih fila-
mentih. S prisotnostjo miozinov Va in X je
bil dokazan prenos po aktinskih filamentih
v TNT (1, 36). Tudi v TNT urotelijskih celic
smo dokazali miozin Va ter dinein, ki tovor
premika proti minus koncu mikrotubulov,
in kinezin 5B, ki premika tovor proti plus
koncu mikrotubulov. Tako smo potrdili
dvosmerni prenos po mikrotubulih po TNT
(37). Poleg razpoloZljivih motornih protei-
nov je prenos tovora v tar¢no celico odvi-
sen tudi od ultrastrukture podrodja, kjer se
TNT pripenja na tarc¢no celico. Znano je, da
so TNT lahko odprtega tipa (angl. open-ended

TNT) ali zaprtega tipa (angl. close-ended
TNT) (slika 4). Pri TNT odprtega tipa je med
donorsko in tar¢no celico neposredna pove-
zava citoplazme in plazmaleme TNT ter tar-
¢ne celice, ki omogoca prehod vedjim
molekulam in celi¢nim organelom. Pri TNT
zaprtega tipa pa je na meji med TNT in plaz-
malemo tarcne celice presledkovni stik, ki
omogoca le prehod majhnih molekul veli-
kosti < 1 kDa ter kalcijevih ionov (slika 4).
Le-ti se najverjetneje Sirijo iz donorske
v tar¢no celico v smeri koncentracijske-
ga gradienta (38). Prenos bakterij BCG po
zunanji strani TNT makrofagov poteka
tako, da se bakterije najprej ujamejo na
povrsino TNT, nato pa se s konstitutivnim
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Slika 4. Nacina povezovanija celic s tunelskimi nanocevkami (angl. tunneling nanotubes, TNT). Kadar se
na mestu povezave plazmalema TNT in plazmalema taréne celice zlijeta (pustica), nastane TNT odprtega
tipa (A). Kadar do zlitja ne pride in ni neposredne povezave med citoplazmama povezanih celic (pucica),

nastane TNT zaprtega tipa (B).

tokom gradnikov plazmaleme pomikajo
proti taréni celici, ki jih fagocitira (20).
Endocitoza je tudi eden od na¢inov prenosa
snovi v TNT zaprtega tipa. Prehod tovora
po TNT iz donorske celice v taréno celico
se sproZi, pospesi ali poveca zaradi stres-
nih razmer (hipoksija, H,O,, pomanjkanje
seruma, UV-sevanje) (39).

VLOGA TUNELSKIH
NANOCEVK V FIZIOLOSKIH IN
PATO(FIZIOLOSKIH) PROCESIH
Ceprav vefina raziskav prikazuje vliogo
TNT pri nastanku ali raz8irjanju bolezni, pri-
spevajo tudi k ohranjanju funkcij in homeo-
staze zdravega tkiva (slika 5). Od narave
tovora je odvisno, ali bodo TNT delovale
v prid zdravemu ali bolezenskemu stanju.
V nadaljevanju bomo osvetlili primere,
kjer TNT prispevajo k normalnemu delo-
vanju celic, ter njihovo vlogo pri nastanku
in poteku razli¢nih bolezni.

Vloga tunelskih nanocevk

v fizioloskih procesih

Vloga TNT je bila posredno dokazana pri
angiogenezi razvijajocih se moZganov ¢lo-
veka, in sicer na tkivnih rezinah zarodka
v 22. tednu gestacije. Errede in sodelavci so

nasli TNT, ki so povezovale pericite krvno-
-moZganske pregrade s periciti oddaljenih
Kkapilar (40). Nakazana je bila tudi vloga TNT
pri hitrejSi in boljSi predstavitvi antigenov.
V tem primeru so ugotovili, da se po mem-
branski strani TNT celic raka maternicne-
ga vratu, imenovanih Hela (osamitev iz
tumorja bolnice Henriette Lacks), prenaSajo
molekule glavnega kompleksa tkivne sklad-
nosti humanega levkocitnega antigena A2
(HLA-A2) (41).V drugem primeru pa so ugo-
tovili, da je izraZanje beljakovine LST1
(angl. leukocyte-specific transcript 1) spod-
budilo sestavljanje molekularnega kom-
pleksa, odgovornega za tvorbo TNT, kar je
pospesilo prenos HLA-A2 med celicami
(42). Tudi pri diferenciaciji osteoklastov, zla-
sti v procesu zlivanja predhodnikov osteo-
Kklastov in vitro in in vivo, so se pojavili
Stevilni TNT. Po TNT so opazili hiter pre-
nos DC-STAMP, transmembranske belja-
kovine, ki je bistvena za zlivanje celic pri
osteoklastogenezi (43, 44).

Vloga tunelskih nanocevk

v (pato)fizioloskih procesih
Prispevek TNT v patologiji je, da omogo-
¢ajo prenos in razsirjanje za celice Skodlji-
vega tovora, kot so onkoproteini, poSkodo-
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Slika 5. Tunelske nanocevke so vpletene v celi¢ne procese, ki lahko vodijo v patoloske spremembe, ali pa

so del normalne fiziologije celic.

vani organeli, virusi, bakterije, infektivni
delci (prioni, serumski amiloid A, a-sinuklein,
virioni) (slika 3). Tako ¢revesne rakave celi-
ce LoVo z mutirano razli¢ico virusnega
onkogenega homologa Kirsten podganjega
sarkoma (angl. Kirsten rat sarcoma, KRAS)
s pomocjo TNT prenesejo mutiran onko-
protein K-Ras v ¢revesne rakave celice div-
jega tipa brez mutirane razlicice. Med raka-
vimi celicami z izraZenim KRAS je smer
prenosa onkoproteina K-Ras iz bolj agre-
sivnih donorskih celic v manj agresivne
tarcne Crevesne rakave celice (23). Prido-
bitev onkoproteina K-Ras poveca fosfori-
lacijo kinaze, uravnavane z zunajceli¢nim
signalom (angl. extracellular signal-regulat-
ed kinase, ERK), in poveca nastanek TNT

v tar¢nih celicah brez K-Ras (23). Celice
glioblastoma lahko preko TNT pridobijo
mitohondrije iz zdravih astrocitov iz tu-
morskega mikrookolja, zaradi cesar pride
do povecane proliferacije celic in sinteze
ATP rakavih celic ter ohranitve rakotvor-
nosti (45).

Tudi toksicni beljakovinski skupki, kot
so prioni, amiloid B, tau, mutirani hunting-
tin (mHTT) in a-sinuklein, ki se kopicijo
pri nevrodegenerativnih boleznih, kot so
Alzheimerjeva, Parkinsonova in Hunting-
tonova bolezen, se prenaSajo po TNT. Izpo-
stavili bomo a-sinuklein, ki je presinapti-
¢na beljakovina, katere skupki imajo klju¢no
vlogo pri nastanku Parkinsonove bolezni,
saj se kopicijo v nevronih in povzrocajo
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vnetje ter celicno smrt. Izkazalo se je, da
TNT, ki nastanejo med celicami mikro-
glije, in TNT med nevroni in celicami mikro-
glije, omogocajo prenos tako a-sinukleina
kot mitohondrijev (24). Po TNT se a-sinu-
Kklein prena$a znotraj lizosomov (46). Skupki
a-sinukelina se prenaSajo predvsem iz
nevronov v celice mikroglije, kar se pred-
videva kot mehanizem za razbremenitev
nakopicenih skupkov in s tem zmanjSanje
vnetja. Se ve¢, v nasprotni smeri celice
mikroglije prenaSajo mitohondrije, pred-
nostno v nevrone, nakopicene z a-sinu-
Kkleinom, kar predstavlja morebitni reSevalni
mehanizem (24). Celice mikroglije, ki so
jih darovali bolniki s Parkinsovo boleznijo,
so pokazale slabSo zmoZnost za prenos
skupkov po TNT, kar je vodilo v povec¢ano
vnetje ter celino smrt celic mikroglije
(47). Tovrstne ugotovitve govorijo v prid
pomenu TNT pri medsebojnih interakcijah
nevronov in celic mikroglije.

Tudi HIV-1 npr. izkori§¢a TNT za §iri-
tev iz ZariS¢ne okuZene celice v okoliSke
zdrave celice. Zelo verjetno lahko virusi tudi
nadzorujejo nastajanje TNT med okuZbo,
tako da sproZijo tvorbo TNT in s tem stop-
njujejo razsirjanje (25, 48). Tudi koronavirus
hudega akutnega respiratornega sindroma
tipa 2 (angl. severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2, SARS-CoV-2) se lahko
iz ene celice v drugo $iri tako po citoplaz-

mi znotraj veziklov, obdanih z dvojno mem-
brano, kot po zunajceli¢ni strani membra-
ne TNT (49). Prenos veziklov znotraj TNT
posredujejo aktinski filamenti z miozinom
Va (1). Za raz8irjanje okuZbe z BCG je bilo
ugotovljeno, da se prenaSa po zunajceli¢ni
strani TNT in v tar¢no celico vstopi s fago-
citozo (20). Raziskave torej kaZejo na vec-
plastno vlogo TNT, ki je lahko povezana
z razli¢nimi bolezenskimi stanji. Navedeni
primeri tako izpostavljajo njeno vlogo pri
nastanku in napredovanju raka, nevro-
degenerativnih boleznih ter pri Sirjenju
virusnih in bakterijskih okuZzb.

NASTANEK TUNELSKIH
NANOCEVK

Za ugotovitev nacina nastanka TNT je
potrebno snemanje Zivih celic, saj oznace-
valci, ki bi TNT lo€evali po na¢inu nastan-
ka, niso znani. TNT nastanejo na dva nacina.
Pri prvem nacinu nastanejo z oddaljevanjem
tesno stikajocih se celic (slika 6), kar je pre-
vladujoci nacin nastajanja TNT in vitro. Pri
drugem nacinu nastanejo z rastjo filopodiju
podobnega izrastka proti taréni celici oz.
s povezovanjem celic (slika 6). Ta nacin je
bolj znacilen za relativno negibljive celice
(npr. nevrone in epitelijske celice) (50). Za
stabilno pritrditev TNT na tarc¢no celico so
pomembne beljakovine adherentnih sti-
kov, N-kadherini in B-katenini (7, 9, 51, 52).

Slika 6. Dva nacina nastanka tunelskih nanocevk (angl. tunneling nanotubes, TNT). Nastajanje TNT z od-
daljevanjem celic (angl. keeping contact TNT) (A). Pritrjeni celici (1) se lo€ita (11), z oddaljevanjem pa med
njima nastane TNT (I11). Nastajanje TNT z rastjo filopodiju podobnega izrastka (angl. making contact TNT)
(B). Filopodiju podoben izrastek (I) se izteza proti sosednji celici po podlagi (1l). Ko s celico vzpostavi stik, nasta-
ne TNT, ki nima ve¢ stika s podlago (111).
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TNT se spontano tvorijo v fizioloSkih
razmerah, vendar jih celice pod vplivom
stresnih dejavnikov tvorijo vec¢. Nastajanje
TNT pospeSujejo vnetje, oksidativni stres,
hiperglikemicni medij, pomanjkanje seru-
ma, nizek pH in UV-sevanje (53, 54). Ko so
naredili kokulturo s stresiranimi astrociti
(celice so predhodno izpostavili brezserum-
skemu hranilnemu mediju ali hranilnemu
mediju z dodanim H,0,) in nestresiranimi
astrociti, so TNT vedno tvorile stresirane
celice proti nestresiranim celicam in ne
obratno (19). Po TNT so se prenesli nepo-
Skodovani mitohondriji iz nestresiranih
celic v stresirane celice feokromocitoma
PC12 in ledvi€ne tubularne celice, s ¢imer
so se stresirane celice izognile apoptozi
(43, 44). Primer Skodljivega TNT-sporazu-
mevanja pa so odkrili med celicami glio-
blastoma in netumorskimi astrociti, kjer je
zaradi TNT-povezav priSlo do prilagoditve
netumorskih astrocitov na hipoksijo in na
tumorsko presnovo (55). V nasih raziskavah
na kokulturah rakavih in normalnih uro-
telijskih celic smo ugotovili, da celice, ki
jih je Stevil¢no manj, tvorijo TNT do celic,
ki jih je Stevil¢no ve¢. Torej, ko smo nasa-
dili rakave in normalne urotelijske celice
v razmerju 1:40, so rakave celice tvorile
pribliZno osemkrat ve¢ TNT do normalnih
celic kot normalne celice TNT do rakavih
celic (37).

Kljub poznavanju nekaterih molekul
pri nastanku TNT pri posameznih tipih
celic so splosni spodbujevalci nastanka
TNT in signalne poti, vklju€ene v nastanek
TNT, Se slabo poznani. Zelo verjetno je, da
razli¢ni mehanizmi prevladujejo v razli¢nih
vrstah celic. Pri zacetku nastanka TNT ima
pomembno vlogo polimerizacija aktina
(56). V astrocitih se TNT oblikujejo med
stresiranimi in nestresiranimi celicami.
Njihovo tvorbo v glavnem nadzira trans-
kripcijski dejavnik p53. V nevronih in
astrocitih oksidativni stres povzroci akti-
vacijo p53, ki posledi¢no poveca izraZzanje
receptorja epidermalnega rastnega dejav-

nika (angl. epidermal growth factor receptor,
EGFR), aktivira signalno pot PI3K/Akt/
mTOR in sproZi nastanek TNT (19). V makro-
fagih in podocitih pa je nastanek TNT spro-
Zen z izraZanjem citosolne beljakovine
M-Sec, preko katerega se proZi polimeri-
zacija globularnega aktina (G-aktin) in ki
sproZi zaCetek izvihavanja plazmaleme za
tvorbo TNT (57, 58).

TUNELSKE NANOCEVKE IN VIVO
Pomembna prelomnica pri raziskovanju
TNT je bilo odkritje TNT med celicami
imunskega sistema in vivo, in sicer med
mieloidnimi celicami v roZenici zdrave
miSi (15). TNT so odkrili tudi med makro-
fagi v miSi¢nem tkivu miSi, med osteo-
Kklasti pri podganah ter med periciti v krvno-
-mozganski pregradi cloveSkega zarodka
(17,40, 59). V rakavem tkivu so TNT odkri-
li v vzorcih tumorjev humanega plju¢nega
karcinoma in mezotelioma, tumorjih jajénika
in karcinoma grla (16, 60). Funkcionalne
raziskave na TNT so bile narejene na misih
z gliomi in miSih z intrakranialno injekci-
jo fluorescencno oznacenega a-sinukleina
(47, 61).

Skupna lastnost TNT v tkivih je, da so
pogosto ukrivljene, saj druge celice in gost
preplet molekul v medceli¢nini preprecujejo,
da bi se celice povezale z ravnimi TNT na
najkrajsi razdalji (15, 106).

Raziskovanje TNT v tkivih je pomem-
bno tako za razumevanje njihove fizioloSke
vloge kot tudi vloge TNT pri nastanku in
razvoju bolezni, vendar je raziskav o TNT
v tkivih neprimerljivo manj kot o TNT in
vitro. Velik izziv je namre¢ prepoznava
TNT v zapletenem veccelicnem okolju
z veliko medceli¢nine, kot so Zivalski mode-
li ali tumorske resekcije. Prav tako Se ne
poznamo znacilnega oznacevalca TNT, lo¢-
ljivost svetlobne mikroskopije pa ne omo-
goca morfoloSke opredelitve teh povezav
v tkivnem okolju. Naslednji korak pri dolo-
¢anju patofizioloSke vloge TNT v boleznih
bo tudi povezati nove izsledke z etiologijo,
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napredovanjem in odzivom teh bolezni na
trenutne nacine zdravljenja.

MOZNOSTI UPORABE TUNELSKIH
NANOCEVK V KLINIENE NAMENE
Kljub temu da so raziskave o TNT Se vedno
zelo bazic¢ne, rezultati kaZejo na njihov
morebiten pomen pri zdravljenju. V razis-
kavah so TNT predstavljene predvsem kot
strukture, ki jih pri zdravljenju tar¢imo, ali
kot strukture za tar¢no dostavo ucinkovin.
V prvem primeru TNT predstavljajo mozno
tarco za zdravila, ki bi s prekinitvijo TNT
prekinila medceli¢ni prenos signalov, onko-
genih beljakovin, miRNA in spodbujeval-
cev celi¢nih delitev ter s tem ustavila rast
in Siritev tumorja (62). Namre¢, TNT med
rakavimi celicami ter rakavimi in stro-
malnimi celicami, ki tvorijo tumorsko
mikrookolje, zelo verjetno pripomorejo
k razvoju in napredovanju tumorja ter
k pripravi na invazijo tumorja in nastanek
zasevkov (63, 64). Ker se iz endotelijskih
celic v rakave celice po TNT prenaSajo
mitohondriji in z njimi povezana odpornost
na kemoterapevtike, bi tako s tar¢enjem
TNT lahko preprecili odpornost rakavih
celic na kemoterapevtike (63). Tar¢na zdra-
vila, ki bi porusila TNT, bi bila zlasti korist-
na kot pomoZno zdravljenje v pooperativ-
nem procesu, ko se ostanek posamic¢nih
rakavih celic s pomocjo TNT lahko ponov-
no poveZe med sabo v maligni tumor (0).
Ceprav specifi¢ni zaviralci nastajanja TNT
Se niso bili opisani, se nastajanje TNT in
vitro lahko prekine z uporabo toksinov, ki
depolarizirajo aktinske filamente, kot sta
npr. citohalazin D ali latrunkulin A (39).
Po drugi strani bi TNT-povezave lahko
uporabili za izboljSanje prenosa med celi-
cami in spodbujanje dostave terapevtikov
do teZko dostopnih populacij celic. Ker se
po TNT prena$ajo tudi liposomi, nano- in
mikrodelci, bi lahko v prihodnosti s konju-
gacijo le-teh s terapevtiki lahko izkoristili
tar¢no dostavo po TNT (17, 31, 32, 65). In
vitro so to pokazali s prenaSanjem vec-

funkcijskih liposomov po TNT med celica-
mi glioblastoma (32). Zasnovali so tera-
pevtske liposome, funkcionalizirane s proti-
rakavim zdravilom doksorubicinom, ter
s peptidom apolipoprotein E (apoE) in kloro-
toksinom kot ligandoma za celice glio-
blastoma. S tem so pokazali, da so TNT
morebitno uporabne kot kanali za dostavo
zdravil pri zdravljenju raka, saj omogoca-
jo medceli¢no prerazporeditev tega zdravila
v bliZnje in oddaljene celice ter tako dose-
Zejo izolirane tumorske niSe, ki so s pre-
prosto difuzijo zdravil v moZganskem
parenhimu teZko dosegljive (32).

Predvsem je bilo odkritje prenosa mito-
hondrijev po TNT v razli¢nih celi¢nih
modelih monokultur in kokultur tisto, kjer
so se TNT pokazali kot osnova za celi¢no
zdravljenje, s katerim bi se lahko nado-
meScali poSkodovani mitohondriji. S pre-
nosom zdravih mitohondrijev po TNT bi
tako lahko nadomestili mitohondrije
v poSkodovanih celicah in podprli preZivetje
celic, kot smo to opisali pri prenosu zdra-
vih mitohondrijev iz celic mikroglije po
TNT v nevrone, nakopicene s skupki a-sinu-
kleina (47).

TNT imajo zanimivo dvojno vlogo, saj
lahko blaZijo ali spodbujajo neko bolezen-
sko stanje. Povecanje ali zaviranje nastajan-
ja TNT se kaZe kot ucinkovita strategija
zdravljenja vec bolezni, pri ¢emer je potre-
ben razvoj ucinkovitih in varnih zdravil,
usmerjenih proti TNT.

ZAKLJUCEK

V preglednem ¢lanku smo povzeli klju¢ne
lastnosti TNT, njihovo vlogo v zdravih in
patoloSko spremenjenih celicah ter moZnost
uporabe v klini¢ne namene. V dvajsetih letih
raziskav predvsem na in vitro modelih je
poznavanje strukture, delovanja in vloge
TNT v razli¢nih patoloskih stanjih napre-
dovalo, Se vedno pa ostajajo neznanka spe-
cifiéni oznacevalci TNT ter signalne poti
nastajanja TNT. Ne vemo tudi, ali so TNT
lastnost vseh vrst rakavih celic, kakSne
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spremembe lahko tovor, ki ga celice prej-
mejo po TNT, povzrodi in ali strukturna raz-
nolikost TNT ustreza razli¢nim vlogam
v medcelicnem sporazumevanju. V nadalj-
njem raziskovanju je zato potreben razvoj
3D-in vitro modelov, ki bi bili bolj re-
prezentativni pokazatelj bolezenskega
okolja (tumorsko, nevrodegenerativno)
kot klasi¢ni 2D-in vitro modeli. Izziv v razi-

skovanju TNT predstavljajo tudi napredne
mikroskopske tehnike za opazovanje
TNT v zapletenejSem 3D-okolju. TNT so
pomembna celi¢na struktura, ki jo je treba
nadalje raziskovati na celicno-bioloski in
molekularno-genetski ravni, da bi te razi-
skave v prihodnosti omogocile nova in
ucinkovitejSa zdravljenja.
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