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Abstrakt

Tunneling nanotubes jsou jednim z typli mezibunécnych spojii. Jednd se o tenké membranové
vybézky tvotrené predevsim F-aktinem, které¢ vytvaii sitovitou strukturu mezi bunikami. S jejich pomoci
dochazi k transportu bunéénych organel, iontll a proteinii mezi bunkami. Také se diky nim mohou
rozSifovat 1 vnitrobunécné patogeny jako bakterie a pifedevsim viry. Transport celych virionti anebo
virovych proteini zprostiedkovany strukturami tunneling nanotubes byl popsan u obalenych virt
napiiklad z ¢eledi Retroviridae, Herpesviridae nebo Ortomyxoviridae. Viry z téchto Celedi vyuzivaji
nanotrubice k $ifeni vlastniho virového potomstva do neinfikovanych bun¢k zcela skryté imunitnimu

systému hostitele.

Kli¢ova slova: Tunneling nanotubes, mezibunéény ptrenos, transport, virus, pfenos viru



Abstract

Tunneling nanotubes are a specific type of an intercellular junctions. These structures are thin
long protrusions of cellular membrane containing mainly F-actin and form connections between the
cells. These structures facilitate intercellular transport and the cargo transported by tunneling
nanotubes is very variable — from cellular organelles to ions and proteins. Moreover, intracellular
pathogens, like bacteria and viruses can use these structures to spread in the organism. Transport of
the whole virions or viral proteins mediated by tunneling nanotubes was described for several families
of enveloped viruses, e.g. Retroviruses, Herpesviruses or Ortomyxoviruses. Viruses from these
families use nanotubes to spread their own viral progeny to uninfected cells and this type of transport

allows them to escape from control of the host's immune system.
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1. Uvod

Viry jsou intracelularni parazité. Pro realizaci svého Zivotniho cyklu potiebuji bunécny
aparat. Po vstupu viru do buiikky dochazi k uvolnéni virového genomu a nasledovanou
transkripci virovych mRNA, translaci virovych proteinli a replikaci virovych genomd.
Nasleduje sestaveni virionil, které jsou uvolnény pucenim nebo lyzi builkky do okolniho
prostiedi, kde mohou obdobnym zplisobem infikovat dalsi bunky nebo se Sifit z jedince
na jedince. Toho ,.klasické* Sifeni mezi bunikami vyuzivaji vSechny zivocisné viry. Po uvolnéni
z bungk se virus §ifi diftzi v extracelularnim prostoru, coz ma své vyhody, protoZe pii tom neni
pfenos viru omezen bunéénymi kontakty. Takto se virus sice mize v rdmci organismu $ifit
i na velké vzdélenosti, ale zdroven miize byt odhalen a neutralizovan imunitnim systémem.
Proto si rtizné virové ¢eledi vyvinuly i rtizné alternativni zptisoby pfenosu viriont, pii kterych
zustava virus skryt imunitnimu systému.

Nekteré viry maji schopnost indukovat fizi sousednich bunék za vzniku syncitii. Jedna se
napiiklad o paramyxoviry, herpesviry nebo tfeba retroviry. Na plazmatické membrané bunck
infikovanych viry ztéchto celedi se vyskytuje vysoké koncentrace fiznich proteinil, coz
za urcitych podminek, jako je tfeba nizké pH nebo pfitomnost specifickych receptord, muize
zpusobit fuzi bunék a jejich naslednou infekci. Dal§im alternativnim zpisobem Sifeni viru je
tvorba aktinovych komet, jejichZz vznik zplsobuje infekce poxvirem. Aktinové komety jsou
tvofeny polymeraci aktinu a na jejich Spicce je umistén virion, ktery je timto zpiisobem
presouvan k dal§im buitkam (shrnuto z: Cifuentes-Munoz et al., 2020).

Viry se mohou S§ifit také prostfednictvim struktur, které bunky pfirozené tvori. Mezi tyto
struktury patii extracelularni vezikuly, konkrétné exosomy, u kterych byla prokazana role
v pfenosu virionll napf. u enterovirti nebo u viru hepatitidy C (shrnuto z: Cifuentes-Munoz et
al., 2020).

Dalsi takovou strukturou jsou filopodie, cozZ jsou tenké membranové vycnélky slozené
z F-aktinu. Udastni se mnoha buné&&nych procest, jako naptiklad hojeni ran, fagocytoza,
zprostfedkovavaji interakci mezi buiikami, jejich migraci i adhezi k extraceluldrni matrix.
Podobnymi bunéénymi strukturami jsou i tunneling nanotubes (TNT), které slouzi jak
ke komunikaci mezi bunikami, tak si buniky jejich prostfednictvim mohou ménit rizné substraty.
Tyto struktury jsou proto idealni pro alternativni Sifeni mezi bunkami (shrnuto z:
Cifuentes-Munoz et al., 2020).

Cilem této prace bylo tedy shrnout, které viry vyuzivaji TNT pro §ifeni do okolnich

bunék.



2. Tunneling nanotubes

2.1.  Charakteristika tunneling nanotubes

Tunneling nanotubes (TNT) jsou mezibunécné spoje, které byly poprvé popsany v roce
2004 tymem A. Rustoma. Byly definovany jako nanotrubice, jenz se nedotykaly substratu, byly
odolné viici oSetieni trypsinem a slozeny pouze z F-aktinu (Rustom et al., 2004). Tato definice
byla pozd¢ji vyvracena, protoze se zjistilo, ze TNT mohou mit riizna slozeni a obsahovat dalsi
proteiny jako naptiklad myosin Va, tubulin i N-kadheriny a B-kateniny (Hanna et al., 2017;
Lokar et al., 2010; Onfelt et al., 2006; Rustom et al., 2004; Schiller et al., 2013). Tyto spoje se
tvofi mezi riznymi druhy bun€k jako jsou astrocyty, B-lymfocyty, T-lymfocyty, nervovymi
buitkami i1 epitelidlnimi buikami a jsou schopné pifendSet rizné druhy nékladu, jako je
endoplazmatické retikulum, endozomy, mitochondrie, lysosomy, Golghiho komplex, RNA
molekuly, vapnik ale také i viry a bakterie (Eugenin et al., 2009; Kim et al., 2019; Kumar et al.,
2017; Osteikoetxea-Molnar et al., 2016; Rustom et al., 2004; Sowinski et al., 2008; Wang et
al., 2011; Watkins and Salter, 2005; Zhu et al., 2016).

TNT jsou velmi kiehké struktury, které se snadno poskodi, a proto je slozité je pozorovat
(Rustom et al., 2004). Navic se jich pfi kultivaci na Petriho miskéach vytvoii mensi pocet. Prace
s nimi je proto sloZzitd, snadno se fragmentuji jak pti fixaci, tak i jen pfi pouhé manipulaci se
vzorky, coZ mé za nasledek zniCeni vétSiny TNT (Watkins and Salter, 2005). Pro lepsi
pozorovani a charakterizaci téchto struktur byla proto pouzita kombinace nékolika
mikroskopickych metod — kryo-fluorescencni mikroskopie s kryo-elektronovou mikroskopii
a kryo-elektronovou tomografii. Za pouziti t€chto metod se zjistilo, Ze vétSina TNT, které se
jevily jako jedna struktura, jsou ve skutecnosti svazek slozeny z jednotlivych TNT s vlastni
plazmatickou membranou. Jednotlivé TNT ze svazku byly sestaveny vétSinou paralelné, n€kdy
byly spletené pies sebe. Tyto svazky se skladaly ze 2 az 11 jednotlivych vldken TNT, vlakna
méla primér kolem 123 nm a cely svazek TNT mél primér mezi 145 az 700 nm. Jednotlivé
nanotrubice ve svazku se také vzdjemné liSily. VétSina méla primér pod 200 nm, byly
pozorovany ale 1 silngj§i TNT, s primérem az 500 nm. Pokud byl transportovany material
objemnéj§i neZ primér nanotrubice, tak dochéazelo pfi transportu k jejimu vybouleni.
Vzdalenost mezi jednotlivymi TNT ve svazku byla mezi 8 az 90 nm, ale n€kdy mohly byt
vzdaleny az 200 nm. Ddéle bylo zkouméno, jak spolu interaguji jednotlivé nanotrubice
ve svazku. V TNT byl detekovan N-kadherin a ptfedpoklada se, ze jednotlivé nanotrubice spolu
interaguji pravdépodobné prostiednictvim tohoto proteinu (Sartori-Rupp et al., 2019).

Na zéklad¢ sloZeni a morfologie byly TNT rozdéleny na dva typy. TNT typu 1 (Obr. 1),



byly slozeny hlavné z aktinu, ale byly v nich nalezeny i mikrotubuly. Tvoftily se pfedevsim
na zacatku kultivace bun€k, kdy byla nizkd jejich hustota v kultuie (Bénard et al., 2015).
Nanotrubice byly tlustsi, nevétvené a dosahovaly Sitky mezi 100 az 650 nm (Bénard et al.,
2015; Schiller et al., 2013). Vznikly po kontaktu oddé€lujicich se bun¢k az do vzdalenosti
100 pm a mohly zistat stabilni az nékolik hodin (Lou et al., 2012; Onfelt et al., 2006; Verani¢
et al.,, 2008). TNT nebyly pozorovany pokud byla vzdalenost jednotlivych bunék vétsi nez
100 pm (Lokar et al., 2010). U TNT typu 2 nebyl detekovan tubulin. Spojovaly pouze bunky
v tésné blizkosti, proto se tvofily hlavné v pozdéjsich fazich kultivace, kdy buiiky dosahuji
vysSich hustot (Bénard et al., 2015). Jednalo se o tenc¢i nanotrubice, které se mohly 1 vétvit
a jejich primér byl kolem 70 az 200 nm (Bénard et al., 2015; Schiller et al., 2013). Tyto TNT
rostly jako filopodie, kdy doslo k postupnému prodluzovani nanotrubice, az se nakonec dotkly
plazmatické membrany cilové buiiky, do maximalni délky 30 pum, a Casto se vyskytovaly
ve svazku (Hase et al., 2009; Verani¢ et al., 2008). Stabilita téchto spojeni byla nizsi, avSak
muze trvat az nékolik desitek minut (Obr. 1) (Veranic et al., 2008).
TNT typu 1 TNT typu 1 TNT typu 1 TNT typu 2
A

Plazmaticka
membrana i
znaend WAG &

Aktin

C
; V TNT typu 2
Tubulin § nebyl nalezen
tubulin

Trupkovity tvar potatku TNT Pupenovité spojent Otevieny hrot TNT na strané
donorové burky na akceptorové bufice u akceptorové buriky

Obrazek 1: Identifikace dvou typid TNT na zaklad¢ jejich slozeni a morfologie. Zobrazeno metodou
konfokalni mikroskopie s vysokym rozliSenim nanoskopie (STED). Fluorescen¢né ozna¢eny membrany
(detekce pomoci barviva WGA), F-aktin nebo tubulin. Na snimcich je patrné, ze TNT typu 1 i 2 jsou
slozeny z F-aktinu. Déle je diky nim patmé, Ze TNT typu 2 na rozdil od typu 1 neobsahuji tubulin. Déle
1ze pozorovat, ze TNT typu 2 se tvofi s vyssi hustotou a na kratké vzdalenosti. Pfevzato a upraveno z:
Bénard et al., 2015.



TNT se tvofi de novo nad substratem na apikalni ¢asti buniky nékolik hodin po zacatku
kultivace, jakmile buiiky zacnou ptisedat (Watkins and Salter, 2005; Zhu et al., 2016). AvSak
mechanismus jejich vzniku je rtizny. Prvni moznost je, Zze TNT jsou vytvofeny donorovou
bunikou, druhou moZznosti je vznik nanotrubice z akceptorové bunky a posledni moznosti je
vznik TNT, kdy dojde ke splynuti dvou vznikajicich nanotrubic z donorové a akceptorové
buiiky (Obr. 2). VSechny tyto zpiisoby vzniku TNT byly pozorovany u kultivovanych bun¢k
in vivo (Reichert et al., 2016). Nanotrubice jsou vice tvofeny v prostiedi, kde jsou bunky blize
u sebe a zaroven se na jednu bunku mohou vytvofit i desitky TNT, v maximu bylo nalezeno az
75 TNT na buiiku (Watkins and Salter, 2005). Nékteré nanotrubice mohou byt oteviené v misté
kontaktu s plazmatickou membranou buiiky a tim piimo propojit cytoplazmu spojenych bunek,
avsak podle jinych studii se jednd o struktury s uzavienym koncem (Reichert et al., 2016;
Sartori-Rupp et al., 2019; Sowinski et al., 2008). Nicméné, TNT vzdjemné propojuji jednotlivé
buiiky a navic jsou schopny propojit soucasné vice bun€k, diky ¢emuz se vytvoii sit,, skrze

kterou spolu mohou buiiky vzajemné komunikovat (Onfelt et al., 2004).
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ch34
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Obrazek 2: Zobrazeni moznosti vzniku TNT, pomoci vizualizace dvou odlisné obarvenych
plazmatickych membranach bunék. Prezentovany jsou jednotlivé optické fezy. Fluorescenéné byly
obarveny plazmatické membrany bunck fluorescencnimi barvivy DiO a Dil. Néasledné byly odlisné
obarvené bunky smichany a kultivovany. 3D zobrazeni bun€k v orientaci fezil x-y a bo¢nim pohledem
pro potvrzeni, Ze jde o TNT, protoze se nachazi nad substratem. Pfevzato a upraveno z: Reichert et al.,
2016.



Pro tvorbu TNT je zcela nepostradatelny polymerovany aktin. Pokud byla inhibovana
polymerace aktinu latrunculinem-B, doslo k vyraznému snizeni tvorby TNT (Hanna et al.,
2017; Rustom et al, 2004). Aktinova vlakna jsou v jednotlivych TNT uspofadany
do Sestitthelniku se vzdalenosti 9,9 nm mezi sebou (Obr. 3) (Sartori-Rupp et al., 2019).
Mikrotubuly se mohou v TNT také vyskytovat, ale nejsou esencidlni pro jejich vytvofeni.
Po pfidani inhibitoru polymerace mikrotubulll nedoslo ke snizeni mnozstvi vytvotrenych TNT

(Hanna et al., 2017).

Obrazek 3: Prifez vlaknem TNT, ktery zobrazuje uspotadani jednotlivych aktinovych vlaken v TNT.
Prufez vlakna TNT potizené kryo-elektronovou tomografii. Na obrazku je patrné Sestitthelnikové
uspotadani aktinovych vldken v TNT. V pravém hornim vyfezu je prezentovan schematicky model.
Prevzato a upraveno z: Sartori-Rupp et al., 2019.

Vyména materidlu mezi bunkami zprostfedkovand TNT je obousmérna
a transportovany materidl se mize v TNT i navzdjem mijet pii pohybu stejnym i opacnym
smérem (Ganti et al., 2021; He et al., 2010; Onfelt et al., 2006). Pfenos pies TNT mél rychlost
pramérne 0,05 um/s a v rovnych tusecich se zrychloval (Sartori-Rupp et al., 2019). Rychlost
transportovaného nakladu se liSila v zavislosti na pfenaSené latce. Nejpomaleji byly pfendSeny
mitochondrie, u kterych rychlost transportu dosahovala 5 um/s. Z pozorovanych organel bylo
nejrychleji transportované endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex, jejichz rychlost byla
az 15,5 um/s. Organely se lisily nejen rychlosti pohybu, ale také vzdalenosti, kterou urazily.
V tomto piipad¢€ urazily nejkrat$i vzdalenost mitochondrie, 25 pm, a nejdelsi vzdalenost zase
endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex, a to a i pfes 75 um (Wang et al., 2011).

U bunék muze dochazet béhem fagocytdézy nebo vymény exozomi k vyméné

bunécnych membran, ale nebylo potvrzeno, ze k tomu dochazi i pomoci TNT (Omsland et al.,



2018). Pii1 soucasné kultivaci bun¢k s fluorescencné oznadenymi membranami s bunkami
s neozna¢enymi membranami nedo$lo k pfeneseni znacenych Casti membran na okolni
neznacené bunky (Verani¢ et al., 2008). Tato pozorovani byla potvrzena nasledujicim
experimentem, kdy byly spolu kultivovany dvé skupiny bun¢k, které mély oznaceny membrany
dvéma raznymi fluorescencnimi barvami. I v tomto ptipadé nedochazelo ke smiseni membran

ze dvou odlisn€ obarvenych bun¢k pomoci TNT (Lachambre et al., 2014).

2.2. Bunécné proteiny podilejici se na tvorbé TNT

Krom¢ aktinu a tubulinu je pro vznik TNT potieba koordinace funkci nékolika dalSich
bunécnych proteinti (Hashimoto et al., 2016).

2.2.1. M-Sec

Klicovym proteinem pro vznik TNT je protein M-Sec. Pfi deleci genu kodujicich tento
protein nebo pii snizeni jeho exprese nebyly buiiky schopny tvotit TNT (Hashimoto et al., 2016;
Lotfi et al., 2020). Exprese bunécného proteinu M-sec, ma vliv nejen na tvorbu TNT ale
1 na jejich prodluzovani k cilové bunce (Hase et al., 2009). Dale ovliviiuje i celkovou bunécnou
motilitu. Pfi snizeni jeho exprese doslo u bun€k ke zvétSeni plochy bunééného povrchu
a cirkularizaci bunék (Lotfi et al., 2020). Také se tvotilo pouze malé mnozstvi TNT, které bylo
asi tfetinové v porovnani s kontrolnimi bunikami. M-Sec je dulezity nejen pro tvorbu TNT, ale
také pro jejich funkénost. ZvysSena exprese M-Sec v buiice méla za nasledek vznik velkého
mnozstvi membranovych vycnélki na povrchu buiikky a TNT, které propojovaly vice bunék
a tvorily sitovité propojeni. Nanotrubice dosahovaly primérné délky kolem 17,7 um, ale nékdy
se mohly prodlouzit 1 az na 40 um (Obr. 4A) (Hase et al., 2009).

2.2.2. Myosin 10

Protein myosin 10 (Myo10) je dalezity pro tvorbu TNT v riznych typech bunék. Pfi jeho
zvySené expresi doSlo k vyraznému zvySeni poctu TNT mezi buikami a zaroven
1ke zvySenému mnozstvi bun€k spojenych TNT ve srovnani s kontrolnimi bunkami.
Analogicky, pokud byla exprese Myol0O sniZena, doSlo také k poklesu tvorby nanotrubic
(Gousset et al., 2013; Uhl et al., 2019). Z toho lze vyvodit, Ze protein Myol0 je nezbytny
pro tvorbu nanotrubic. Avsak 1 pti deleci genu pro Myo10 nedoslo k uplné ztrat¢ TNT. TNT,
které 1 ptes neptitomnost Myol0 vznikly, byly funk¢éni a dokazaly ptfenéset vezikuly mezi
bunikami. Z toho lze usuzovat, Ze existuji n€které nanotrubice, které se mohou tvofit nezavisle

na Myo10, a Ze tento protein neni pro tvorbu TNT absolutné nezbytny (Gousset et al., 2013).



2.2.3. RalA

Protein RalA patii mezi malé GTPazy z nadrodiny Ras proteini (Yan and Theodorescu,
2018). Tento protein byl detekovan na plazmatické membrané¢ a membranovych vycnélcich
(D’Aloia et al., 2018). Pokud byla funkce proteinu v buiitkach inhibovéna zvysSenou expresi
nefunk¢ni varianty RalA, tak byla negativné ovlivnéna tvorba nanotrubic. Buiiky netvofily
skoro zadné dlouhé TNT a pouze maly pocet kratkych TNT (Hase et al., 2009). Naopak,
nadmérnd exprese funkéniho RalA zvysila tvorbu a délku mezibunécnych spoji definovanych
jako TNT. RalA interaguje s proteinem Sec5, coz je protein UCastnici se exocytozy a je soucasti
komplexu zajistujiciho splynuti vacku s cytoplazmatickou membrénou. A pravé po interakci
téchto dvou proteinti doslo k vytvoreni TNT. RalA interaguje i s dalSimi proteiny dilezitymi
pro vznik TNT jako je LST1 a Cdc42 a Racl, jejichz aktivitu reguluje (D’Aloia et al., 2018).

2.2.4. Rho GTPazy

Na tvorbu TNT maji vliv 1 proteiny z rodiny Rho GTPaz - Racl, Cdc42 a RhoA. Tyto
proteiny ale nejsou pro tvorbu TNT uplné nezbytné. Racl byl nalezen v TNT, ale Cdc42 se tam
vyskytoval minimaln¢ (Obr. 4) (Hanna et al., 2017). Po oSetieni bunék inhibitory Rho GTPaz
doslo ke ztraté dlouhych spojl a i ke snizeni mnozstvi téch kratSich (El Najjar et al., 2016).
Pokud byl specificky inhibovan protein Cdc42, vyrazné se snizila tvorba mezibunéénych spoji
(Hanna et al., 2017). Hlavné pokleslo mnozstvi dlouhych nanotrubic, ale zarovein bylo
pozorovano zvysené mnozstvi kratkych spoju. Z toho se da usoudit, ze exprese Cdc42 ma vliv
na tvorbu dlouhych TNT (Hase et al., 2009). Pokles mnozstvi nanotrubic nastal také pfi inhibici
proteinu Racl a zaroven doSlo i1 k vyraznému sniZeni jejich stability. Rho GTPazy se tedy

pravdépodobné podileji na regulaci délky a stability TNT.



Obrazek 4: Lokalizace bunéénych proteinti M-sec, Racl, Cdc42 v TNT. Zobrazeny jsou jednotlivé

optické fezy. Fluorescencné byly znaceny- bunééné membrany (barvivo WAG- zelena), F-aktin
(fialova) a bunécné proteiny M-sec, Racl nebo Cdc42 (Cervend). Na snimcich je patrna lokalizace
bunéénych proteinti v ramci buiiky a TNT. M-sec a Racl byly nalezeny v nanotrubici, zatimco Cdc42
se tam nachazel pouze ve velmi malém mnozstvi. Pfevzato a upraveno z: Hanna et al., 2017.

2.2.5. LST1
LST1 je maly, adaptorovy, transmembrdnovy protein specificky pro myeloidni linii
leukocytii (Draber et al., 2012). Protein LST1 se nachazi v cytoplazmé& a na plazmatické
membrané (Omsland et al., 2016). Pokud doslo k jeho nadmérné expresi, tak se zvysilo
mnozstvi bungk, které tvofily TNT. Tyto nanotrubice byly delSi nez u bunck s pfirozenou
expresi LST1. Mohly dosahovat délky az 200 um. Zaroven pfi snizeni exprese tohoto proteinu
se vyrazné sniZzil i pocet nanotrubic mezi buiikami. Protein LST1 interaguje s proteinem M-Sec
a zaroven je pro tvorbu TNT indukovanou proteinem LST1 dualezity protein RalA (Schiller et
al., 2013).
2.2.6. Proteiny z rodiny Rab GTPaz
Tvorbu TNT ovliviiuji také proteiny Rab8a, Rab11a a Rab35. Pfi nadmérné expresi kazdého

proteinu doslo ke zvyseni mnozstvi TNT a tim i ke zvySeni transportu vezikul (Bhat et al., 2020;



Zhu et al.,, 2018). Zaroven v ptipadé¢ Rablla doslo také k jeho pfenosu mezi bunikami
prostfednictvim TNT (Zhu et al., 2018) .
2.2.7. Proteiny spojené s apoptozou
Déle byly v souvislosti s tvorbou TNT zkoumany proteiny p53, Bax a kaspazy, které
jsou zapojeny v draze programované bunécn¢ smrti. Pii nadmérné expresi p53 doslo ke zvysené
tvorbé TNT, a naopak u bunék exprimujicich mutantni p53 doslo k blokaci jejich vzniku. Zatim
co pfi inaktivaci proteinu Bax a kaspaz nedoslo ke zméné¢ efektivity tvorby TNT, coz naznacuje,
ze dalsi proteiny apoptotické drahy nehraji roli ve vzniku TNT. Protein p53 ma pravdépodobné
vliv na expresi proteinu M-Sec, hlavniho regulatoru vzniku TNT. Pfi vystaveni bunék stresu
zpusobeného H>O> doslo k aktivaci p53 a zvysené expresi M-Sec (Wang et al., 2011). Avsak
u bun¢k PC12 vliv proteinu p53 na tvorbu TNT prokazéan nebyl. To naznacuje, Ze se protein
p53 muize Gcastnit tvorby TNT, ale neni pro jejich vznik nezbytny (Andresen et al., 2013). Déle
bylo za pouziti inhibitorti zkoumano, jestli proteinkindzy Akt, PI3K a mTOR (také zapojeny
v regulaci apoptozy) nemaji vliv na vznik TNT. Ukézalo, ze vSechny tfi kinazy jsou dulezité
pro vznik TNT. Pii nadprodukci nefunkéniho mutanta proteinu Akt doslo k blokaci vzniku
nanotrubic. Pokud byly buiiky kultivovéany s inhibitorem PI3K, snizilo se mnozstvi vzniklych

TNT. Ke stejnému vysledku doslo i po pfidani inhibitort proteinu mTOR (Wang et al., 2011).

2.3. Biologicka funkce TNT

TNT slouzi ke komunikaci bunék mezi sebou, buiiky si mohou vzdjemné predavat rizny
material, od proteinti po organely jako jsou mitochondrie. Ale hlavni funkci TNT je reakce
na bunéény stres. Ptfi vystaveni bun€k PC12 (bunky feochromocytomu potkantl) stresu
v podobé UV zéfeni a nasledné kultivaci s inhibitorem polymerace aktinu bylo detekovano vice
mrtvych bun€k nez v pifipadé, kdy byly buiiky vystavené stresu kultivovany bez inhibitoru
polymerace aktinu. Z toho lze usuzovat, ze TNT hraji roli pfi zachran€ bunék pied bunécnou
smrti indukovanou stresem (Wang and Gerdes, 2015). ZvySena tvorba TNT byla pozorovana
1 u bungk vystavenym i jinym stresovym podminkédm. Pokud byly buiiky vystaveny stresujicim
faktorim jako jsou hladovéni, kyselé prostfedi nebo hypoxie, které jsou charakteristické
pro rakovinné bujeni, tak byla pozorovana zvySena frekvence vzniku TNT mezi bunkami.
Vzniklé nanotrubice se Casteji tvorily mezi stresovanymi a nestresovanymi buiitkami, nez mezi
bud’ pouze stresovanymi nebo pouze nestresovanymi. Pokud byly stresované buiiky vystaveny
inhibitoru polymerace aktinu nebo byla tvorba TNT naru$ena mechanicky (tfesenim), doslo
ke zvySeni bunécné smrti (Kretschmer et al., 2019). Ptfi vystaveni bunck H>O> doslo

k reorganizaci F-aktinu a zvySeni tvorby TNT (Obr. 5) (Zhu et al., 2005). ZvySenou tvorbu



TNT indukovala 1 hypoxie nebo snizend koncentrace séra v kultivatnim médiu (Desir et al.,
2016; Zhu et al., 2016). U Schwanovych bunék kultivovanych v médiu se snizenou koncentraci
séra byla detekovana zvysSend exprese malych GTPaz Rab8a a Rabl 1a, které se podili na tvorbé
TNT. Pokud doslo k vyraznému snizeni exprese téchto GTPaz u stresovanych bun¢k, doslo
1 k razantnimu poklesu poc¢tu TNT. Z toho lze usuzovat, ze Rab8a a Rab11a jsou nutné k tvorbé

TNT a k reakci bun€k na stresové podminky (Zhu et al., 2016).

Kontrola Buriky vystaveny H20:

Obrazek 5: Zobrazeni zvysené tvorby TNT u bunék astrocytd vystavenych stresu v podobé H,O..
Ukézany jsou vybrané optické fezy. Fluorescencné znaCen- F-aktin (zelena) (B, D). Buiiky astrocytl
byly vystaveny H»O», coz zapfi¢inilo zvyseny vznik TNT (C, D) v porovnani s kontrolnimi buiikami
(A, B). Pfevzato a upraveno z: Zhu et al., 2005.

Vreakci bun€k na stres hraje patrn€ roli transport mitochondrii mezi bunikami.
Mitochondrie mohou byt transportovany pomoci TNT, coZ mliZe buniku se Spatné fungujicimi
mitochondriemi uchranit pfed apoptézou (Yang et al., 2022). Aby se dokazalo, Ze se jedna
o pienos mitochondrii mezi buitkami prostiednictvim TNT, byly buiiky inkubovany v médiu
s inhibitorem polymerace aktinu, CytochalasinemB. Tato latka inhibuje tvorbu i pfenos
mitochondrii pomoci TNT, k ¢emuz také u pozorovanych bunék doslo (Bukoreshtliev et al.,
2009; Jackson et al., 2016). Zarovenn bylo prokazano, ze dochazi k transportu funkcnich
mitochondrii. V akceptorovych bunkéach doslo k vyraznému zvySeni respirace i obratu ATP

(Jackson et al., 2016).
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Zvysena tvorba TNT byla pozorovana i u nadorovych bunck. Nadorové prostiedi je
Casto kyselé, coz stimuluje tvorbu TNT. Pfi pozorovani bunck, kultivovanych 72 hodin
v kyselém médiu, byla ¢asosbérnou konfokalni mikroskopii pozorovana zvySena tvorba TNT
(Lou et al., 2012). Témito nanotrubicemi se zaroveil mohly transportovat mitochondrie
do rakovinnych bun¢k (Saha et al., 2022).

Kromé vyrovnavani se bunck se stresem hraji TNT roli i v patogenezi
neurodegenerativnich onemocnéni a prionovych infekcich. Pfi neurodegenerativnich
onemocnénich bylo pozorovano zvysené mnozstvi TNT, kterymi se mohou S§ifit proteiny
typické pro dané patologie a tim je 1 zhorSovat. Pfi vystaveni bunék proteinu oAp, ktery je
typicky pro Alzheimerovu chorobu, doslo ke zvyseni tvorby TNT, kterymi se pak oA mohl
Sifit na dalsi buiiky (Dilna et al., 2021). Analogicky proces byl pozorovan i pii Parkinsonové
chorobg, pro kterou je dllezity protein a-SYN. Ten indukoval tvorbu TNT a byl jimi 1 pfenasen
(Rostami et al., 2017).

Transport pomoci TNT je jednim z mechanismt, kterymi se mohou rozsifovat i priony a tim
zhorSovat dané onemocnéni (Abounit et al., 2016). Priony byly nalezeny uvniti TNT ale
1 na jejich povrchu. Z toho 1ze usuzovat, ze priony se mohou mezi buitkami §itit pomoci TNT
(Gousset et al., 2009). Zaroven se ukdzalo, ze extracelularni druhy Tau proteinu, jako jsou
monomery a fibrily, indukuji tvorbu TNT, které také slouzi k jejich pfenosu mezi neurony
(Abounit et al., 2016; Tardivel et al., 2016). Tau protein byl detekovan také uvnitt TNT, kde se
miZe navazat na aktin, avSak samotna exprese Tau proteinu k indukci vzniku nanotrubic nestaci

(Tardivel et al., 2016).
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3. Role tuneling nanotubes v pFenosu vira z buiiky do buiiky

3.2. Retroviry

3.2.1. Virus lidské imunodeficience (HIV-1)

Virus HIV-1 se vyskytuje celosvétové a je pivodcem onemocnéni ziskané
imunodeficience (AIDS). Jedna se o patogen, ktery se v lidské populaci ustalil ve dvacatém
stoleti. Jde o zoonozu, ktera se na ¢lovéka prenesla v Africe ze Simpanze (shrnuto z: Ferguson
et al., 2002). Soucasnou antivirovou terapii lze infekci kontrolovat, ale zatim neexistuje zadna
1é¢ba, kterd by pacienta definitivné vylécila (shrnuto z: Henderson et al., 2020).

HIV-1 se tadi se do rodu Lentivirus z ¢eledi Retroviridae. Virion je veliky ptiblizné
100 nm a ma kulovity tvar (Obr.6). Virovy genom je tvofen dvéma kopiemi jednofetézcové
RNA o velikosti 9 kb. Virion HIV-1 je obalen lipidovym obalem, ktery obsahuje obalové
glykoproteiny — protein gp120 a gp41. Glykoprotein gpl120 slouzi k navazani na bunécny
povrch, zatimco gp41 zprostiedkovava fizi s membranou hostitelské bunky. Pod lipidickym
obalem se nachazi vrstva matrixového proteinu. Uvnitt virionu se nachazi nukleokapsida, ktera
se skldda z kapsidového proteinu p24 a virového genomu, ktery je obalen nukleoproteinem
a interaguji s nim 1 dilezité virové enzymy integraza, reverzni transkriptdza a virova proteaza.

(shrnuto z: Ferguson et al., 2002).

VIRION

gpl20-gp4l

Obrazek 6: Schéma virionu
HIV-1 Prevzato a upraveno

Nukleokapsida

Reverznitranskriptdza -

_ z webové  stranky ViralZone
Integréza ‘ _ : e tRNA Lys (“Human  immunodeficiency
>Rl virus 1 ~ ViralZone,” n.d.).

Kapsida
Matrixovy protein

Vpr

Virovy protein gpl20 interaguje s bunéénym receptorem CD4, ktery se nachazi

na povrchu pomocnych T-lymfocytd a dalSich bunék imunitniho systému. Tato interakce

wvrwe

Pot¢ dojde k fuzi virového obalu a bunééné membrany a uvolnéni nukleokapsidy

do cytoplazmy. V cytosolu dojde pomoci reverzni transkriptizy k piepisu jednoho
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genomového vldkna RNA procesem reverzni transkripce do DNA (shrnuto z: Ferguson et al.,
2002). V jadie hostitelské buniky pak dojde k integraci virové DNA virovou integrazou
do hostitelského chromozomu (shrnuto z: Ferguson et al., 2002; Kleinpeter and Freed, 2020).
Integrovana virova DNA, oznaCovand jako provirus, je dale transkribovana a ze vzniklych
mRNA jsou translatovany virové proteiny. Po syntetizovani dostatecného mnozstvi virovych
proteini a genomovych RNA dochazi k morfogenezi virionu pod cytoplazmatickou
membranou, jejich puceni a zavérecné maturaci. Takto formované viriony jsou schopny
infikovat dalsi buniky a zabezpecit Sifeni viru v organismu (shrnuto z: Ferguson et al., 2002).

Krom¢ ,klasického* zptsobu pfenosu viru z buiiky do buniky miize vyuzivat virus
HIV-1 1 alternativni cesty. Pro odhaleni, jestli mize HIV-1 vyuzivat k transportu TNT byl
studovan pienos viru v lidskych monocytech a T-lymfocytech (Eugenin et al., 2009; Sowinski
etal., 2008). Pti spolecné kultivaci infikovanych bun¢k s neinfikovanymi bylo mozné detekovat
znacené virové polyproteiny Env (prekurzor obalovych glykoproteinll) nebo Gag (prekurzor
matrixového, kapsidového a nukleokapsidového proteinu) na mezibunécnych spojich mezi
infikovanymi a neinfikovanymi buiikami (Obr. 7B). S postupujicim ¢asem bylo mozné tyto
proteiny nalézt i v pfedtim neinfikovanych bunikach. Zaroven bylo zjisténo, Ze polyprotein Gag
se pohybuje skrz nanotrubici smérem k neinfikovanym buiikdm primérnou rychlosti 0,08 um/s
(Sowinski et al., 2008). Neni vsak jisté, jestli se pomoci TNT pienasi do dalSich bunék cely
HIV-1 virion nebo pouze virové proteiny (Okafo et al., 2017).
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25 um 50 um

Meinfikované Infikované HIV W Infikované HIV —

Filopodie na povrchu Kratke TNT Dlouhé TNT
neinfikovanych bunék

Obrazek 7: Prenos virovych proteinti z infikovanych do neinfikovanych bunék. Ukazany jsou vybrané
optické fezy makrofagl infikovanych a neinfikovanych virem HIV-1. Imunofluorescenéné barven
virovy protein p24 (zeleng), aktin (Cervené) a DNA(DAPI- modra). A, B- Neinfikované bunky
na jejichz povrchu se nachazeji filopodie. C, D- Infikované makrofagy 3 dny po infekci virem HIV-1,
které tvoii kratké TNT nebo dlouhé TNF (E, F). Pievzato a upraveno z: Eugenin et al., 2009.

I kdyZz nebylo doposud jasné prokazano, ze dochéazi k ptenosu virionu HIV-1
prostiednictvim TNT, bylo publikovano né€kolik studii, které¢ vyznam TNT ve virové infekci
podporuji. Infekce virem HIV-1 ma vliv na tvorbu TNT, ktery ale zavisi na bunééném typu.
Zatimco u infikovanych T-lymfocytd se vytvafel pfiblizné stejny pocet TNT jako
u neinfikovanych, tak u makrofagi zptsobila infekce virem HIV-1 do¢asné zvysSeni jejich poctu
mezi bunkami (Eugenin et al., 2009; Sowinski et al., 2008). Ke zvyseni poctu TNT u makrofagt
doSlo v casnych fazich infekce, kdy dochéazelo i k nejvétsi replikaci viru, coz bylo 1-3 dny
po infekci (Eugenin et al., 2009; Hashimoto et al., 2016). Nejvétsi narast po¢tu byl u kratkych
nanotrubicek, dlouhych primérmé 30 um, a to az o 70 %. Zatim co pocet dlouhych TNT, které
dosahovaly primémé délky 150 pum, se zvysil jen o 25 % (Obr. 8) (Eugenin et al., 2009).
Mnozstvi vytvorenych TNT, zaviselo také na mnozstvi infikovanych bunek. V dobé¢, kdy jich
byla infikovana nadpolovi¢ni vétSina, doslo ke snizeni tvorby TNT a také sniZeni jejich stability
(Okafo et al., 2017). S postupujici infekei kleslo mnoZstvi mezibunéénych spojti, az dokud
nedosahlo podobného poctu jako u neinfikovanych makrofagt, k ¢emuz doslo 8 dni po infekci.
Tato data naznacuji, Ze na zvyseni tvorby TNT mtZe mit vliv replikace viru. Vzniklé TNT byly
u infikovanych bun¢k delsi, tlustsi a vytvofilo se jich vice nez u neinfikovanych bunék.

Obsahovaly také a-tubulin a virové proteiny Env a Gag (Obr. 8), coz potvrzuje domnénku, Ze
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v infikovanych bunkéach dochazi k indukci tvorby TNT pro zvySeni efektivity infekce dalSich
bun¢k (Eugenin et al., 2009; Lotfi et al., 2020).

A F-aktin/DAP a-tubulin /f DAP| F-actin / a-tubulin f DAPI

Meinfikované
bunky

Hiv-1
infikované
bunky
2 dpi

HIV-1
infikovane
bunky
2 dpi

Eﬂ_um

Obrazek 8: Zvyseni tvorby TNT po infekci virem HIV-1. Ukéazany jsou vybrané optické fezy
neinfikovanych a HIV-1 infikovanych lidskych gliomovych bunék 2 dny po infekci (dpi).
A - Imunofluorescencné barveny F-aktin (zelend), a-tubulin (¢ervend), DNA (DAPI- modra). V TNT
byl detekovan F-aktin a a-tubulin. B- Barveno pomoci specifickych protilatek proti virovym proteiniim
Env (3edd), Gag (Gervena) a DNA (DAPI - modra). Zluté $ipky oznaduji pfitomnost TNT, ve kterych
lze pozorovat znacené virové proteiny. Pfevzato a upraveno z: Lotfi et al., 2020.

Na infekci zpsobenou virem HIV-1 ma zasadni vliv virovy protein Nef. Protein ma
vliv nejen na virovou replikaci, ale i na tvorbu TNT. U bunék infikovanych virem HIV-1, ktery

byl Nef deficientni, se TNT tvoftily jen vzacné (Hashimoto et al., 2016). To je zplisobeno tim,
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ze mira exprese Nef proteinu ovliviiuje expresi bunééného proteinu Myo10, jehoz mnozstvi ma
vliv na tvorbu TNT (Uhl et al., 2019). Celkov¢ exprese Nef proteinu ovliviluje nejen mnozstvi
vzniklych TNT ale i jejich strukturu. U bun€k infikovanych virem HIV-1 byly vzniklé
nanotrubice siln¢jsi a vyskytovaly se s vyssi frekvenci, ptipadné se i vétvily, nez u bunék, které
byly infikovany virem s deleci kodujici sekvence pro protein Nef (Mukerji et al., 2012).

Virovy protein Nef miize byt pomoci TNT i transportovan do dalSich bunck.
Po spole¢né kultivaci bunék, které exprimovaly fluorescencné znaceny protein Nef, s buiikami
tento protein neexprimujicimi byl protein Nef detekovan, i v bunkéch, které ho ptavodné
neprodukovaly (Uhl et al., 2019). Dale byla ukazana schopnost TNT pfenaSet Nef protein
do T-bunék. Protein Nef snizuje mnozstvi koreceptoru CD4 na bunééném povrchu (Garcia and
Miller, 1991; Uhl et al., 2019). Proto jako akceptorové buiiky slouzily takové, které na svém
povrchu exprimovaly velké mnozstvi CD4 molekul. Po kultivaci téchto bunék s infikovanymi
makrofagy doslo k poklesu mnozstvi CD4 na povrchu buné€k, coz dokladé Gspésné preneseni
proteinu Nef mezi bunikami (Uhl et al., 2019).

Protein Nef se mtze pomoci TNT piendset i do B-lymfocyti. Pro tvorbu TNT
B-lymfocyty bylo potteba ATP a polymerace aktinu. Po pfidani inhibitori polymerace aktinu
se snizilo mnozstvi novych TNT mezi buiikami, zatimco po pfidéni inhibitorG polymerace
tubulinu, nedoslo inhibici tvorby novych TNT (Xu et al., 2009). Nef ma zasadni vliv na tvorbu
protilatek u infikovanych B-lymfocytl, kde inhibuje vznik nékterych jejich tfid. Infikované
B-lymfocyty vytvateji méné IgG a IgA, pravdépodobné z dliivodu, Ze se B buiiky stavaji méné
citlivé na signaly ohledné pfepinani tfid od pomocnych T-lymfocytl. Pfeneseny Nef protein
muze tedy negativné ovliviiovat funkci B-lymfocytu (Xu et al., 2009).

Kromé virem kodovanych proteini hraji roli v pfenosu proteinit HIV-1 prostfednictvim
TNT také bunécné proteiny. M-Sec ovlivituje expresi virovych proteint, také se podili na jejich
pfenosu mezi buitkami (Hashimoto et al., 2016; Lotfi et al., 2020). Jeho exprese vedla
ke zvySeni mnozstvi Gag proteinu (Hashimoto et al., 2016). Pokud dojde k jeho knockdownu,
klesne jak mnozstvi virového Env proteinu, tak i exprese proteinu Gag bude také snizena (Lotfi
et al., 2020). V kulturach infikovanych HIV-1 bylo detekovdno vétSi mnozstvi M-Sec nez
v neinfikovanych. Tyto buiiky nésledné pak vytvaiely mnozZstvi jak tenkych tak tlustych TNT
mezi makrofagy (Hashimoto et al., 2016). M-Sec tak pravdépodobné usnadnuje a urychluje
pienos HIV-1 proteini mezi buiikami s pomoci zvySené tvorby TNT (Hashimoto et al., 2016;
Lotfi et al., 2020).

Na infekei virem HIV-1 mlze mit vliv 1 pfitomnost dal§iho patogenu. Piikladem je

bakterie Mycobacterium tuberculosis (Mtb), kterd po infekci bun€k zplsobi az 2krat vétsi
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zvySeni tvorby TNT. Pfi souCasné infekci obéma patogeny doslo kjest€¢ veétsi tvorbe
mezibunécnych spoji. Tyto TNT obsahovaly virové proteiny i samotné viriony. Mtb napomaha
pouze k lepSimu Sifeni viru mezi buitkami. ZvySenou tvorbu nanotrubic zpisobuje cytokin
IL10, ktery je produkovan nasledkem infekce Mtb (Souriant et al., 2019). DalSim proteinem,
ktery ma dulezitou roli pro Sifeni HIV pfi koinfekci s Mtb je lektinovy receptor Siglec-1, ktery
byl nalezen na mikrotubulech. Tyto TNT byly tlustsi, dosahovaly i vétsi vzdalenosti, déle
vydrzely a virus HIV-1 se nachazel hlavné v nich. Pokud byla snizena transkripce genu
pro Siglec-1, nezménilo se mnozstvi tlustych TNT, ale doSlo k jejich vyraznému zkraceni

(Dupont et al., 2020).

3.2.2. Virus lidské T-bunécéné leukemie typu 1 (HTLV-1)

Dalsim virem z ¢eledi Retroviridae, u kterého byl ukdzan pienos virem kodovanych
proteinii pomoci TNT, je virus lidské T-bunééné leukémie typu 1 (HTLV-1). HTLV-1 se tadi
do rodu Deltarertovirus a je to prvni identifikovany retrovirus napadajici ¢lovéka, ktery byl
izolovan v roce 1980 z T-lymfocytd. Infikuje hlavné CD4 pozitivni pomocné T-lymfocyty.
Zpisobuje T-bunécnou leukemii, myelopatii nebo také o¢ni onemocnéni (shrnuto z: Kamoi,
2020). Stavba virionu a prubéh replikac¢niho cyklu je analogicky s HIV-1.

U bun¢k T-lymfocyti infikovanych virem HTLV-1 byly nalezeny mezibunécné spoje,
které byly identifikovany jako TNT (Van Prooyen et al., 2010). Nanotrubice byly slozeny
z aktinu a neobsahovaly tubulin, dosahovaly délky az 5 pm a neinteragovaly se substratem
(Omsland et al., 2018). Pomoci téchto mezibunécnych spojit dochdzi k transportu virionti
do neinfikovanych bunék, a tim dochézi ke snadnému Siteni viru (Van Prooyen et al., 2010).
Pomoci TNT mohou byt transportovany i virové proteiny Tax (transaktivator virovych
ibunéénych genll) a Gag (prekurzor strukturnich proteind), které byly nalezeny v TNT
(Omsland et al., 2018). Navic bylo ukazano, Ze Tax protein je pravdépodobné dulezity
pro tvorbu TNT v infikovanych bunkach, protoZze zvySuje expresi M-Sec proteinu, ktery
indukuje tvorbu TNT (Hase et al., 2009; Omsland et al., 2018).

Dal$im virovym proteinem, ktery vyznamné podporuje tvorbu a délku nanotrubic je p8
(pomocny protein, ktery poméaha se vyhnout imunitnimu systému). Pii expresi p8 v T-buiikach
doslo k vyraznému zvySeni poctu TNT na jednu buiiku 1 celkovému zvySeni poctu bunék
tvoficich TNT. Doslo také k prodlouZeni téchto mezibunéénych spoji. Pfi porovnani s buitkami
infikovanymi modifikovanym HTLV-1, ktery nemohl exprimovat p8, se zjistilo, ze tyto bunky
vytvareji méné TNT. Z toho vyplyva, ze protein p8 podporuje tvorbu TNT, a tim 1 pomaha Sifit

virus mezi bunikami (Van Prooyen et al., 2010).
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3.3. Herpesviry

Viry z ¢eledi Herpesviridae zpisobuji fadu onemocnéni lidi a zvifat. Mezi lidské
patogeny se fadi naptiklad herpes simplex virus 1, varicella zoster, lidsky cytomegalovirus,
virus Epstein-Barrové, virus Kaposiho sarkomu a dalsi. Herpesvirové infekce jsou celoZivotni,
protoZe dochazi k jejich latenci v hostitelich (shrnuto z: Connolly et al., 2021).

Genomem herpesvirti je linearni, dvoufetézcova DNA molekula. Na povrchu virionu se
nachazi lipidicky obal obsahujici veliké mnozstvi virem kdédovanych glykoproteind.
Pod obalem se nachdzi tegument, coz je amorfni vrstva, ve které se vyskytuji virové proteiny.
Uvnitf virionu je nachazi kapsida, ktera obaluje virovy genom (Obr. 9) (shrnuto z: Kukhanova

et al., 2014). VIRION

Obalové proteiny

Wnéjsi tegument

Vnitfni tegument

Hlavni
kapsidowy
protein

Obrazek 9: Schéma
virionu herpesviridae.
Pievzato a upraveno
z webové stranky
ViralZone
(“Herpesviridae ~
ViralZone,” n.d.).

Virion se prosttednictvim povrchového glykoproteinu gD navaze na piislusné receptory
na hostitelské burice, coz ptenese signal na dimer glykoproteinii gH-gL. Poté dojde ke zméné
konformace glykoproteini gH a gL, a signalizaci k fuzi, kterd prob&hne diky zméné
2021). Uvolnéna virova kapsida je transportovana podél mikrotubull k jadru, do kterého
vstupuje pouze virova DNA, kterd okamzZité¢ po vstupu do jadra cirkularizuje. V jadie dojde
bud’ k utlumu transkripce a ustanoveni latentni faze nebo dojde k ustanoveni lytické infekce
a zah4jeni transkripce bezprostiedné casnych genti. Dale nasleduje transkripce casnych gent,
jejichz produkty jsou nezbytné pro syntézu virové DNA. Nésledné se replikuje virova DNA
a syntetizuji pozdni geny. Nakonec dojde k morfogenezi virionu a jeho vypuceni z bunky
(shrnuto z: Packard and Dembowski, 2021).

Mezi modelové viry, u kterych byla zkoumana moznost pfenosu prostfednictvim TNT
patii bovinni herpesvirus 1 (BoHV-1) a Pseudorabies virus (PRV). U téchto vird bylo

pozorovano Sifeni viru pomoci TNT na jiné buniky (Favoreel et al., 2005; Panasiuk et al., 2018).

18



Pti kultivaci bunécnych kultur infikovanych BoHV-1 byly pozorovany rizné dlouhé
nanotrubice. Kratké byly tvofeny aktinovymi vlakny a vétSina dlouhych spojti navic obsahovala
i mikrotubuly. Delsi spoje byly na zikladé morfologie definovany jako TNT. Jednalo se
o kiehké, tenké aktinové nanotrubice, které n¢kdy obsahovaly i tubulin a nebyly pfipojeny
k substratu. V kulturach infikovanych BoHV-1 se vytvaiela sit mezibunénych spoja
propojujicich vice bun¢k, kterd obsahovala vétsi pocet dlouhych nanotrubic v porovnani
s kulturou neinfikovanych bunék. Virova infekce méla vliv i na mnozstvi vzniklych TNT, doslo
k zvySeni poctu dlouhych TNT. Na délku a tvorbu TNT mél vliv 1 typ infikované tkén¢, kde
u fibroblasti bylo mnozstvi TNT vyssi nez u bun¢k nosohltanu. U infikovanych buné¢k
nosohltanu doslo k prodlouzeni TNT o 40%, zatim co u fibroblasti az o 70% (Panasiuk et al.,
2018).

Pro zvySeni tvorby TNT v infikovanych buiikédch je dilezitd virova serin/threonin
protein kinaza Us3. Po infekci bunék virem PRV doslo k vytvofeni dlouhych aktinovych
mezibunéénych spojeni, které se vSak v nepfitomnosti virového proteinu Us3 netvofily.
Z tohoto diivodu se usuzuje, ze protein Us3 je dilezity pro tvorbu TNT. K tvorbé nanotrubic
neni potfeba dalSich virovych proteinil, protoze se tvotily i v pfipadé€, ze byl protein Us3
individudlné exprimovany v buiikdch (Favoreel et al., 2005; Jansens et al., 2017). Tyto TNT
indukované Us3 byly velmi stabilni, pravdépodobné protoze v misté kontaktu obsahovaly
adhezivni molekuly E-kadherin a B-katenin. Dale obsahovaly tubulin, jehoZ posttranslaéni
modifikace (acetylace a detyrosinace) podporovaly jeho stabilitu (Jansens et al., 2017).

Pro ovéfeni moZnosti penosu proteinil nanotrubicemi byly pouZity mutantni BoHV-1
s fluorescen¢né znacenymi proteiny E, VP26 a Us3. Prvni protein E byl glykoprotein, ktery je
sloZzkou virového obalu, druhym byl kapsidovy protein VP26 a tfetim znaCenym proteinem byl
tegumentovy protein serin-threoninkindza Us3. VSechny zkoumané virové proteiny byly
pfenaSeny TNT. Proteiny byly detekovany jak uvniti bunék tak na povrchu TNT, a zaroven
uvnitt TNT byly pozorovany granule jednotlivych proteinit (Panasiuk et al.,, 2018).
Pti zkoumani pohybu proteinu VP26 v nanotrubicich, se zjistilo, Ze se protein pohybuje velice
rychle smérem ke Spicce, kolem 0,29 pum/s a v nekterych piipadech bylo mozné pozorovat
1 kratky pohyb opacnym smérem (Favoreel et al., 2005; Panasiuk et al., 2018).

Aby se prokdzalo, Ze doslo k Sifeni celych virionil témito strukturami, byly infikované
buniky inkubovany v prosttedi, které obsahovalo protilatky proti PRV. Po 7 hpi bylo mozné
detekovat virové nukleokapsidy v builkach, které piedtim nebyly infikované (Obr. 10)
(Favoreel et al., 2005). Déle byl sledovan pienos viru BoHV-1 pomoci TNT nejenom mezi

infikovanymi a neinfikovanymi buiikami stejného typu, ale i mezi bunikami riznych typt.
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K pfenosu virih pomoci nanotrubic doslo zinfikovanych bunék nosohltanu nejenom

do neinfikovanych bunék stejného typu ale i do fibroblastii (Panasiuk et al., 2018).
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Obrazek 10: Pienos BoHV-1 prostiednictvim TNT mezi buitkami. Ukazany jsou jednotlivé optické
tezy. Infikovany byly buiiky nosohltanu (A) a bovinni fibroblasty (B). Fluorescencné znaceno— BoHV-1
(detekce pomoci séra anti-BoHV-1- zelena), F-aktin (Cervend), jadra (modrd). Na snimcich je vidét
pienos BoHV-1 pomoci TNT v obou typech bunék. Pfevzato a upraveno z: Panasiuk et al., 2018.

Herpesviry jsou skrz TNT transportovany obalené. Tento primdrni obal ziskdvaji
z vnitrobunéénych membran a k plazmatické membrané jsou transportovany ve vezikulech,
proto se i v TNT nachdzeji ve vezikulech. To mé za nasledek, ze se virus mize po celé délce
nanotrubice exocytovat a vzniklé¢ vezikuly nasledné fazuji s plazmatickou membranou
akceptorové buinky (Obr. 11) (Jansens et al., 2017). Tento zpiisob pienosu céstecné
zprostfedkovany pomoci TNT je velice unikatni a zatim byl popsan pouze u viru PRV, proto
neni jiste, jestli se takto prenaseji vSechny Herpesviry.

A ' B

Obrazek 11: Ptenos a puceni PRV mezi butikami pomoci TNT. Jedna se o snimky pofizené transmisni
elektronovou mikroskopii. Infikovany byly buiiky prasecich varlat. A— Misto kontaktu TNT, vzniklého
indukeci virového proteinu Us3, s akceptorovou bunikou. B a C— Transport jednotlivych obalenych virt
skrz TNT, které mohou po celé délce TNT vypucet a nasledné se navazat na akceptorovou bunku, s jejiz
plazmatickou membranou fizuji. Pfevzato a upraveno z: Jansens et al., 2017.
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3.4. Virus chripky

Virus chiipky z celedi Orthomyxoviridae zpisobuje akutni respiraéni onemocnéni
oznacované jako chiipka. Jedna se o obaleny virus se segmentovanym -ssSRNA genomem. Pod
lipidovym obalem s virovymi glykoproteiny hemaglutinin (HA), neuraminiddza (NA) a
iontovymi kandly (M2) se nachazi vrstva matrixového proteinu. Ve virionu se nachazi 6-8
segmentti virové RNA obalenych nukleokapsidovym proteinem. S kazdym segmentem
asociuje komplex virovych proteind, jednim z nich je virovd RNA polymeraza (Obr. 12)

(shrnuto z: Luo, 2011).

VIRION

Hemaglutinin (HA)

Matsieory protiin [M1) Obrazek 12: Schéma chiipkového
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Nukleoprotein (NP) n d)

M2 iontovy kanal

Jaderny exportni protein (NEP)

Vstup viru do buiiky je zprostfedkovan virovym proteinem hemaglutininem. Virion
chiipky se navaZze hemaglutininem na specificky receptor hostitelské buriky s kyselinu sialovou
a po vzajemné interakci dojde k endocytoze viru. Diky snizujicimu se pH v ¢asném endozomu
dojde k fuzi membrany viru a endozomu a uvolnéni kapsidy z endozomu (shrnuto z: Luo,
2011). Déle jsou virové nukleokapsidy transportovany do jadra, kde jsou replikovany
a transkribovany virovou RNA polymerazou. Po nasyntetizovani dostate¢ného mnoZstvi
virovych strukturnich proteinii a genomovych RNA dojde v jadie k morfogenezi nukleokapsid.
Ty jsou poté transportovany k plazmatické membrané obsahujici virové glykoproteiny HA, NA
a M2 proteiny, kde dojde k finalni morfogenezi virionu a jeho vypuceni ven z buiiky. (shrnuto
z: Pleschka, 2013).

Pro objasnéni, jestli je virus chiipky mezi buiikami transportovan TNT, byly pouzity
epitelialni bunky s fluorescencné znacenou membranou, které byly infikovany virem chiipky.
Zaroven byl do média pfidan inhibitor virové neuraminiddzy, Oseltamivir, ktery zabrafnuje

uvoliovani nove€ vzniklym virionlim z infikovanych bun¢k a tim pddem zabranuje infikovani
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dalSich bunék. Nekolik hodin po kultivaci byla pozorovana vyssi frekvence vzniku TNT mezi
infikovanymi a neinfikovanymi buitkami. Po 18 hodinach po infekci (hpi), byly v TNT
detekovany virové proteiny hemaglutinin, nukleoprotein a matrixové proteiny 1 a 2. Tato data

naznacuji, ze se virus chiipky §iii pomoci TNT na dalsi neinfikované bunky (Obr. 13) (Kumar

et al., 2017).

Obrazek 13: Lokalizace imunofluorescenéné znacenych proteini (NP, HA, M1, M2) viru chiipky
vramci TNT. Jsou ukazany jednotlivé optické fezy. Infikovany byly epitelidlni buiiky, které byly
fixovany 18 hpi. Fluorescencné znaCeny proteiny viru chiipky (detekce pomoci protilatek — zelend),
jadra (modra). Znacené virové proteiny NP, HA, M1 a M2 byly detekovany v TNT. Pfevzato a upraveno
z: Kumar et al., 2017.

Tento zavér byl podpoten pozorovanim provedenym skupinou Robertse (Roberts et al.,
2014). Autoti kultivovali psi ledvinové buiiky infikované virem chiipky typu A v pfitomnosti
inhibitoru neuraminiddzy, zanamivirem. U infikovanych buné€k pozorovali zvySené mnoZstvi
mezibun&énych struktur v infikovanych buiikach (Roberts et al., 2014).

Dale byla zkouméana role proteinu Rabl1a v tvorbé TNT v infikovanych bunikéch. Bylo
zjiSténo, Ze Rablla nema vyrazny vliv na tvorbu TNT, ale poméha transportovat
ribonukleoprotein pfes TNT. Na protein Rab11a se vaze virovy ribonukleoproteinovy komplex.
Tato interakce je zprostfedkovéana podjednotkou PB2 virové polymerazy. Diky této interakci
dojde k transportu ribonukleoproteinu asociovanym s Rab11a do plazmatické membrany cilové
transportovaného genetického materidlu (Amorim et al., 2011; Ganti et al., 2021; Momose et
al., 2011). Timto zptisobem muze byt skrz TNT transportovano vSech osm virovych segmentt

najednou, diky ¢emuz v buiice pfijemce mohou vznikat infekéni virové ¢astice (Ganti et al.,
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2021).

3.5. Lidsky metapneumovirus (HMPYV)

Lidsky metapneumovirus (HMPV) je patogen, zplsobujici respiracni onemocnéni,
ktery byl poprvé izolovan v roce 2001 v Nizozemi. Jedna se o hlavni pfi¢inu infekce dolnich
cest dychacich u kojencti a déti. Napada epitelialni buniky hornich cest dychacich a dolnich cest
dychacich, kde zptisobuje infekce (shrnuto z: Cox and Williams, 2013).

HMPYV se tadi do celedi Pneumoviridae, ktera zahrnuje obalené viry jejichz genomem
je jednotetézcova -RNA. Ve virovém obalu se nachazi tfi virové glykoproteiny, fuzni protein
(F), glykoprotein (G) a kratké hydrofobni proteiny (SH). Pod lipidovou dvouvrstvou se nachézi
matrixovy protein (M), ktery je v kontaktu s transmembranovymi glykoproteiny. Ve virionu se
nachazi jednovldknova RNA s negativni polaritou, ktera je obalena nukleoproteinem (N), se
kterym dale asociuji fosfoprotein (P), polymerazovy protein a M2 matrixovy protein (Obr. 14).
Virova infekce zacind navazdnim povrchovych glykoproteini na bunécné receptory,
nasledované¢ fuzi povrchovych membran za pomoci fuznitho F proteinu a uvolnéni
nukleokapsidy do hostitelské buiniky (shrnuto z: Cox and Williams, 2013). Poté nasleduje
transkripce virovych mRNA a translace virovych proteinti. Jakmile se syntetizuje dostatek N
proteinu dojde k zahdjeni replikace virové RNA, kterd je nasledovana morfogenezi viriont.
Dojde k sestaveni kapsid a jejich vypuceni z bunééného povrchu. Vzniklé viriony mohou

nasledné infikovat dal$i buiiky (shrnuto z: Easton et al., 2004).
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Obrazek 14: Schéma virionu
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Pro urcent, jestli se HMPV pienasi mezi buiikami prostfednictvim mezibunécénych spoja
byla sledovéna lokalizace jednotlivych virovych proteint v burice (El Najjar et al.,2016). Jiz
24 hpi byly pozorovany virové proteiny, které se nachdzely v nanotrubickéach tvoficich

sitovitou strukturu. Jednalo se o matrixovy M protein, ktery se nachéazel po celé jejich délce,
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a dale nukleokapsidovy N protein, ktery se nachazel ve stiedu vldkna obklopeny M proteiny.
Pokud byly buiiky kultivovany s aktinovymi inhibitory, doslo ke snizeni mnozstvi infikovanych
bun¢k vzhledem ke kultivaci bez inhibitort. Z toho lze usuzovat, ze vzniklé mezibunécné spoje
pomahaji viry §ifit na okolni neinfikované bunky. Virova infekce méla také vliv na délku spoj,
mezibunécné spoje u infikovanych bun¢k byly dvakrat delSi nez u neinfikovanych.
V infikovanych buiikdch mély primémné délku kolem 80 um a mohly pteklenout i vétsi
vzdalenost, dokonce az 300 um (EI Najjar et al., 2016).

Déle byl studovan vliv jednotlivych proteint N, P, M, F viru HMPV na formovani
a funkci mezibunécnych spoji. Na zéklad¢ jejich individualni exprese v epitelialnich buiikach
se zjistilo, ze n€které proteiny podporuji vznik mezibunécnych spojeni. Protein N byl detekovan
v cytosolu a jeho exprese neméla vliv na bunéénou membranu a tim i vznik mezibunéénych
spojeni. AvsSak individudlni exprese proteinu F a M podporovala tvorbu kratkych
membranovych vyristkll a exprese proteinu P v buitkach zplisobovala zmény na plazmatické
membrané a tvorbu spojii (Obr. 15). Zaroven se metodou FISH (fluorescencni in situ
hybridizace) 72 hpi podafilo v mezibunéénych spojich detekovat virovou RNA. Z téchto dat
lze usuzovat, Ze toto mezibunééné spojeni miize slouzit nejen k transportu virovych proteint,
ale 1 jejich genoml mezi dvéma bunikami, a tim 1 zvySovat mnozstvi infikovanych bunék
a podporovat $iteni viru (El Najjar et al., 2016).

F N M

Obrazek 15: Lokalizace proteint F, N, M, P viru HMPV v infikovanych butikach. Infikovany byly
lidské bronchialni epitelidlni bunky. Fluorescenéné znaceny virové proteiny (detekce pomoci
protilatek— zelend), N — protein- jeho exprese nemeéla na tvorbu nanotrubic zadny vliv. F a M
proteiny — jejich exprese vytvarela kratké membranové vybézky. P protein — jeho exprese zplsobila
tvorbu dlouhé membranové vycnélky, které se mohly vétvit, byly oznaCeny Sipkami. Prevzato
a upraveno z: El Najjar et al., 2016.

Tato data naznacuji, ze HMPV se mlze §ifit mezi buitkami pomoci mezimembranovych
spoju. I kdyz neni zcela jasné, Ze tyto spoje opravdu ptredstavuji TNT, jejich charakteristika
tomu nasvédCuje. Jedna se totiz o rozsahlou sit’ mezibunéénych spojl, které mohou byt
1 rozvétvené, a ve kterych byly nalezeny virové proteiny i virova RNA. Tyto struktury jsou

tvofeny z aktinu i tubulinu, ale aktin se tam nachdzi ve vyrazné vét§Sim mnozstvi neZ tubulinu.
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Zaroven jejich tvorba je zavisla na polymeraci aktinu a ne mikrotubulli, coz bylo dokazano
po ptidani inhibitort jejich polymerace. TNT mohou mit rtizné slozeni, naptiklad TNT, které
se tvoii pii infekci virem HIV-1, také ve své struktufe obsahuji tubulin, a zaroven byly tyto
struktury popsany i u bunék infikovanych jinymi respira¢nimi viry, napiiklad chiipky (EI Najjar
et al., 2016; Lotfi et al., 2020; Onfelt et al., 2006). Vse nasvéd&uje tomu, Ze tyto struktury jsou
TNT. AvSak pro definitivni identifikaci téchto struktur jako TNT je nutna detailnéjsi

charakterizace t€chto mezibunécnych spoja.

3.6. Virus reprodukc¢niho a respira¢niho syndromu prasat (PRRSYV)

Dalsim virem, ktery se pravdépodobné pienasi pomoci TNT je Virus reprodukcéniho
a respiracniho syndromu prasat (PRRSV) (Guo et al., 2016). Jedna se o praseci virus, ktery byl
objeven vroce 1990 v Evrop¢ a USA. Zplsobuje zavazné onemocnéni s respiraénimi
problémy, ubytkem hmotnosti a reprodukénimi problémy u prasnic, coz pusobi problémy
v zivo¢isné vyrobé (shrnuto z: Dokland, 2010).

Tento virus patii do Celedi Arteriviridae. Jedna se o obaleny +RNA virus, ktery je
kulovitého tvaru o primérné velikosti 45-60 nm. Na povrchu virionu je obal, ktery obsahuje
glykoproteiny (GP2-5) a maly obalovy protein (E). Pod obalem se nachazi vrstva
membranového proteinu. V nukleokapsidé, ktera je tvofena nukleoproteinem (N), se nachazi
virovy genom. Ten je tvofen linedrni +ssRNA o velikosti 14-16kb, kterd je polyadenylovana

(Obr. 16) (shrnuto z: “Betaarterivirus ~ ViralZone,” n.d.).

VIRION

Obrazek 16: Schéma virionu PRRSV.
Prevzato z:(“Betaarterivirus ~ ViralZone,” n.d.)

Po navazani virionu na hostitelské receptory dojde k internalizaci viru klatrinem
zprostiedkovanou endocytoézou. Poté dojde k fizi membrany endozomu a virové membrany,
diky ¢emuz dojde k uvolnéni genomu do cytoplazmy. Nasleduje transkripce a translace

virovych proteinli a replikace virové RNA. Po nasyntetizovani dostatecného mnozstvi
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strukturnich proteinti dojde k sestaveni virionti na membran¢ endoplazmatického retikula nebo
Golgiho komplexu a pomoci exocytozy jejich uvolnéni z bunky (shrnuto z: “Betaarterivirus ~
ViralZone,” n.d.).

Pro prokazani, ze se virus PRRSV miize ptenaset pomoci TNT, byla infikovand buné¢na
kultura a 12 hpi byly specifickymi protilatkami oznaceny virové proteiny. Nejdiive byly
znaceny virovy glykoprotein (GP5) a nukleoprotein (N), aby se dokazala ptitomnost viru v TNT
a diky nim i jeho ptenos. Déle byl obarven F-aktin a myosin IIA, aby byly detekovany TNT.
Byly pozorovany dlouhé mezibunécné spoje definované jako TNT, které obsahovaly obarveny
F-aktin a myosin IIA. Také v nich byly detekovany proteiny GP5 a N (Obr. 17). Specifickymi
protilatkami byly obarveny i dalsi virové proteiny (nsplf, nsp2, nsp2TF, nsp4, nsp7, nspS8),
které¢ byly také detekovany v nanotrubicich. Nasledné byla virovd RNA oznacena metodou
FISH. Virova RNA byly nalezena v nanotrubicich spole¢né¢ s N proteiny. Pfi porovnani
mnozstvi TNT s neinfikovanymi buiikami doSlo k vyraznému zvySeni jejich poctu

v infikovanych bunkach, a to az 5,27 (Guo et al., 2018, 2016).

Obrazek 17: Pienos proteini GP5 a N viru PRRSV pomoci TNT. Prezentovany jsou jednotlivé optické
tezy infikovanych buné¢k. Infikovany byly opici ledvinové bunky. Fluorescencné jsou znaceny virové
proteiny (detekce pomoci protilatek - zelend), F-aktin (A, C)- Cervena, myosin IIA (B, D)- Cervena.
Na snimcich jsou patrné znacené virové proteiny, které se $ifi skrze nanotrubice do dal$ich bunék.
Ptevzato a upraveno z: Guo et al., 2016.

Ptenos viru PRRSV pomoci nanotrubic byl pfimo prokdzadn v nasledujicim
experimentu. Infikované builkky byly kultivovany s neinfikovanymi v pfitomnosti
neutraliza¢nich protilatek. Po 24 hpi byly pozorovany shluky infikovanych bun¢k, z ¢ehoZz
vyplyva, ze se viry mohou §ifit pomoci TNT a nésledné infikovat dalsi buiiky (Guo et al., 2016).
Z téchto dat lze usuzovat, ze virus PRRSV podporuje tvorbu TNT, kterymi se pak muze
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Infekce virem PRRSV u nékterych bunék zptisobuje apoptdzu nebo nekrézu. Pii kultivaci
infikovanych bun¢k s aktinovym inhibitorem, bylo mnozstvi apoptotickych a nekrotickych
bungk jesté vétsi. Vzhledem k tomu, Ze bylo pozorovano, jak se mitochondrie z neinfikovanych
bunék prenaseji pomoci nanotrubic, které obsahuji mikrotubuly, do bunék infikovanych lze
vyvodit, ze TNT jsou potiebné pro transport mitochondrii, aby bylo zabranéno smrti

infikovanych bun¢k (Guo et al., 2018).
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4. Zavér

Zabranéni Sifeni virionli mezi bunikami je jednim z podstatnych mechanismu v eliminaci
virové infekce v organismu. Po pomnoZeni viru v infikované buiice je virové potomstvo
uvoliiovano do okolniho prostfedi a mutze tak dojit k Sifeni infekce i na dal§i bunky
v organismu. AvSak imunitni systém hostitele je schopen velmi efektivné virus uvolnény
z bun¢k eliminovat, a proto viry vyvinuly alternativni zpusoby Sifeni mezi bunikami. Jednim
z téchto alternativnich zptsobi Sifeni virové infekce jsou 1 TNT. Na zéklad¢ riznych
pozorovani bylo prokdzano, Ze viriony nebo proteiny nékterych virli jsou transportovany
do okolnich bun¢k pomoci TNT. Viry nejsou jen pasivnimi uzivateli téchto struktur, samotna
virova infekce md na mnozstvi nanotrubic vliv. U retrovirii a herpesvirit bylo ukazano, Ze
exprese virovych proteind podporuje vznik TNT a tim padem i Sifeni virovych proteinli
i samotnych virioni mezi buitkami. U herpesvirt byl dokonce popsan i zcela unikatni zptisob
prenosu virionl z jedné bunky do druhé. Herpesvirové viriony jsou schopny vypucet z TNT
ve vezikulu, ktery prakticky okamzité¢ fuzuje s membranou akceptorové builky a dochazi tak
k pfenosu infekénich viriond. Otazkou zistava, jestli je tento mechanismus unikatni
pro herpesviry anebo se jednd o universalngjsi zpiisob transportu virionl prostiednictvim TNT.
Pfenos virovych proteint a samotnych viriont byl zatim pozorovan pouze u obalenych vird,
proto by bylo dobré objasnit, jestli tento mechanismus pienosu je univerzalné vyuzivan
pro Sifeni obalenych virll. A zaroven, jestli tento zplisob Sifeni mohou vyuZivat i viry neobalené.
Dalsi otdzkou je, jestli a jakym zplisobem mohou viry ovlivnit sméfovani rostoucich
nanotrubic. Také je otazkou, pokud se nanotrubicemi do okolnich bun€k transportuji pouze

nekteré virové proteiny, jaky je vyznam této udalosti pro virovou infekci.
A samoziejmé nejdulezité)si otazkou je, jestli detailni poznani pfenosu viru mezi bunikami
prostiednictvim TNT muze byt vyuZito v lékaiské praxi, a to nejenom v boji s virovymi

chorobami, ale také pro 1écbu nadorovych onemocnéni nebo neurodegenerativnich chorob.
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