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Hovedbudskap

Tunneling nanotube er en ny-
oppdaget form for celle-til-celle
kommunikasjon.

TNT kan vaere en viktig brikke i
forstdelsen av utviklingen av kreft
og andre sykdommer.

I en multicellulzer organisme er kommu-
nikasjon mellom celler essensielt bade
for utvikling og opprettholdelse av orga-
nismen. Celler kan kommunisere ved at
de er idirekte kontakt med hverandre,
eller ved at de utskiller ulike signalstof-
fer over kort eller lengre distanse. Nylig
ble en ny cellekommunikasjonsstruktur
oppdaget. Den ble kalt tunneling nano-
tube (TNT). Dette er en tynn tunnellig-
nende struktur som knytter to eller flere
celler sammen og som tillater utveksling
av cellulzerbestanddeler (1). I tillegg ut-
nytter ogsa patogener som virus og bak-
terier TNT for a spre seg og for a unnga
immunsystemet (2). Det forskes na for a
kartlegge de molekylare mekanismene

e
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for TNT-kommunikasjon og for a under-
sgke hvilken rolle TNT har for ulike syk-
dommer.

Bakgrunn

Plasmodesmata er en intercellulaer kom-
munikasjonsform som lenge har vaert
kjent hos planteceller. Det er en tynn
plasmamembranomsluttet kanal som
kobler sammen plantecellenes cytoplas-
ma og som inneholder cytoskjelett-fila-
mentart-aktin (F-aktin). Gjennom F-ak-
tin kan plantecellene utveksle signaler
med informasjon om vekst, overfore ge-
ner som gir resistens mot ulike sykdom-
mer og plantevirus, samt overfere RNAi
(RNA interferens) som affiserer regule-
ring av gener (3). Man trodde lenge at
denne formen for cellekommunikasjon
var unik for planteriket, men 12004 ble
lignende strukturer ogsa identifisert i dy-
receller. Amin Rustom var pa den tiden
masterstudent ved Universitetet i Heidel-
berg i Tyskland. Han glemte et trinn i for-

—_—

Sammendrag

behandlingen av cellelinjen han jobbet
med, og ved pafelgende mikroskopering
oppdaget han noe han ikke hadde sett
tidligere, nemlig tynne kanaler mellom
cellene. Strukturene ble studert videre og
fikk senere navnet tunneling nanotubes
(TNTs) (1, 4).

Vi har i dag gkt kunnskap om hva TNT
bestar av, og strukturen har blitt identifi-
sert i mange ulike celletyper. Det gjenstar
likevel mange ubesvarte spgrsmal, spesi-
elt med hensyn til mekanismer for hvor-
dan TNT dannes og funksjonen. Denne
artikkelen vil gi en oversikt over hva vi
per idag vet om TNT, samt diskutere
TNTs framtidige medisinske potensial.

Materiale og metode

Artikkelen er skrevet pa bakgrunn av te-
maet 1 masteroppgaven i medisinsk cel-
lebiologi ved navn; «Tunneling nanotu-
bes in acute myeloide leukemia cells»,
hvor det ble utfert ikke-systematiske sgk
i PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Bakgrunn: Opprettholdelse av en multicellulaer organisme er avhengig av
kommunikasjon mellom celler. Tunneling nanotube (TNT) er en tunnellignen-

de struktur som knytter en eller flere celler sammen. Den inneholder cel-
leskjellettproteinet F-aktin og er kledd med cellemembran. TNT-strukturen er
50 - 200 nm i diameter og kan ha en lengde pa opptil flere cellediametere. TNT
er identifisert i en rekke forskjellige celletyper, bade i normale celler og i kreft-
celler. | TNT er det ogsa pavist transport av ulike cellekomponenter som mito-
kondrier og vesikler, i tillegg til patogener som virus og bakterier. Videre fors-
kning vil kartlegge rollen til TNT-strukturen i intercellulzer kommunikasjon, bade

I normale og patologiske celler.

Materiale og metode: Referansene er hentet fra et ikke-systematisk sok i data-

basene PubMed og Google Scholar.

Resultater og fortolkning: Et stadig okende antall celletyper med evne til a
danne TNT-strukturer blir beskrevet. Det blir ogsa identifisert hva som trans-
porteres fra en celle til en annen. Likevel er det fortsatt begrensede kunnska-
per om de molekylaere mekanismene bak dannelsen av TNT og selve koplingen
mellom to celler. Framtidig TNT-forskning vil avklare molekylzere mekanismer
og betydningen av denne strukturen for normal intercellulzer kommunikasjon,
og hvordan dette pavirkes under sykdom.-

Nokkelord: Tunneling nanotube (TNT), Intercellulzer kommunikasjon, celle-til-

celle-overfaring, kreft.
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TNT-illustrasjon. To celler med cellekjerne og cellekomponenter er koblet sammen via en TNT-forbindelse. En TNT bestdr av plasma-
membran fra begge cellene samt cytoplasma og F-aktin. Ved dannelse av TNT mellom to celler kan det sendes ulike komponenter gjen-

nom TNT til cellene.

pubmed/) og Google Scholar (http://scho-

lar.google.no/).

TNT-strukturen og dens egenskaper
TNT-strukturen fikk navnet pa grunn

av sitt karakteristiske utseende. En rett
og tynn kanal pa 50-200 nm i diameter
som kobler celler sammen. Lengden kan
veere opptil flere cellediametere, avhen-
gig av celletype (1). TNT er omsluttet av
plasmamembran og inneholder F-aktin,
men vanligvis ikke cytoskjelettproteinet
mikrotubuli. Ved kontaktpunktet til cel-

-

Abstract

len er TNT koblet sammen med intercel-
lulaere porter (gap junctions) (5). Disse
portene er lokalisert i cellemembranen
og tillater transport av smamolekylzere

stoffer og elektroniske signaler. Ulike cel-

lekomponenter og molekyler kan trans-
porteres giennom TNT-strukturen, som
for eksempel deler av cellemembranen,
overflatereseptorer, lysosomer, mitokon-
drier og kalsium (Ca*) (1, 6, 7). I tillegg
har det veert pavist at virus og bakterier
utnytter TNT for a spre seg mellom celler
(sefigur1i) (8,9). Man har funnet TNT i et

Background: Intercellular communication is crucial for the maintenance of

a multicellular organism. Tunneling nanotube (TNT) is a tunnel-like structure
connecting two or several cells. It contains the cytoskeleton protein F-ac-

tin and is surrounded by a continuous cellular membrane. The TNT structure

is 50-200 nm in diameter and its length can extend up to several cell diame-
ters. TNT has been identified in numerous cell types, both in healthy cells and
cancer cells. Further, different cellular organelles and vesicles, in addition to
pathogens such as virus and bacteria, have been demonstrated transported
through TNT. Future research on TNT will map the molecular mechanisms and
disclose its role as an intercellular communicator in healthy and diseased cells.
Materials and method: The references have been located by a non-systematic
search in the following data bases: PubMed and Google Scholar.

Results and conclusion: An increasing number of cell types with the abil-

ity to generate TNTs are currently reported together with the identification of
which cargo is being transported between cells. However, we have very limited
knowledge of the molecular mechanisms responsible for TNT induction and
how they are connected. Future research will reveal the molecular mechanisms
responsible for TNT formation, its importance in intercellular communication

and how this is affected during disease.

Keywords: Tunneling nanotube (TNT), intercellular communication, cell-to-cell

transfer, cancer.

bredt spekter av celletyper, som 1 kreft-
cellelinjene PC-12 (rat pheochromocyto-
ma), HEK 293-celler (human embryonic
kidney-celler), J774 (makrofager fra mus),
DU 145 (human prostata), THP-1 (human
akutt monocytisk leukemi), NRK (normal
rat kidney), HepG2 (human lever), 721.221
(EBV transformert human B-celle), men
ogsa i primare celler som i astrocytter fra
rotte, humane makrofager og NK-celler,
humane myeloide deriverte dendrittiske
celler og hematopoetiske stamceller (1, 2,
6, 8-16).

Ved mikroskopering av levende celler
er det dokumentert at TNT dannes ved
ulike mekanismer (se figur 2). For eksem-
pel nar celler som er i direkte kontakt
med hverandre beveger seg fra hverandre
(A). Eller at TNT som dannes fra en celle
soker etter en nabocelle og deretter kob-
les til den (5, 14). TNT ser dessuten ut til
a veere en sveert dynamisk struktur som
hele tiden dannes og brytes.

Identifisering av TNT

Det er ulike oppfatninger om hva som kan
defineres som TNT, noe som gjenspeiler
hvor nytt dette feltet er innen cellekom-
munikasjon. Det har resultert i bruk aven
rekke benevninger som membran nano-
tube (2), cellular bridges (17), tubular brid-
ges, intercellular conduits og intercellular
membrane bridges (18). De ulike benev-
nelsene henger sammen med at ulike for-
skergrupper har beskrevet dem, men de
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FIGUR 2.

Foreslatte modeller for TNT-dannelse. lllustrasjon av celler med cellekjerne og cellekomponenter som danner TNT ved ulike mekanis-
mer. A) To celler som har kontakt separeres, men opprettholder forbindelsen via TNT-kontakten. B) En celle danner en TNT og «spgker»
etter en nabocelle. Membranene fusjonerer og det dannes en TNT-kontakt. Modifisert fra referanse 4 og 13.

kan ogsa ha ulike strukturer. Et eksempel
er membran nanotube i makrofager der
cellene kan danne bade tykke og tynne
strukturer. Den tykke formen inneholder
celleskjelettproteinet mikrotubuli (8) og
skiller seg derfor fra TNT-strukturen, si-
den F-aktin og mangel pa mikrotubuli er
felles for de TNT og TNT-lignende struk-
turene vi kjenner. En fullstendig kartleg-
ging av hvilke komponenter som define-
rer en nanotube vil bidra til a fastsette et
fellesnavn for disse strukturene.

Det er et stort behov for en felles mate
a studere TNT, bade kvalitativt og kvanti-
tativt. Men selv om forskere i TNT-feltet
ikke er helt enige om hva som ber define-
res som TNT, er det ogsa klare enigheter:

- Siden den ytre delen av TNT bestar av
plasmamembran kan den farges. Pa den
maten kan man identifisere og studere
TNT ved bruk av fluorescensmikroskopi.
Wheat Germ Agluttinin (WGA) er et lek-
tin som binder seg til glykoproteineri
plasmamembranen, og nar et fluore-
scerende stoff blir koblet til WGA, kan
det brukes til a visualisere cellemembra-
ner og dermed ogsa intercelluleere TNT-

forbindelser.
W TNT skal per definisjon inneholde
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F-aktin. Visualisering av F-aktin foregar
vanligvis ved bruk av fluoroscensmer-
ket phalloidin, som er et F-aktinbinden-
de toksin isolert fra den dedelige soppen
Amanita phalloides (19). Cellene blir sadd
ut pa et lite plastbrett pa sterrelse med

et objektglass og kan besta av atte bren-
ner, hver pa én cm?. De blir inkubert un-
der fysiologiske forhold (5 % CO_og 37
°C), farget og mikroskopert. Farging med
fluorescensmerket WGA og phalloidin
foregar direkte i brennene, etterfulgt av
fluorescensmikroskopering.

! TNT inneholder vanligvis ikke cy-
toskjelettproteinet mikrotubuli. Mikrotu-
buli vises ved indirekte immunofluores-
cens med primarantistoff mot tubulin og
fluorescensmerket sekundzerantistoff.

W Et viktig TNT-kjennetegn for identi-
fisering i laboratoriet er at TNT ikke er

i kontakt med plastunderlaget cellene
vokser pa, men knytter celler sammen
som en bro mellom gyer. Dette skiller
TNT fra andre TNT-lignende og aktin-
inneholdende strukturer som eri kon-
takt med underlaget og som observeres i
samme plan som cellene ved mikrosko-
pering. En av arsakene tilat TNT inntil
nylig har vaert en ukjent cellekommuni-

kator i dyreceller, skyldes mest sannsyn-
lig nettopp plasseringen pa cellen. En
TNT-struktur som er fokusert i mikrosko-
pet, vilnemlig ligge i et annet plan enn
cellene den knytter sammen.

[tillegg er TNT-strukturen meget skjor
og sensitiv for ytre pavirkninger, som
bevegelser i cellemediet og lysekspone-
ring fra mikroskopet (1). Fiksering av cel-
lene vil ogsa kunne redusere antall TNT-
strukturer, bade pa grunn av vasking og
pa grunn av fikseringsveaesken i seg selw.
Det er for eksempel rapportert om flere
ulike kjemikalier som kan pavirke over-
foringen av vesikler mellom NRK-celler
via TNT-strukturer (13). Mikroskop som
ofte brukes til TNT-forskning er fluore-
scensmikroskop, konfokalmikroskop
og skanning elektronmikroskop (SEM).
Et eksempel pa to TNT-er mellom to
HEK293-celler er visti figur 3.

TNT-induksjon

For & finne ut mer om TNT-strukturens
komponenter og hvordan de blir til, har
forskere innen TNT-feltet undersekt uli-
ke stoffers evne til & stimulere dannelsen
av TNT. Stoffet hydrogenperoksid (H O )
bidrar til a oke antall TNT-forbindelser



hos astrocytter giennom gkt fosforyle-
ring av p38 mitogenaktivert protein kina-
se (MAPK). Denne kinasen bidrar til gkt
polymerisering av F-aktin (20). Det har
vist seg at cellestress ogsa kan indusere
antall TNT (21). Skadelig stress blir fan-
get opp av cellens sikkerhetssystemer, og
en vanlig respons pa slikt stress er at cel-
lene blir eliminert ved selvprogrammert
celleded - apoptose. Det er muligens en
sammenheng mellom gkt antall TNT og
aktivering avapoptose, det vil siat TNT
bidrar til eliminering av skadelige celler.

Det kan tenkes at kreftceller induserer
TNT og utnytter den til overfering av pro-
teiner som kan bidra til kreftdannelse,
sakalte onkogener. Man kan ogsa tenke
seg signaler som gir gkt stgtte til friske
celler, som igjen statter og gir naering til
kreftcellene.

TNT in vivo

Mesteparten av forskningen pa TNT har
foregatt ved a studere cellelinjer eller pri-
meere celler i laboratoriet in vitro, det vil

si celler separert fra sitt naturlige miljg.
Det vaere seg kreftceller fra en tumor el-
ler friske celler fra et organ. Det er naturlig
a sporre seg om denne strukturen er noe
som kunstig induseres nar celler dyrkes
utenfor sitt naturlige miljg, eller om TNT
faktisk eksisterer in vive i multicellulaere
organismer. Det forste beviset pa TNTs in
vivo-eksistens kom i 2008, da Chinnery et
al paviste TNT-dannelse mellom dendrit-
tiske celler i kornea hos mus (22). Sowinski
et al etablerte et 3D-organ-lignende opp-
sett av celler, studerte humane primare T-
celler i en ekstracelluleer matriksgel og ob-
serverte TNT-dannelse mellom cellene (9).
Fordelen med et 3D-oppsett er at cellenes
vekst i en multicellulzer organisme vises
tydeligere. Det forste beviset pa in vivo-ek-
sistens av TNT i mennesket kom i 2012 da
Lou et al viste TNT til stede i opererte svuls-
ter fra fem pasienter med lungekreft (ma-
lignt pleural mesotheliom og adenocarsi-
nom). Svulstene ble snittet i mikrotynne
lag, farget og 3D-rekonstituert ved bruk av
konfokal mikroskopering. I alle fem svul-
stene ble det pavist TNT-dannelse mellom
ulike celler, i tillegg observerte de ogsa sma
vesikler lokalisert langs TNT (23).

TNT i behandling

TNT-strukturen er szrlig interessant
innenfor fagfeltet immunologi. Man har

VITENSKAPELIG OVERSIKTSARTIKKEL

FIGUR 3.
TNT-forbindelse mellom to HEK 293-celler. Wheat Germ Agglutinin Alexa Fluor 594

fluorescent merket TNT med forbindelse til to HEK293 celler. Bildet er vist i svart/hvitt
for gkt kontrast. De lange pilene indikerer TNT-strukturer, mens den lille pilen indikerer
PM = plasmamembran. K = kjerne. Cyt = cytoplasma. Referanselinje: 10 um. (Egne upu-
bliserte resultater).

blant annet undersgkt om TNT kan akti-
vere celler ved en immunologisk respons.
Ved aktivering av dendrittiske celler via
toll-lignende reseptorer (TLR - en type
reseptor som formidler aktiveringssignal
inn til cellen), ma cellene ha kort avstand
til hverandre. TNT-strukturen apner for
a aktivere celler med avstander pa over
hundre mikrometer, det er derfor mulig
at TNT kan ha en sentral rolle i immun-
systemet (6).

HIV-1: Det har vist seg at ulike virus ut-
nytter TNT-kommunikasjon for a spre
viruspartikler eller viruskodede protei-
ner i immunceller. Retrovirus (blant an-
net HIV-1) ser ogsa ut til & utnytte TNT for
spredning. HIV-1 infiserer CD4+ T-celler,
og det er kjent at spredning av viruset
er mer effektivt ved kontakt fra celle til
celle, enn ved cellefri infeksjon. Nylig ble
det vist at HIV-1 kan bruke TNT for spred-
ning mellom T-celler. Dette kan veere en
mate d overfare viruset fra en celle til en
annen uten eksponering for immunsys-
temet (9).

HIV-1 koder for et protein kalt Nef, som
pavirker produksjonen av ngytraliseren-
de antistoffer fra B-celler rettet mot viru-

set (24). Hvordan Nef pavirket dette var
ukjent inntil man oppdaget at Nef-pro-
teinet alene kunne overferes via TNT fra
CD4+-makrofager (som ogsa kan infise-
res av HIV) til B-celler (25).

Et annet retrovirus, Humant T-celle-
leukemi-virus type 1 (HTLV-1) kan utnytte
«cellular conduits» for overfering av vi-
ruset mellom T-celler (26). Dette viruset
koder for p8, et protein som overfgres via
«cellular conduits» - uavhengig av viru-
set - til omkringliggende T-celler. P8 in-
duserer ogsa dannelsen av TNT-lignen-
de strukturer, som igjen kan fore til gkt
overfgring av virus uten eksponering for
immunforsvaret.

Prioner: Et annet cellulaert protein som
har vist d utnytte TNT for overfering mel-
lom celler, er den patogene versjonen av
prionproteinet PrP*, som er arsaken til
skrapesyke hos sau og Creutzfeldt-Jacob
sykdom hos mennesker. Den patogene
formen av prionproteinet kan binde seg
til det friske prionproteinet og omdanne
det til den patogene formen (27). Videre
har det veert pavist overfaring via TNT
mellom nerveceller og omliggende glia-
celler avamyloid forlgperprotein, samt
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gdelagte mitokondrier, som er assosiert
med Alzheimer sykdom. Det er ogsa pa-
vist overfering av alpha-synuclein protei-
net mellom celler ved Parkinson sykdom.
Hvilken eventuell rolle TNT spiller i disse
sykdommene er ikke klart (28).

Bakterier: Spesielt interessant er en nylig
oppdagelse av at bakterier danner TNT-
strukturer. I februar 2011 ble det publisert
en artikkel i det prestisjetunge tidsskrif-
tet «Cell» om intercellulzere nanotuber,
der det vises at bakteriestammen Bacil-
Ius subtilis danner interbakterielle nano-
tuber. I den samme artikkelen vises det

- noe overraskende - at denne bakterie-
stammen ogsa danner nanotubeforbin-
delser med andre bakteriestammer, som
Escherichia coli og Staphvlococcus aureus. 1
tillegg ble det observert transport av ulike
antibiotikaresistensgener som setter TNT
i sammenheng med antibiotikaresistens
hos bakterier (29). Efflukspumper som
bidrar til antibiotika- og kjemoterapi-
resistens, som for eksempel P-glykopro-
tein (Pgp), har blitt overfert mellom celler
ved hjelp av intercellulzere mekanismer.
Blant disse er nanotuber foreslatt som en
potensiell kandidat (30).

Kreft: Som beskrevet tidligere er TNT
identifisert i mange ulike primzere cel-
ler og kreftcellelinjer, men ogsa nylig
demonstrert in vivo i human lungekreft.
Dette er det sterkeste beviset sa langt for
at TNT faktisk eksisterer hos mennesker
og spiller en rolle i intercellulaer kommu-
nikasjon mellom kreftceller og omliggen-
de stotteceller i en solid tumor (23). Det
er derfor en mulighet for at TNT-kommu-
nikasjon mellom kreftceller og omliggen-
de stotteceller i en kreftsvulst bidrar til
opprettholdelse, utvikling og spredning
av kreftcellene. Dermed er det mulig at
TNT-dannelse og -kommunikasjon kan
vaere et mal for terapii fremtiden. I dyr
og mennesker vil TNT-strukturene vaere
godt beskyttet bade mot lys og mekanisk
stress. Stgttende vev, samt ekstracelluleer
matriks, vil virke stotdempende, og hu-
den vil sprge for en lysisolerende effekt.
Man kan sperre seg hva som kan gjores
for 3 hemme en slik mekanisme in vivo.
Stoffer som bryter ned F-aktin er blitt
brukt for & bevise at en viktig kompo-
nent i TNT-strukturen nettopp er F-aktin.
Behandling av celler med stoffet latrunci-
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lin-B depolymeriserer F-aktin, og forer til
blokkering av TNT-dannelse (1). Bruk av
dette i en flercellet organisme vil derimot
gi uheldige konsekvenser, ikke bare for
TNT, men for hele organismen, da store
deler av cellens stgttende skjelett bestar
av nettopp F-aktin.

Diagnostisk potensial

Kvantifisering av TNT ved hjelp av mas-
kinelltelling kan ha et fremtidig diagnos-
tisk potensial. Dette er blitt forsekt av
Hodneland et a/, men ndr man sammen-
liknet resultater fra maskintelt gjenkjen-
nelse av TNT med manuell telling, var
suksessraten kun 67 prosent (31). Det be-
tyr at metoden ma forbedres og optima-
liseres hvis den skal ha en diagnostisk
fremtid. Etter en fremtidig omfattende
kartlegging av de molekylzere mekanis-
mene involvert i TNT-basert intercellulser
kommunikasjon, kan man tenke seg mu-
ligheten for at TNT ogsa kan utnyttes for
overfgring av stoffer i behandling av syk-
dom, eller pavirke infiserte cellers evne
til spredning.

Det gjenstar likevel mye basal TNT-
forskning for man far kartlagt TNTs rolle
ikreft eller andre sykdommer. Essensiel-
le spersmal er:
¥ Hvilke molekylzre mekanismer er in-
volvert i TNT-dannelse, og er TNT-dan-
nelse i friske celler ulik den som skjer i
patogene celler, for eksempel kreftceller?
W Hvilke molekyler og organeller blir
transportert giennom en TNT, og hva er
effekten pa malcellen?

W Hvilke mekanismer er involvert i selve
transporten gjennom en TNT?

¥ Hvor mange TNT-strukturer kan friske
celler danne, sammenlignet med pato-
gene celler?

W Hva er best, mange eller fa TNT? Eller
avhenger det av hva som transporteres
giennom dem og effekten pa malcellen?

TNT-forskningen er helt i startgropen,
men funnet av TNT i humane lungekreft-
svulster gir tro pa at denne maten a kom-
munisere pa er viktig. Fremtidig forsk-
ning vil kartlegge hvordan.
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