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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Tight Junctions sind apikale interzelluldre Proteinverbindungen zwischen Epithelzellen. Die Uberex-
pression von bestimmten Proteinen der Tight Junctions wie z.B. Claudin-3, -4 und -7 ist fir einige
Krebsarten charakteristisch. In der Krebsdiagnose und -therapie kénnten diese Claudine als Marker
verwendet werden, um Krebszellen zielgerichtet zu detektieren und behandeln zu kénnen. Das C-
terminale Fragment vom Clostridium perfringens Enterotoxin (C-CPE) kann spezifisch an diese Clau-
dine binden. In dieser Arbeit wurden Goldnanopartikel (AuNP) mit dem rekombinanten C-CPE (Ami-
nosauren 194 bis 319) funktionalisiert, um die spezifische Ablation von Claudin-exprimierenden
Krebszellen mit der Goldnanopartikel-vermittelten Laserperforation (GNOME-LP) Technik zu etab-
lieren.

Mit der Analyse der Claudin-Expression von verschiedenen Krebszellen mittels quantitativer real-
time PCR und Immunfluoreszenz konnten Claudin-3, -4 und -7 positive humane Darm- (Caco-2),
Brust- (MCF-7) und Osophaguskrebszelllen (OE-33) sowie Hundebrustkrebszellen (TiHoDM-
glCarc1305) identifiziert werden. Die transepithelialen elektrischen Widerstandsmessungen und
Lokalisationsstudien zeigten, dass das rekombinante C-CPE1s4-315 spezifisch an die Claudin-3, -4 und
-7 positiven Krebszellen binden konnte. Die Optoperforation von mit 5 pg/ml C-CPE funktionalisier-
ten AuNP behandelten Krebszellen mittels der GNOME-LP Technik tétete iber 70 % der Claudin-
positiven Krebszellen bei einer Laserfluenz von 60 mJ/cm? und einer Scangeschwindigkeit von
5 mm/s. Nicht-funktionalisierte AuNP verursachten keinen Zelltod. Zusé&tzlich konnte mit dieser op-
tischen Methode die Struktur von Spharoiden aus Osophagus- und Brustkrebszellen in Matrigel ge-
schadigt werden.

Fiir eine zukiinftige in vivo Anwendung ist es wesentlich die Zelltod-induzierenden physikalischen
und biologischen Mechanismen zu verstehen. Bezogen auf die C-CPE-Funktionalisierung der AuNP,
konnte mit einer hoheren C-CPE-Konzentration von 20 pug/ml die Tétungseffizienz der Krebszellen
mit einer reduzierten Laserfluenz auf 30 mJ/cm? maximiert werden. Unabhangig von der verwen-
deten Laserfluenz wurde eine maximale Toétungseffizienz bei einer Scangeschwindigkeit von
5 mm/s erreicht. Die Optoperforation von aus Darmkrebszellen bestehenden Sphéroiden im Mat-
rigel zerstdrte nachhaltig die Sphéaroidstruktur. Spharoide bestehend aus Osophaguskrebszellen
wurden starker beschidigt als die optoperforierten Spharoide mit 5 pg/ml C-CPE funktionalisierten
AuNP. Die Betrachtung der biologischen Mechanismen zeigte, dass die GNOME-LP von mit C-CPE-
AuNP behandelten Zellen eine Bindung von Annexin V an die Membran und eine reduzierte Aktivi-
tat der Mitochondrien aufwiesen. Die Aktivitat der Caspase-3/-7 war in den Zellen nicht erh6ht. Die
gelelektrophoretische Analyse der DNA nach der Behandlung zeigte keine Apoptose-vermittelte
Fragmentierung der DNA. Die Ergebnisse deuten vielmehr auf einen durch die GNOME-LP/C-CPE-
AuNP Applikation hervorgerufenen nekrotischen als auf einen apoptotischen Zelltod hin. Damit ist
die GNOME-LP mit C-CPE funktionalisierten AuNP eine vielversprechende effiziente Methode zur
Ablation von Claudin-positiven Krebszellen. Die Tétungseffizienz sollte zukiinftig in Xenotransplan-
taten erforscht werden, um die optobasierte Methode praziser an in vivo Bedingungen anzupassen.

Schlagworte: Krebszellen, Claudine, C-CPE, GNOME-LP



Abstract

Abstract

Tight Juctions are apical intercellular protein connections between epithelial cells. The over expres-
sion of specific tight junction proteins like claudin-3, -4 and -7 is characteristic for some cancer
types. In cancer diagnosis and therapy these claudins can be used as markers to target, detect, and
treat cancer cells. The non-cytotoxic C-terminal fragment of Clostridium perfringens enterotoxin (C-
CPE) binds specifically on these claudins. In this thesis, gold nanoparticles (AuNPs) were functional-
ized with the recombinant C-CPE (amino acids 194 to 319) as a tool to establish a new method for
a specific ablation of claudin expressing cancer cells by using the gold nanoparticle-mediated la-
serperforation (GNOME-LP) technique.

Analysis of the claudin expression in different cancer cells with quantitative real-time PCR and im-
munofluorescence experiments revealed the human colon (Caco-2), breast (MCF-7) and esophagus
(OE-33) cell lines as well as the canine mammary cell line (TiHoDMglICarc1305) as claudin-3, -4 und
-7 positive cancer cells. Transepithelial electrical resistance measurements and localization experi-
ments showed binding of the recombinant C-CPE1s4.315 on the claudin-3, -4 and -7 positive cancer
cells. The optoperforation of 5 pg/ml C-CPE functionalized AuNPs treated cancer cells by the gold
nanoparticle-mediated laser perforation (GNOME-LP) technique killed over 70 % of the claudin-
positive cancer cells at a laser fluence of 60 mJ/cm? and a scanning speed of 5 mm/s. The same
laser fluence did not kill the cells when incubated with non-functionalized AuNPs. Furthermore, by
using the optical method the formation of spheroids composed of esophagus cancer cells or breast
cancer cells in Matrigel was reduced.

For future in vivo application, it will be crucial to know the physical and biological mechanisms in-
duced by cell death. Regarding the C-CPE functionalization of the AuNPs, increased C-CPE concen-
tration of 20 pug/ml for the C-CPE-AuNP complex formation maximized the killing efficiency with a
reduced laser fluence of 30 mJ/cm?. Independently of the applied laser fluence, the maximal killing
efficiency was achieved at a scanning speed of 5 mm/s. The optoperforation of spheroids composed
of colon cancer cells in Matrigel permanently destroyed the complete spheroid formation. The for-
mation of spheroids composed of esophagus cancer cells was more effectively reduced compared
to optoperforated spheroids with 5 pg/ml C-CPE functionalized AuNPs. At the biological level,
GNOME-LP of C-CPE-AuNPs treated cells showed annexin V binding to the cell membrane and a
reduced mitochondria activity. The activity of caspase-3/-7 in the cells was not increased. Gel elec-
trophoretic analysis of the DNA after optical treatment demonstrated no apoptosis-related DNA
fragmentation. The results suggest that the GNOME-LP/C-CPE-AuNPs application induced rather
necrotic than apoptotic reaction in cancer cells. Finally, the GNOME-LP with C-CPE functionalized
AuNPs is a promising efficient approach for ablation of caludin-positive cancer cells. The killing ef-
ficiency should be investigated on xenograft in future to rationally adapt the opto-based method
for future in vivo conditions.

Key words: cancer cells, claudins, C-CPE, GNOME-LP
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1 Einleitung

1.1 Tight Junctions

Epithelien sind Zellschichten, die Korperhohlrdume und externe Oberflachen in multizelluldren Or-
ganismen auskleiden. Ihre Hauptaufgabe ist die Ausbildung einer physikalischen und chemischen
Barriere. Beispielsweise agiert die Epidermis als Hautbarriere gegen die duReren Einfllisse und das
intestinale Epithelium stellt eine Barriere gegen bakterielle Toxine im Darmlumen dar (Giinzel & Yu
2013). Epithelzellen sind {iber ihre laterale Membran durch einen Komplex von interzelluldren Pro-
teinverbindungen miteinander verbunden. Die apikalsten interzellularen Verbindungen stellen die
Tight Junctions dar. An der apikalen lateralen Membrandomane bilden sie eine kontinuierliche, pe-
riphere, glrtelartige Struktur (Férster 2008). Sie formen eine selektive parazelluldre Barriere fir
Wasser, lonen, grolRere Molekiile und andere Zellen. AuRerdem sind sie an der Ausbildung der Zell-
polaritat beteiligt (Guillemot et al. 2008). Diese Funktionen der Tight Junctions sind essentiell fir
das Epithelium, um verschiedene Kompartimente innerhalb des Kérpers auszubilden und die Ho-
moostase zu erhalten (Will et al. 2008). Die Tight Junctions bestehen aus einem Zusammenschluss
von mehreren Proteinen, von denen die sogenannten Claudine die Barrierefunktion der Tight Junc-

tions bestimmen.

1.1.1 Claudine - Riickgrat der Tight Junctions

Tight Junctions bilden ein Netzwerk aus Strangen, bestehend aus Claudinen und vielen weiteren
Transmembranproteinen inklusive Occludin, Tricellulin und Junctional Adhesion Molecules (JAMs)
(van Itallie & Anderson 2014). Sie sind lber die zytoplasmatischen Adapterproteine Zonula Occlu-
dens (ZO) -1, -2, -3 mit dem Zytoskelett verbunden (Umeda et al. 2006). Claudine werden als die
Hauptkomponenten der Tight Junctions betrachtet, da sie auch in Abwesenheit von anderen Pro-
teinen der Tight Junctions in der Lage sind, Strdange in heterologen Systemen auszubilden (Furuse
et al. 1998). Sie bilden somit das Riickgrat der Tight Junctions und bestimmen mafRgeblich die pa-
razellulare Abdichtung (Chiba et al. 2008; Liu et al. 2016).

Nach Krause et al. (2008) besteht die Familie der Claudine in Sdugetieren aus 27 Gen-Mitgliedern.
Wobei nicht alle Claudingene in allen Saugetieren existieren. Zum Beispiel kommt Claudin-13 in
Nagetieren vor, aber nicht in Menschen (Thompson et al. 2010). Daher geht man heute von 26
humanen Claudinen aus (Giinzel & Yu 2013). Die verschiedenen Claudinisoformen werden in einer

gewebe- und zellspezifischen Kombination exprimiert, die in einer gewebe- und zellspezifischen
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Barrierefunktion der Tight Junctions resultiert (Krause et al. 2008). So kommen Claudin-1, -3, -4, -7
und -8 in zahlreichen Epithelgeweben vor (Glinzel & Yu 2013). Beispielsweise werden in den Brust-
driisen (Baumgartner et al. 2017), in dem Osophagus (Lioni et al. 2007; Takala et al. 2007) sowie im
Verdauungs- (Li, J. et al. 2015) und Respirationstrakt (Schlingmann et al. 2015) Claudin-3, -4 und -7
exprimiert. Claudin-2 ist vor allem in durchlassigen Epithelgeweben wie in der Leber und dem pro-
ximalen Tubulus der Nieren zu finden. Claudin-5 spielt unter anderem eine wichtige Rolle in den

mikrovaskularen zerebralen Endothelzellen (Wang et al. 2017).

Humane Claudine bestehen aus 207 bis 305 Aminosauren und sind 21 bis 34 kDa grof3 (Giinzel & Yu
2013). Alle Claudine bestehen aus vier Transmembrandomaénen, die Gber zwei extrazelluldre Schlei-
fen (ECL) — die grofRere ECL1 und die kleinere ECL2 — und eine kleine intrazelluldre Schleife verbun-
den sind. Die 52 lange Aminosduresequenz von ECL1 liegt hoch konserviert in den verschiedenen
Claudinisoformen vor und weist unter anderem zwei Cysteinreste auf, die vermutlich in die Ausbil-
dung der Barrierefunktion involviert sind (Escudero-Esparza et al. 2011; Krause et al. 2008). Der
Carboxyl- und Aminoterminus (C- und N-Terminus) befindet sich im Zytoplasma (Chiba et al. 2008).
Der N-Terminus ist mit 7 Aminosauren kurz. Am 21 bis 63 Aminosauren langem C-Terminus befindet
sich eine PDZ-Domane (Findley & Koval 2009), Gber die die Mehrheit der humanen Claudine mit
den PDZ-Doménen von Tight Junction-assoziierten Adapterproteinen interagieren kann (Suzuki et
al. 2017). Claudin-12, -22, -25 und -27 weisen keine PDZ-Domaéne auf (Glnzel & Yu 2013). Das Ak-
ronym PDZ setzt sich aus PSD95 (postsynaptic density protein), DIg 1 (Drosophila disc large turmor

suppressor) und ZO-1 zusammen (Subbaiah et al. 2011).

Damit Tight Junction-Strdange ausgebildet werden kdnnen, interagieren Claudine miteinander (Ab-
bildung 1-1). Dabei kdnnen cis-Interaktionen zwischen Claudinen entstehen, die innerhalb einer
Zelle entlang der Plasmamembran vorkommen. Die trans-Interaktion von Claudinen entsteht zwi-
schen benachbarten Zellen. Die dadurch resultierenden Polymere kdnnen entweder aus einer oder
aus unterschiedlichen Claudinisoformen gebildet werden. Diese kdnnen innerhalb einer Zelle (ho-
momerische bzw. heteromerische cis-Interaktion) oder zwischen angrenzenden Zellen (homotypi-
sche bzw. heterotypische trans-Interaktion) vorliegen. Die cis-Interaktion wird tber die Transmem-
brandomanen und den extrazelluldaren Schleifen der Claudine vermittelt. Diese Oligomerisierung
wird bereits im Golgi Apparat oder an der Plasmamembran realisiert. Die trans-Interaktion findet
zwischen den extrazellularen Schleifen ECL1 und ECL2 der Claudine statt (Krause et al. 2008; Suzuki
et al. 2017). Die Claudin-Claudin-Interaktionen kénnen nicht zwischen allen Claudinisoformen ent-
stehen. Bei der trans-Interaktion bestimmen Aminosaurereste in den extrazelluldren Schleifen und

bei cis-Interaktionen zusatzlich Aminosaurereste in den Transmembrandomanen, ob homo-
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oder heterotypische Interaktionen zwischen Claudinen ausgebildet werden kénnen (Glinzel &

Fromm 2012).

Apikal

Plasmamembran
Extrazellularraum

Zytosol

Zytoplasma
el —»
C Zytoplasma
) Extrazellularraum
| l )
Basolateral

. . i Zytoplasma
Homomerisch Homomerisch Heteromerisch

Parazelluldrer We
g Homotypisch  Heterotypisch Heterotypisch

Abbildung 1-1: Lokalisation und sekundare Struktur der Claudine sowie die Claudin-Claudin-Interaktionen. (A)
Typische Claudin-Struktur mit vier Transmembrandomaénen, den zwei extrazellularen Schleifen (ECL1 mit pu-
tativer Disulfidbindung (S-S) und ECL2) und der PDZ-Domane am Ende des intrazellularen C-Terminus. Der C-
Terminus und die intrazelluldre Schleife mit potentieller Region fiir die Palmitoylierung (P). (B) Vermutliche
Konformation eines Claudins in der Plasmamembran. (C) Klassen der Interaktion zwischen Claudinen inner-
halb der Tight Junction-Strange. Dargestellt sind zwei angrenzende Zellen mit einer Claudinisoform (homo-
merisch/homotypisch) oder verschiedenen Claudinisoformen (homomerisch/heterotypisch; heterome-
risch/heterotypsich). Claudine kdnnen in dem Extrazellularraum Uber ihre ECLs miteinander (homotypsi-
che/heterotypische trans-Interaktion) oder in der Plasmamembran derselben Zelle (homomerische/hetero-
merische cis-Interaktion) interagieren (adaptiert von Overgaard et al. (2011)).

Basierend auf den Eigenschaften der Claudine, parazelluldre Kanale zu bilden oder die parazellulare
Permeabilitdt einzuschranken, werden sie in poren- oder barrierebildende Claudine kategorisiert
(Overgaard et al. 2011; Krug et al. 2012). Hierbei formt ECL1 von einigen Claudinen die ladungs- und
gréRenabhingigen Poren (Li et al. 2013). Es wird angenommen, dass ein Uberschuss an positiv oder
negativ geladenen Aminosadureresten im ECL1 zu LadungsabstofBungen fiihrt und somit Poren ent-
stehen, die entweder fiir Kationen oder Anionen permeabel sind. Die Verteilung von Aminosau-
reresten sowie die Anziehungskraft von gegeniiberliegenden Aminosaureresten mit unterschiedli-
cher Ladung im ECL1 erzeugt wahrscheinlich die parazellulare Abdichtung zwischen Claudinen

(Krause et al. 2008).

Eine veranderte Expression von Claudinen auf transkriptionaler oder post-transkriptionaler Ebene
kann die Integritat der Tight Junctions beeinflussen (Fujibe et al. 2004; Kwon 2013). Fir verschie-
dene Krebstypen wurde eine reduzierte oder fehlerhafte Ausbildung von Tight Juctions beschrieben

(Chiba et al. 2008; Salvador et al. 2016). Daher kann eine fehlregulierte Expression von Claudinen
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mit unterschiedlichsten Krebserkrankungen korrelieren oder diese verursachen (Osanai et al.

2017).

1.1.2 Rolle der Claudine bei der Krebsentstehung

Krebs entsteht durch abnormales Zellwachstum mit dem Potential in umliegendes Gewebe einzu-
dringen und sich in andere Korperregionen auszubreiten. Viele Studien konnten im vergangenen
Jahrzehnt belegen, dass die Fehlregulierung der Claudine zur Entstehung von Krebs beitragt (Oli-
veira & Morgado-Diaz 2007; Ouban & Ahmed 2010; Osanai et al. 2017). Die Expression der Claudine
kann z.B. in Brust-, Darm- und Osophaguskrebs entweder abnormal runter- oder hochreguliert vor-
liegen (Glnzel & Fromm 2012). Die Variabilitat der Claudinexpression innerhalb einer Krebsart zeigt
wie heterogen diese Krankheit ist. Inwiefern die abnormale Regulierung von Claudinen Krebs ver-
ursacht oder eine Folge des erkrankten Gewebes ist, konnte bis heute indessen nicht abschlieRend
geklart werden (Escudero-Esparza et al. 2011; Tabaries & Siegel 2017). Diese Fehlregulierung von
Claudinen fiihrt zu modifizierten Tight Junctions. Analog zur Ausbildung von Zelladhasionsstruktu-
ren sind Tight Junctions Komponenten von Zellsignalen, die in der Zellproliferation, -differenzierung
und -apoptose involviert sind. Aus diesem Grund kann eine fehlerhafte Regulierung der Claudine
die parazelluldre Barriere und Zellmotilitdit modifizieren sowie zu einem Verlust der Zellpolaritat
flihren (Glinzel & Fromm 2012). Diese Faktoren beglinstigen die Entstehung von pathologischen
Neoplasma (Geschwulste) in verschiedenen Organen, wie z.B. im Verdauungstrakt (Osanai et al.

2017).

Die Zellpolaritat dient der apikalen und basolateralen Ausrichtung der Epithelzellen und verleiht
ihnen somit ihre Morphologie und Funktion. Die Desorganisation oder der Verlust der Zellpolaritat
durch die beeintrachtigte Barrierefunktion der Tight Junctions flhrt zur Fehllokalisation von Rezep-
toren, sodass die Zelle irregular extrazellularen Signalen ausgesetzt ist (Osanai et al. 2017). Als Folge
kommt es zu abnormalem Zellwachstum, wenngleich die Zellwachstumssignale wie unter physiolo-
gischen Bedingungen richtig reguliert werden (Osanai et al. 2017). Besonders die reduzierte Expres-
sion von bestimmten Claudinen in einigen Krebsarten korreliert mit beeintrachtigten Tight Junc-
tions und geht mit dem Verlust der Zellpolaritit einher (Li, X.-M. et al. 2015). Zelllinien aus Osopha-
guskarzinomen verzeichnen eine reduzierte Claudin-1 und -7 Expression zusammen mit dem Fehlen
von Par3 und E-Cadherin (Kitaichi et al. 2017; Lioni et al. 2007). Par3 ist eine Komponente des zell-
polaritatsregulierenden Par-Komplexes (Aranda et al. 2008) und E-Cadherin ein transmembranes
Zelladhasionsprotein (van Roy 2014). Der Verlust von beiden Proteinen fiihrt zur Desorientierung
der Zellmorphologie und erh6ht so die Invasion und Metastasenbildung von Krebszellen in umlie-
gendes Gewebe (Usami et al. 2006; Kitaichi et al. 2017). Ein verringertes Vorkommen von Claudin-
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3, -4 und -7 zeichnet den Brustkrebssubtypen Claudin-low aus. Der Claudin-low Subtyp zeigt zusatz-
lich keine Expression von E-Cadherin und epithermal growth factor receptor 2 (HER2) (Campbell et
al. 2011; Dias et al. 2017). Zudem wurde in dem Subtyp eine Anreicherung von Krebszellen mit
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) Merkmalen entdeckt (Prat et al. 2010). EMT ist gekenn-
zeichnet durch die genetisch regulierte Transdifferenzierung von polarisierten Zellen zu Mesen-
chymzellen. Krebszellen, die den EMT-Prozess durchlaufen, weisen weder eine Zellpolaritat noch -
adhasion auf. Es wird angenommen, dass EMT die Migration von Krebszellen erh6ht und somit die
Bildung von Metastasen beginstigt (Tulchinsky et al. 2019). Krebszellen mit EMT-Merkmalen expri-
mieren auBerdem bestimmte Transkriptionsfaktoren, die mit der Chemoresistenz der EMT-Krebs-
zellen assoziiert sein kdnnen (Soundararajan et al. 2019; Zhou et al. 2017). Im Gegensatz zu dem
Claudin-low Subtyp konnte eine erhéhte Expression von Claudin-3 und -4 in hochgradig bosartigen
Brustkrebsarten beobachtet werden (Lanigan et al. 2009; Kominsky et al. 2004). Demgegeniiber
weist niedriggradiges bosartiges Brustkrebsgewebe eine reduzierte Claudin-4 Expression auf (Tokés
et al. 2005). Dariber hinaus ist die Expression von Claudin-2 in Brustkrebszellen herab reguliert,
aber sich ausbreitende Brustkrebszellen verandern sich hin zu einem Phanotyp mit einer erhéhten
Claudin-2 Expression, sobald sie in die Leber gelangen. Die Brustkrebszellen interagieren homoty-
pisch mit Claudin-2 exprimierenden Leberzellen, sodass sich Lebermetastasen bilden kénnen (Ta-

bariés et al. 2012).

Besonders zu Ovarialkrebs existieren einige Studien, die eine Uberexpression von Claudin-3 und -4
aufzeigen (Rangel et al. 2003; Agarwal et al. 2005; Hicks et al. 2016; La Martin de Fuente et al. 2018).
Zusatzlich fuhrt eine abnormale Phosphorylierung von Claudin-3 und -4 durch bestimmte Protein-
kinasen in Ovarialkrebszellen zu deren Fehllokalisation, wodurch die parazelluldre Permeabilitat er-
hoht wird (D'Souza et al. 2005; D'Souza et al. 2007). Weiterhin Gberexprimieren Pankreaskrebszel-
len Claudin-3 und -4 (Montgomery et al. 2006) und die Phosphorylierung von Claudin-4 fihrt zu
einem dhnlichen Effekt wie in Ovarialkrebszellen (Kyuno et al. 2011). Aber auch in Osophagus-,
Darm- und Prostatakrebs kénnen Claudin-3 und -4 abnormal hoch exprimiert werden (Escudero-

Esparza et al. 2011).

In Darm-, Ovarial- und Magenkrebszellen ist die (ibermalige Expression von Claudin-3 und -4 mit
einer erhéhten Matrix-Metalloproteasen (MMP)-Aktivitat, wie MMP-2 und MMP-9, assoziiert
(Takehara et al. 2009; Agarwal et al. 2005; Hwang et al. 2010). Matrix-Metalloproteasen bilden eine
groBe Familie aus Enzymen, die die extrazellulare Matrix degradieren kénnen (Hwang et al. 2010).
Es wird vermutet, dass durch die erhohte Aktivitat von spezifischen MMPs die Invasivitat und Aus-

breitung der Krebszellen mit einer GibermaRigen Claudin-Expression gefordert wird (Hwang et al.
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2010; Osanai et al. 2017). Die Inhibierung von Claudin-3 durch small interfering RNA (siRNA) redu-
ziert das Wachstum und die Metastasenbildung von Ovarialkrebs-Xenotransplantaten in Mausen
(Huang et al. 2009). Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen die Hypothese, dass Claudin-3 einen
krebsférdernden Effekt hat. Eine erhéhte Aktivitdt von MMP-2 und MMP-9 wird durch die Uberex-
pression von Claudin-4 in der Darmzelllinie Caco-2 hervorgerufen (Hagen 2017). Eine andere Arbeit
zeigte in jeweils in vitro und in vivo Analysen, dass die erhohte Expression von Claudin-4 die Pro-
duktion von Angiogenesefaktoren induziert und so die Angiogenese von Ovarialkrebs begiinstigt (Li

et al. 2009).

Allgemein fuhrt eine erhéhte Expression von Claudinen zu einer atypischen Lokalisation innerhalb
der Zelle. Hierbei sind Claudine statt an der apikalen lateralen Membrandomane an der basolate-
ralen Membrandomane, in intrazellularen Komponenten und im Nukleus lokalisiert (Hagen 2017).
Analog zu den Krebsarten mit einer reduzierten Claudin-Expression wird ein Zusammenhang zwi-
schen der UbermaRigen Claudin-Expression und einer Resistenz gegen Chemotherapie sowie

schlechter Uberlebenschancen von betroffenen Patienten beobachtet (Singh et al. 2017).

Zusammenfassend zeigen die Studien, dass die Art und Weise der Fehlregulation von Claudinen
innerhalb und zwischen den Krebsarten sehr unterschiedlich ausfallen kann und zudem den Verlauf
der Krebsentwicklung beeinflusst. Daher macht die klinische Relevanz und die funktionelle Bedeu-
tung von Claudinen in diversen Krebsarten sie zu potentiellen therapeutischen Targets. Ein beson-
deres Interesse besteht darin, das Clostridium perfringens Enterotoxin sowohl als potentiellen the-
rapeutischen Wirkstoff, als auch fiir Diagnosezwecke zu nutzen (Yao et al. 2010; Saeki et al. 2010;

Tabariés et al. 2012; Singh et al. 2017).

1.2 Clostridium perfringens Enterotoxin

Das Clostridium perfringens (C. perfringens) ist ein grampositives, sporenbildendes, anaerobes Bak-
terium, das Lebensmittelvergiftungen in Menschen und Nutztieren verursachen kann. Das Bakte-
rium gelangt durch kontaminiertes Essen tiber den Magen in den Dinndarm. Die Virulenz des C.
perfringens entsteht durch dessen Bildung von mindestens 17 verschiedenen Toxinen. Anhand der
Fahigkeit die Toxine Alpha-, Beta-, Epsilon- und lota in Kombination zu bilden, werden C. perfringens
in flinf Toxintypen (A-E) unterteilt (Freedman et al. 2016; Uzal et al. 2010). Ungefahr 5 % aller C.
perfringens bilden neben den anderen Toxinen das Toxin C. perfringens Enterotoxin (CPE) (Kokai-
Kun et al. 1994). Das CPE ist ein 319 Aminosdure langes Polypeptid mit einem Molekulargewicht
von 35 kDa (Shrestha et al. 2016). Die meisten CPE-positiven Stamme werden als Typ A klassifiziert,

aber auch einige C- und D-Typen bilden das Enterotoxin (Li et al. 2010). Wahrend Typ E-Stamme
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eine Variante vom CPE bilden, konnte das CPE in Typ B-Stdmmen bis heute nicht identifiziert wer-
den. (Freedman et al. 2016). CPE wird wahrend der Sporulation von C. perfringens im Dinndarm
exprimiert und akkumuliert so im Bakterium. Es wird entlassen, sobald die sporulierenden Baktie-
renzellen lysieren. Nach der Freisetzung in das intestinale Lumen bindet das CPE an intestinale
Epithelzellen und initiiert eine Kette von Ereignissen, die schlieRlich zum Zelltod fiihren kdnnen
(Katahira et al. 1997; Llanco et al. 2017). Als natlrliche Rezeptoren fiir CPE wurden bestimmte Clau-

dine identifiziert.

1.2.1 Interaktion von CPE mit Claudinen

Die Virulenz von CPE entsteht durch dessen Fahigkeit an spezifische Claudine zu binden. Die CPE-
Bindung kann schlieRlich zum Zelltod fiihren. Mehrere Studien identifizierten Claudin-3, -4, -6, -7
und -9 als CPE-Rezeptoren mit einer hohen Affinitdt und Claudin-1, -2, -8, -14 und -19 als CPE-Re-
zeptoren mit einer niedrigen Affinitat (Fujita et al. 2000; Kimura et al. 2010; Robertson et al. 2010;
Saitoh et al. 2015; Shrestha & McClane 2013; Sonoda et al. 1999; Winkler et al. 2009). CPE bindet
nicht an Claudin-5, -10 bis -13 und Claudin-15 bis -18, sowie ebenfalls nicht an Claudin-20 bis -24
(Kimura et al. 2010; Veshnyakova et al. 2012; Winkler et al. 2009). Mit einer Dissoziationskonstante
(Kg) von ca. 1 x 10°® M zeigen Claudin-3 und -4 die gréRte CPE-Affinitit (Sonoda et al. 1999; Fujita et
al. 2000). Fir Claudin-6, -7 und -8 liegt die K4 im Bereich von 10® M (Veshnyakova et al. 2012). Es
besteht allgemeiner Konsens, dass CPE initial an seine Rezeptoren bindet, die auRerhalb der Tight
Junctions an der Plasmamembran vorliegen (Winkler et al. 2009). Einmal gebunden bildet es einen
kleinen Komplex (ca. 90 kDa). Dieser Komplex besteht zusatzlich zum Enterotoxin aus CPE-Rezep-
toren und nicht-CPE-Rezeptoren (Wieckowski et al. 1994; Robertson et al. 2010). Es wird davon
ausgegangen, dass die Prasenz von nicht-CPE-Rezeptoren durch deren Interaktion mit CPE-Rezep-
toren hervorgerufen wird (Mitchell & Koval 2010). An der Oberflache der Plasmamembran oligo-
merisieren ungefdhr sechs dieser kleinen CPE-Komplexe und bilden eine Prapore. Die Prapore
dringt in die Plasmamembran der Wirtszelle ein und bildet einen 450 kDa grofRen Porenkomplex
(CH-1) (Robertson et al. 2007; Smedley et al. 2007). Die CH-1 Pore ist permeabel fiir Molekiile klei-
ner als 200 Da einschlieBlich Calcium. Der Einstrom von Calcium ldsst das osmotische Gleichgewicht
in der Zelle kollabieren und induzierte morphologische Zellschaden, die schlieBlich zum Zelltod fiih-
ren (Chakrabarti & McClane 2005). Die veranderte Morphologie von sterbenden Zellen tragt dazu
bei, dass mehr Claudine an der basolateralen Membran oder an angrenzenden Zellen freiliegen
(Singh et al. 2001). Die freiliegenden Claudine erlauben eine stetig vermehrte CPE-Bindung, die zu
zusatzlichen CH-1 Poren fiihren. Die CH-1 Poren binden schlielRlich Occludin und lagern sich zu ei-

nem groBeren CPE-Porenkomplex (CH-2) zusammen (Mitchell & Koval 2010). Die Funktion der
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600 kDa grofen CH-2 Pore konnte bisher nicht geklart werden (Shrestha et al. 2016). Die Bindung
von Occludin tber die CPE-Rezeptoren an CH-2 ist mit der Internalisierung von Occludin und Clau-
dinen assoziiert und resultiert in einer beeintrachtigten intestinalen Epithelbarriere (Mitchell &

Koval 2010).

Funktionsanalysen der CPE-Struktur ergaben, dass CPE aus einer N-terminalen zytotoxischen Do-
mane und einer C-terminalen Bindungsdomane besteht (Hashimoto et al. 2017). Die Region fiir die
Oligomerisierung und fiir die Insertion von CPE in die Plasmamembran sowie fiir die Porenausbil-
dung liegt innerhalb der zytotoxischen Region des N-Terminus (Aminosauren 37-171) (Mitchell &
Koval 2010; Saitoh et al. 2015). Das C-terminale Fragment von CPE (C-CPE), bestehend aus den Ami-
nosauren 184 bis 319, ist die Rezeptorbindungsdomane. Die minimale C-terminale Bindungsdo-
mane umfasst die Aminosauren 290 bis 319 (Abbildung 1-2). Die Behandlung von konfluenten
Epithelzellen mit rekombinanten C-CPE1gs-315 und C-CPE1ss-319 Varianten beeintrachtigt, ohne zyto-
toxische Effekte die Barrierefunktion von Tight Junctions (Kondoh et al. 2005; Takahashi et al. 2005;
Uchida et al. 2010). In der C-CPE-Region sind die Tyrosinreste Y306, Y310, Y312 und die Leucinreste
L223, L254, L315 kritisch fur die CPE-Claudin-Bindung (Abbildung 1-2) (Hanna et al. 1991; Takahashi
et al. 2008; Suzuki et al. 2017). Die Aminosauren vom C-CPE bilden eine hydrophobische Bindungs-
tasche mit einem groRRen und kleinen Hohlraum. Die CPE-Rezeptoren wie Claudin-3 und -4 weisen
hydrophobische Aminosaurereste in der Region des ECL2 auf, die exakt in die Bindungstaschen von
CPE passen, sodass CPE an seine Rezeptoren binden kann (Suzuki et al. 2017). Das essentielle Motiv
bei allen CPE-Rezeptoren ist die Aminosiduresequenz Asparagin-Prolin-(Valin/Leucin)-(Valin/Leu-
cin)-(Prolin/Alanin) (NP-(V/L)-(V/L)-(P/A)) und liegt in der Kurvenregion vom ECL2 (Abbildung 1-2)
(Winkler et al. 2009). Das Motiv im ECL2 kann zwischen den CPE-Rezeptoren variieren. So ist das
Motiv fiir humanes Claudin-3 NPVVP und fiir humanes Claudin-4 NPLVA (Veshnyakova et al. 2012).
Das Motiv im ECL2 bestimmt also die Sensitivitat von Claudinen fiir CPE. Aber auch ECL1 scheint
eine Rolle bei der Bindung von CPE zu spielen. Es wird angenommen, dass ECL1 die Interaktion
zwischen CPE und Claudinen durch eine VergrofRerung der hydrophobischen Kontaktflache unter-
stltzt (Saitoh et al. 2015). Erfolgt eine CPE-Bindung an seine Rezeptoren flihrt dies zu einer Konfor-
mationsanderung der Rezeptoren. Die Konformationsanderung bei Claudin-4 nach der CPE-Bindung
|6st die cis-Interaktion zwischen den Claudin-4 Molekilen und resultiert in einer beeintrachtigten

Barrierefunktion der Tight Junctions (Shinoda et al. 2016).
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Abbildung 1-2: Funktionelle Regionen von CPE und Struktur von C-CPE19s-319. (A) Die Bindungsdomane fiir
Claudin (dunkelblau) mit 30 Aminosaureresten liegt innerhalb des C-Terminus. (B) Die Reste in der Bindungs-
doméne Y306, Y310 und Y312 (dunkelblau) bestimmen die Claudinbindung. Das Motiv NP-V/L-V/L-P/A im
ECL2 (orange) vom Claudin bestimmt die Sensitivitat fur die CPE-Bindung (adaptiert von Gao & McClane
(2012) und van ltallie et al. (2008)).

1.2.2 CPE-basierte Detektion und Behandlung von Krebszellen

Die ibermaRig erhéhte Expression von Claudin-3 und -4 in bestimmten Krebsarten machen sie zu
vielversprechenden Targets, weil sie eine Entwicklung von CPE-basierten therapeutischen Wirkstof-
fen und Detektionssystemen ermoglichen (Shrestha et al. 2016). Gegenwartige praklinische Thera-

pieansatze umfassen das zytotoxische CPE alleine und das C-CPE-Fragment als Zielmolekdil.

In vitro CPE-Behandlung von humanen Krebszelllinien und humanen Brusttumorgewebe resultiert
in Zytolyse und Zelltod abhangig von der eingesetzten CPE-Dosis (Kominsky et al. 2004; Michl et al.
2001; Santin et al. 2005). Mit Hilfe von murinen Xenotransplantatmodellen wurde auch die in vivo
Effizienz der CPE-Therapie getestet. Intratumorale Injektion von CPE in Bauchspeicheldriisen- und
Brusttumor verhindert deutlich das Tumorwachstum oder verursacht eine Tumorrickbildung durch
induzierte Nekrose (Santin et al. 2005; Michl et al. 2001). Weiterhin inhibiert die intraperitoneale
Injektion von CPE das Wachstum von explantierten chemoresistenten humanen Ovarialkrebszellen
in Mausen ohne schwerwiegende gastrointestinale Nebeneffekte (Santin et al. 2005; Casagrande
etal. 2011). Ahnlich inhibierenden Effekt auf Tumorwachstum hatte die intratumorale Injektion von
CPE in Mausen, die PC-3 Prostatakrebszellen in sich trugen (Maeda et al. 2012). Der Einsatz von CPE
birgt jedoch die Moglichkeit, Nebeneffekte im gesunden Gewebe hervorzurufen. So wird z.B. auch
im normalen Prostatagewebe Claudin-3 stark exprimiert (Hashimoto et al. 2017).
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Die Verwendung von C-CPE kdnnte eine vielversprechende Alternative zum CPE sein, um den po-
tentiellen zytotoxischen Effekt von CPE zu vermeiden. Aktuell werden verschiedene C-CPE basie-
rende Ansatze untersucht. Ein Ansatz ist die Aufnahme und Penetration von therapeutischen Wirk-
stoffen in den Tumor mit Hilfe von C-CPE zu verbessern. Die Aufnahme und Penetration von thera-
peutischen Wirkstoffen kann durch den steigenden interstitiellen Flussigkeitsdruck bei wachsenden
Tumoren verhindert werden und erschwert somit die Tumorbehandlung (Hofmann et al. 2006). In
diesem Kontext analysierten Gao et al. (2011), inwiefern C-CPE die Aufnahme von Anti-Tumorwirk-
stoffen verbessert. In humanen ovarialen Krebszellen induziert C-CPE die Degradation von Claudin-
4 und sensibilisiert die sonst chemotherapieresistenten Zellen gegen den Arzneistoff Paclitaxel. Zu-
satzlich konnte die Arbeitsgruppe anhand von subkutanen Xenotransplantaten bestehend aus ova-
rialen Krebszellen zeigen, dass die kombinierte Verabreichung von C-CPE und Paclitaxel das Tumor-
wachstum in Mausen signifikant reduziert. Daher wurde vermutetet, dass durch Verabreichung von
C-CPE die Aufnahme von Paclitaxel verbessert wird (Gao et al. 2011). Ein anderer Ansatz besteht in
der Verwendung von C-CPE fusioniert mit tumorspezifischen Faktoren. Die Fusion von C-CPE2zg0-319
an einen Tumornekrosefaktor und C-CPEi9s4-319 an einem Inhibitorfaktor der Proteinsynthese indu-
zierte Zytotoxizitdt entsprechend in ovarialen Krebszellen und Brustkrebszellen (Yuan et al. 2009;
Ebihara et al. 2006). Ebenso ermoglicht die Fusion von Fluoreszenzfarbstoffen an C-CPE die Visuali-
sierung von Tumorgewebe sowie sehr kleinen Metastasen in Echtzeit. In ovarialen Xenotransplan-
ten tragenden Mausen konnte nach einer Injektion von C-CPE3s0.194 fusioniert an Fluorescein-Isothi-
ocyanat (FITC) oder an einem Nahinfrarotfluoreszenztag ovariale Tumore und kleine Metastasen
detektiert werden (Cocco et al. 2015). Im Gegensatz zu der konventionellen Krebstherapie, konnte
das CPE oder C-CPE daher eine prazisere Detektion und Behandlung von Krebsarten ermdglichen,

die die entsprechenden Claudine aufweisen.

1.3 Goldnanopartikel-vermittelte Optoperforation von Krebszellen

Die Entwicklung von Goldnanopartikel (AuNP) fiir den Einsatz in der Krebsdiagnose und -therapie
ist Gegenstand intensiver Forschung (Singh et al. 2018). Durch die synthetische Herstellung der
AuNP sind ihre GrofSe und Form kontrollierbar. Zudem kdénnen diese in groBen Mengen produziert
werden. Als Edelmetall sind AuNP resistent gegen Korrosion und Oxidation sowie biokompatibel
(Bucharskaya et al. 2016; Singh et al. 2018). Eine andere wichtige Eigenschaft ist die verfligbare
Oberflache. Die Oberflaiche kann mit verschiedenen Wirkstoffen, Nukleinsduren, Peptiden oder
Proteinen beladen werden (Bucharskaya et al. 2016; Dreaden et al. 2012). Die dadurch entstehende
Funktionalisierung der AUNP ermdglicht eine spezifisch gerichtete Detektion und Behandlung von

Zellen, wie z. B. Krebszellen (Singh et al. 2018). Anhand von AuNP (@ 115-150 nm) konjugiert mit
12



Einleitung

Bombesinpeptiden konnten spezifisch gastrin-releasing peptide (GRP) Rezeptoren detektieren wer-
den. GRP-Rezeptoren werden besonders in Prostata-, Brust- und kleinen Lungenkarzinomen (ber-
exprimiert (Chanda et al. 2010). Fiir den in vivo Einsatz ermdoglicht die Konjugation mit spezifischen
Tumorerkennungsmolekiilen, deutlich hohere AuNP-Konzentrationen zu verwenden und gleichzei-
tig die Anreicherung der AuNP in der Leber und den Nieren zu vermeiden (Patra et al. 2008). Zu-
satzlich kann die Aufnahme von Chemotherapeutika in Tumorgewebe durch deren Konjugation an
AuNP erhéht werden. Die durchldssigen Gefal3systeme von Tumorgewebe erlauben die Akkumula-

tion von den AuNP (Singh et al. 2018).

Eine weitere Moglichkeit Tumorzellen zu behandeln, ist die Aktivierung der AuNP durch eine Laser-
bestrahlung. Fir die Aktivierung der AuNP werden haufig Lasersysteme verwendet, die im Bereich
von Nano-, Pico- oder Femtosekunden Laserpulse erzeugen (Boulais et al. 2012). Verglichen zu kon-
tinuierlichen Laserstrahlen liefern gepulste Laser in kiirzerer Zeit mehr Energie (Rau et al. 2016).
Treffen Laserpulse auf AuNP, absorbieren die AuUNP Photonen. Dies induziert eine kollektive Oszil-
lation von freien Elektronen an der Oberflache der AuNP. Die Oszillation der Elektronen erzeugt ein
elektrisches Feld. Diese spezifische Eigenschaft der AUNP wird als Oberflaichenplasmonresonanz
(SPR) beschrieben. Der SPR-Effekt ist abhangig von der Wellenlange des eintreffenden Laserlichts.
Die GrolRe und Form der AuNP bestimmt diese Wellenlange. SPR tritt bei 20 nm grolRen AuNP bei
einer Welllange von 520 bis 530 nm auf. Mit zunehmender GroRe der AuNP verschiebt sich die SPR-
Wellenldnge in den roten Bereich (Boulais et al. 2012). Die Energie der SPR induziert innerhalb we-
niger Nanosekunden eine Erhitzung der AuNP und des nah liegenden Mediums (Qin & Bischof
2012). Diese Erhitzung kann wiederum zur Bildung von plasmonischen Nanobldschen fiihren (Stern
et al. 2007; Singh et al. 2018; Heinemann et al. 2013). Die Hitze sowie die plasmonischen Nanoblas-
chen kénnen zu dauerhaft oder transient thermischen und mechanischen Schaden an der Zell-
membran fiihren (Saha et al. 2016). Ob diese optisch induzierte Perforation der Zellen dauerhaft
oder transient ist, hangt von der Laserwellenldnge, Laserleistung, Strahlungsdauer sowie Grof3e und
Form der AuNP ab (Rau et al. 2016). Eine transiente Laserperforation ermdglicht die Manipulation
der Zellen durch das Einbringen von Wirkstoffen, Nukleinsduren oder Proteinen (Vines et al. 2019;
Li et al. 2017). In verschiedenen Studien konnten Zellen mittels der Goldnanopartikel-vermittelter
Laserperforation (GNOME-LP) mit kleinen Fluoreszenzfarbstoffen, siRNA und Plasmid-DNA beladen
werden (Baumgart et al. 2012; Boulais et al. 2012; Heinemann et al. 2013; Schomaker & Heinemann

et al. 2015).
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Eine dauerhafte Schadigung der Zellemembran mit plasmonischen AuNP kann die Zellvitalitat re-
duzieren und schlie8lich zum Zelltod fiihren. Dieser Effekt kann zur Ablation von Tumorzellen ge-
nutzt werden (Bucharskaya et al. 2016). In verschiedenen Tumormodellen, wie z.B. Brustkrebs,
konnten irreversible Schaden mit AuNP und Laserbestrahlung erzeugt werden. So akkumulierten
intravends injizierte 100 nm grolRe AuNP an SK-BR-3 Brustkrebszellen in Mausen. Die anschlieRende
Laserbestrahlung eliminierte dauerhaft die Krebszellen (Hirsch et al. 2003). In einem dhnlichen An-
satz konnte in vivo mit 110 nm groRe AuNP Xenotransplantate aus Prostatakrebszellen komplett
eliminiert werden (Stern et al. 2007). Saha et al. (2016) konnten das Wachstum durch die Behand-
lung von Pankreatumorzellen mit 20 nm grofen AuNP inhibieren. Andere Arbeiten verwendeten
AuNP konjugiert mit Antikérpern zur Detektion und Behandlung von Tumoren. Brust- und Ovarial-
krebszellen, die HER2 lberexprimieren, konnten mit AuNP, die mit dem Antikoérperkérper Hercep-
tin konjugierten waren, detektiert und getotet werden (van de Broek et al. 2011). Herceptin bindet
hierbei spezifisch an die HER2 (van de Broek et al. 2011). In einem dhnlichen Ansatz wurde mit AUNP
(@ 20 nm) konjugiert an epidermal growth factor (EGF) Rezeptor-Antikdrpern das Wachstum von
Brustkrebszellen in dreidimensionalen Matrigel inhibiert. Mit steigender Bestrahlungsdauer konn-

ten die Kolonien aus Brustkrebszellen komplett eliminiert werden (Minai et al. 2018).

Abhdngig von der verwendeten Laserleistung und Bestrahlungsdauer wird beeinflusst, inwiefern
ein Apoptose oder Nekrose assoziierter Zelltod durch die AuNP-vermittelte Optoperforation indu-
ziert wird (Melamed et al. 2015; Pérez-Hernandez et al. 2015; Abadeer & Murphy 2016). So wurde
in einer Studie mit Transferrin-funktionalisierten Goldstdabchen behandelte Hela-Zellen mit unter-
schiedlicher Laserleistung und Bestrahlungsdauer eines gepulsten Femtosekundenlasers (800 nm)
behandelt. Eine konstante Laserleistung von 30 W/cm? kombiniert mit einer ldngeren Bestrahlungs-
dauer (30 Scans) resultierte in nekrotischen Zellen. Eine kiirzere Bestrahlungsdauer (10 Scans) in-
duzierte in den Zellen apoptotische Reaktionen. Die Erhéhung der Laserleistung auf 55,6 W/cm?

verursachte Nekrose bereits nach einem Scan (Li & Gu 2010).

Apoptose ist der programmierte Zelltod und stellt einen hochregulierten Energie-abhangigen Pro-
zess dar, um selektiv geschadigte oder aberrante Zellen im Korper zu eliminieren. DNA-Schaden
oder oxidativer Stress kénnen Apoptose initiieren (Vermeulen et al. 2005). Charakteristisch fiir
apoptotische Zellen sind morphologische Veranderungen wie Phosphatidylserin-Exposition an der
duBeren Membranschicht (Segawa et al. 2014), Zellschrumpfung, Bildung von Membranblaschen,
Kondensation von Chromatin im Zellkern und Fragmentierung der DNA sowie des Zellkerns. SchlieR-
lich zerfallt die Zelle in membranumschlossene Fragmente (apoptotic bodies), die in vivo von Pha-

gozyten registriert und entfernt werden (Martinez et al. 2010). Die morphologischen Zeichen der
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Apoptose sind ein Resultat der Aktivierung einer intrazelluldren Caspase-Kaskade. Caspasen sind
Proteasen, die durch Schneiden von bestimmten Proteinen den Zelltod induzieren kénnen. Caspa-
sen werden in normalen Zellen als inaktive Proenzyme synthetisiert und kénnen durch autoprote-
olytische Spaltung oder durch Spaltung Giber andere Caspasen aktiviert werden. Die Aktivierung der
initiale Casapase-8, -10 oder -9 leitet die Apoptose ein. Die aktiven Initiator-Caspasen spalten nach-
geschaltete Effektor-Caspasen, unter anderem Caspase-3, -7 und -6. Die Effektor-Caspasen spalten
wiederum zelleigene Proteine wie z. B. Lamin, Aktin und aktivieren Endonuklease G, die die DNA
fragmentiert (Vermeulen et al. 2005). Im Gegensatz zur Apoptose wird die Nekrose als unkontrol-
lierter versehentlicher Zelltod betrachtet, der durch nicht-spezifischen Stress, wie Toxizitat und
Schadigung, verursacht werden kann. Bei der Nekrose kollabiert die Membran und die Zelle schwillt
an, sodass die Zelle schlieBlich platzt und die zelluldaren Bestandteile freigesetzt werden (Chen et al.
2018). Die freigesetzten Bestandteile, auch als damage-associated patterns (DAMPs) beschrieben,

verursachen in vivo eine Endziindungsreaktion (Kono & Rock 2008).

1.4 Zielsetzung der Dissertation

Die abnormal erh6hte Expression speziell von Claudin-3 und -4 in vielen verschiedenen Krebsarten,
wie z.B. in Ovarial-, Brust-, Darm-, und Osophaguskrebszellen, kann die Malignitit der Krebszellen
fordern, indem sie sich in umgebenes Gewebe ausbreiten und schlieRlich Metastasen ausbilden
(Hicks et al. 2016; Tokés et al. 2005; Takehara et al. 2009; Montgomery et al. 2006). Zusétzlich kann
die fehlregulierte Expression der Claudine chemoresistente Krebszellen verursachen (Osanai et al.
2017). Die UbermaRig erhohte Expression von Claudinen in bestimmten Krebszellen macht die Clau-
dine zu potentiellen Biomarkern. Die spezifische Bindung von C-CPE an seine Rezeptoren Claudin-3
und -4, kdnnte daher eine spezifische Detektion von Krebszellen ermdglichen (Casagrande et al.
2011; Saeki et al. 2010). In Kombination mit der GNOME-LP-Technik (Heinemann et al. 2013) kénnte

C-CPE zudem zur spezifischen Eliminierung der Krebszellen beitragen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen, inwiefern die Verwendung von C-CPE funktionali-
sierten AuNP fir die laserinduzierte Optoperforation zur spezifischen Totung von CPE-Rezeptor ex-
primierenden Krebszellen geeignet ist (Abbildung 1-3). Fiir die Funktionalisierung von Strep-Tactin
konjugierten 25 nm grof3en AuNP sollte zundchst die C-CPE194.310 Variante mit einem N-terminalen
Strep-tag Il rekombinant produziert werden. Um die Funktionalitat des C-CPE Proteins und die Spe-
zifitat der GNOME-LP-Technik mittels C-CPE funktionalisierter AUNP zu anaylsieren, sollten auf mo-

lekularer Ebene Krebszellen bestimmt werden, die C-CPE-Rezeptoren oder keine C-CPE-Rezeptoren
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aufweisen. Als Modell von Krebszellen dienten humane Zelllinien aus Dickdarm-, Brust- und Oso-
phagusadenokarzinom sowie Zelllinien aus krebsartigen Hundebrustgewebe. Da Tumore dreidi-
mensionale Strukturen sind, sollte die Anwendbarkeit der C-CPE funktionalisierten AuNP in Kombi-
nation mit der GNOME-LP an Krebszellen getestet werden, die in einem 3D-Kultusystem bestehend
aus Matrigel tumorahnliche Strukturen (Spharoide) ausbildeten. Durch die Verwendung von ver-
schiedenen C-CPE-Konzentrationen zur AuNP-Funktionalisierung sowie die Bestrahlung der Zellen
mit unterschiedlichen Laserfluenzen sollten physikalische Parameter fiir ein effizientes Zelltoten
definiert werden. Abschlieend sollte unter Betrachtung der Zellmembran, Mitochondrien, DNA
und Caspase-3/-7-Aktivitdt analysiert werden, ob ein apoptotischer oder nekrotischer Zelltod durch

die Optoperforation induziert wird.

' ' Sphéroid
t——® 5% o
@ ® \ o o @
¢ ® Krebszellen
AuNP
Strep-Tactin I
@ C-CPE+Strep-tagll
Laser

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der GNOME-LP und C-CPE funktionalisierten AuNP fiir das Téten
von Krebszellen.
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Functionalization of gold-
nanoparticles by the Clostridium

_perfringens enterotoxin C-terminus
for tumor cell ablation using the

gold nanoparticle-mediated laser
perforation technique

Annegret Becker!, Miriam Leskau?, Barbara L. Schlingmann-Molina?, Susanne C. Hohmeier®*,
Suhayla Alnajjar?, Hugo Murua Escobar®* & Anaclet Ngezahayo'*®

A recombinant produced C-terminus of the C. perfringens enterotoxin (C-CPE) was conjugated to gold
nanoparticles (AuNPs) to produce a C-CPE-AuNP complex (C-CPE-AuNP). By binding to claudins, the
C- CPE should allow to target the AUNPs onto the claudin expressing tumor cells for a subsequent cell
killing by application of the gold nanoparticle-mediated laser perforation (GNOME-LP) technique.
Using qPCR and immunocytochemistry, we identified the human Caco-2, MCF-7 and OE-33 as well as

: the canine TiHoDMgICarc1305 as tumor cells expressing claudin-3, -4 and -7. Transepithelial electrical

resistance (TEER) measurements of Caco-2 cell monolayer showed that the recombinant C-CPE bound

. to the claudins. GNOME-LP at a laser fluence of 60 mJ/cm? and a scanning speed of 0.5 cm/s specifically

eliminated more than 75% of claudin expressing human and canine cells treated with C-CPE-AuNP. The
same laser fluence did not affect the cells when non-functionalized AUNPs were used. Furthermore,
most of the claudin non-expressing cells treated with C-CPE-AuNP were not killed by GNOME-LP.
Additionally, application of C-CPE-AuNP to spheroids formed by MCF-7 and OE-33 cells grown in
Matrigel reduced spheroid area. The results demonstrate that specific ablation of claudin expressing

. tumor cells is efficiently increased by activated C-CPE functionalized AUNPs using optical methods.

Despite advances in diagnostic and treatment, cancer is still a leading cause of death worldwide. Therefore, the
development of new tools to tackle neoplastic and malignant cells while causing minimal harm to non-neoplastic
cells is still an ongoing research goal addressed by different methodical approaches. In this context, analysis of
tumor specific molecules that can be specifically targeted is a promising strategy’.

Among different tumor cell markers, the epidermal growth factor 2 receptor HER2 has attracted the research
community. In about 25% of breast cancer diagnosed patients, HER2 is amplified. Because of the aggressive
nature of HER2" breast cancers, the amplification of HER2 correlates with poor prognosis®’. Consequently, the
use of HER2 antibody (Trastuzumab) was proposed as part of a new class of drugs. Although, treatment of HER2*
metastatic breast cancer revealed beneficial effects*’, several patients developed a therapeutic resistance*®. Other
molecules targeting the EGF signaling system such as Lapatinib, a small molecule that inhibits tyrosine kinase,
have been developed. However, like in the case of Trastuzumab, resistance to this molecule was observed’.

Linstitute of Cell Biology and Biophysics, Department of Biophysics and Cell Physiology, Leibniz University Hannover,
Hannover, Germany. ’Meissa Vaccines, South San Francisco, California, USA. *Small Animal Clinic, University of
Veterinary Medicine Hannover, Hannover, Germany. “Division of Medicine, Haematology, Oncology and Palliative
Medicine, University of Rostock, Rostock, Germany. *Center of System Neuroscience, University of Veterinary
Medicine Hannover, Hannover, Germany. Correspondence and requests for materials should be addressed to A.N.
(email: ngezahayo@biophysik.uni-hannover.de)
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New approaches are oriented towards using gold nanoparticles mediated tumor cell killing as a new and mini-
mally invasive method to eliminate malignant tumor cells®. For this, gold nanoparticles are applied to tumor cells.
After adhesion onto the cells, the gold nanoparticles are activated by application of a laser beam. The interaction
between the laser and the gold nanoparticles induces localized surface plasmon resonance (LSR) and heat genera-
tion, which irreversible perforate the cells resulting in cell death®. The efficiency of the method was shown in vitro
and even in animal models. Studies showed that gold nanoparticles applied intravenously to animals, harboring
a human tumor xenograft composed of SK-BR-3 cells, allowed a complete elimination of the tumor by an optical
activation of the gold nanoparticles'®'2. The challenge of this approach is to achieve a specific targeting of gold
nanoparticles onto the cancer cells. In this context, the functionalization of gold nanoparticles with biological
molecules recognizing target molecules specifically expressed in the membrane of tumor cells seems to be a
promising option. Consequently, it was shown that anti-HER?2 antibody functionalized gold nanoparticles bound
six times better to tumor cells than non-functionalized gold nanoparticles'®. Similarly, the usage of an antibody
against transferrin receptor promoted the binding of gold nanoparticles on Neuro2A tumor cells which upregu-
late their expression of transferrin receptor'*.

The aim of the present report was to analyze whether the C-terminus of the C. perfringens enterotoxin
(C-CPE) could be used for a functionalization of gold nanoparticles in order to specifically address and kill tumor
cells. The use of C. perfringens enterotoxin (CPE) to target tumor cells raised after it was observed that the devel-
opment of many tumor types correlated with a dysregulated expression of claudin-3 -4 or -7'°-"". In breast, esoph-
agus and colon tumors these claudins are often upregulated which is frequently associated with poor survival of
the patients'®-2C. The elevated expression of claudin-3, -4 and -7 in tumor development is particularly interesting
since they are natural receptors for the CPE?'~2°. Accordingly, several studies using cell cultures and animal mod-
els showed that CPE was able to destroy cancer cells. It was shown, for example that CPE efficiently killed cancer
cells derived from chemotherapy-resistant human ovarian cancer and implanted in an animal model®. Similarly,
CPE destroyed human breast tumor xenografts when directly applied to the tumor. Unfortunately, intraperitoneal
administration of the CPE to the animal in order to destroy the tumor was lethal to the animals although the dose
were the same as those applied directly to the tumor?. The data strongly indicates that a systemic application of
the complete CPE as therapeutic agent might cause deleterious side effects.

Combination of genetic, biochemical, and structural biologic methods to decipher the structure/function rela-
tionship of the 319 amino acid residues CPE polypeptide revealed that CPE is a three-domain protein, character-
istic of several other pore forming toxins®. The C-terminus of the CPE (C-CPE; D194-F319) serves as the binding
domain to claudin-3, -4 and -7%-*!. Due to the C-CPE binding to a subset of claudins, C-CPE modulates the tight
junctions and thus the barrier function of epithelial tissues without triggering cell death. Therefore, a functional-
ization of an active cell destroying component (e.g. nanoparticles) by C-CPE is thought to represent a promising
valid approach in tumor therapy. As proof of principle, we propose to use a combination of the GNOME-LP pho-
tonic technique and C-CPE functionalized AuNPs (C-CPE-AuNP) to specifically kill claudin expressing tumor
cells. The GNOME-LP technology has been used as a rapid method for a transient cell permeabilization allowing
an uptake of molecules, like dyes or siRNA into cells**~*. The reversible cell permeabilization was achieved by
heat generated through the interaction of a femtosecond laser pulse and gold nanoparticles randomly adherent
on the cells. In these experiments, energy density of the applied laser beam was adjusted to achieve a transient cell
permeabilization®?*>¢, followed by closing of the cell membrane. Using C-CPE-AuNP, our hypothesis is that the
AuNP should specifically bind claudin expressing cells and an adjusted laser energy should activate the AuNP to
irreversible permeabilize the cells, inducing thereby their death.

This report demonstrates that a recombinant produced C-CPE construct can be used to functionalize gold
nanoparticles (AuNP) in order to elicit tumor cell death by activation of the AuNPs using a laser beam in a
photonic technique known as gold nanoparticle-mediated laser perforation (GNOME-LP). Implementation of
functionalized gold nanoparticles was done by fusion the N-terminal domain of C-CPE with the Strep-Tag II.
The Strep-Tag is a classical octo-amino acid peptide (W-S-H-P-Q-F-E-K) allowing a simple protein purifica-
tion using affinity chromatography®”. Importantly, the Strep-Tag warrants protein coupling to diverse materials
such as chromophores or nanomaterials conjugated with the Strep-Tag ligand Strep-Tactin. Accordingly, our
results show that the C-CPE could be used to functionalize Strep-Tactin conjugated chromophores for a claudin
visualization at cell membranes, or Strep-Tactin conjugated gold nanoparticles for efficiently killing of claudin
(claudin-3, -4 and -7) expressing tumor cells using the GNOME-LP technique. This report opens the possibility
for a development of GNOME-LP technique with C-CPE functionalized gold nanoparticles for tumor therapy.

Results

The goal of our study was to test whether the C-CPE-AuNP complex composed of gold nanoparticles (AuNP)
coupled to a recombinant produced C-terminus of C. perfringens enterotoxin (C-CPE) could be used for an effi-
cient and specific killing of claudin expressing tumor cells (Fig. 1). Since, claudin-3, -4 or -7, the CPE receptors,
can be upregulated in tumor cells, the use of C-CPE-AuNP could be a promising technique for a specific cancer
therapy.

Identification of tumor cells expressing claudin-3, -4 or -7.  As human tumor cells, the colon ade-
nocarcinoma cell line Caco-2, the cervix adenocarcinoma cell line Hela, the mammary gland adenocarcinoma
cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 as well as the esophageal squamous carcinoma cell line Kyse-140 and the
esophageal adenocarcinoma cell line OE-33 were used. Real-time PCR with GAPDH and ACTB as housekeeping
genes was performed for a quantitative comparison of the claudin expression between the different cells (Fig. 2a).
Since, gene expression for GAPDH and ACTB were similar, data for ACTB are not shown. Caco-2 cells are known
to express claudins, which allow the Caco-2 cells to form a very tight barrier as attested by measurements of the
transepithelial electrical resistance (TEER)*. Correspondingly, the real-time PCR results for claudin-3, -4 and
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Figure 1. Schema depicting of the C-CPE-AuNP complex binding to claudin-3, -4 and -7 expressing tumor cell
exposed to a laser beam.

-7 detected in the different cells were normalized to the respective claudin expression found in Caco-2 cells. As
shown in Fig. 2a, human cells used in this study can be classified in a group of high-expression of claudin com-
prising Caco-2, MCF-7, and the OE-33 versus a group of claudin low-expression cells comprising MDA-MB-231,
Kysel40 as well as Hela. At the protein level, immunocytochemistry showed presence of claudin-3, -4 and -7 at
cell-cell junctions in Caco-2, MCF-7 and OE-33 cells (Fig. 2b) which was expected from the PCR data for these
claudin expressing cells. In Hela, MDA-MB-231, Kyse140 cells, the claudins were not detected by the immunos-
taining (Fig. 2b) suggesting to consider these cells as claudin non-expressing cells.

In previous works, expression of claudin-3, -4 and -7 was studied in cells derived from canine mammary
tissues. Real-time PCR analysis showed a high expression of the claudins in the TiHoDMglCarc1305 cells, while
TiHoDMglCarc1406.1 and TiHoDMgIRef53A cells showed a very low expression of claudin-3, -4 and -7°%%,
Similarly, for the human cells, immunocytochemistry experiments found claudin-3 and -4 at cell-cell junc-
tions of TiHoDMglCarc1305 cells, while none of these claudins were detected in TiHoDMglCarc1406.1 and
TiHoDMglRef53A cells (Fig. 2¢). Taken together, the data identified the human Caco-2, MCE-7 and OE-33 cells
as well as the canine TiHoDMglCarc1305 cells, expressing claudin-3, -4 and -7, as good candidates to test whether
claudin expressing tumor cells can be specifically targeted using GNOME-LP technique in combination with the
C-CPE-AuNP complex.

The functionality of the recombinant C-CPE. To investigate whether our recombinant produced
C-CPE bound to claudins, we performed two types of experiments. First, we analyzed whether the recombinant
produced C-CPE was efficient in reduction of TEER of Caco-2 cell monolayer cultivated on the membrane of
transwell inserts. TEER measurements were performed for post-confluent monolayer Caco-2 with a TEER of
800-1000 2 - cm?. In a time- and dose-dependent manner, 1-20 ug/ml C-CPE constantly reduced the TEER by
30-60% (Fig. 3a). Additionally, the non-cytotoxicity of C-CPE*' was confirmed with the MTT viability assay
(Fig. 3b). Secondly, the C-CPE was coupled to Strep-Tactin Chromeo 488 and applied to the different tumor cells
for 3h. The C-CPE-Chromeo 488 complex marked the boundaries of claudin expressing human Caco-2, MCE-7,
OE-33 as well as canine TiHoDMglCarc1305 cells but not the claudin non-expressing Hela, MDA-MB-231 and
Kyse140 cells or TiHoDMglCarc1406.1 and TiHoDMglRef513A cells (Fig. 3¢,d). In summary, the data show that
the recombinant produced C-CPE construct bound specifically to claudins at cell-cell junctions between adjacent
cells and thus dose-dependently disturbed the barrier function of tight junctions without affecting the viability
of the cells.

Application of the C-CPE-AuNP complexforan opticinduced killing of claudin expressing tumor cells.
In order to test the applicability of GNOME-LP mediated killing by the C-CPE-AuNP complex, Strep-Tactin
conjugated 25 nm AuNPs were mixed with the C-CPE construct at a final concentration of 2.5 - 10! AuNPs/ml
and 5ug/ml C-CPE. The C-CPE concentration was chosen after we observed that the 5ug/mL was enough for
binding to claudin expressing cells and destabilization of the barrier function of a Caco-2 monolayer (Fig. 3a).
The C-CPE-AuNP complex was applied to the Caco-2 cells and the setting parameters of GNOME-LP were tested
by observing whether the treatment induced propidium iodid uptake (Fig. 4a). Detection of promidium iodid
uptake was considered as indicator of cell death. The counting of cells stained with Hoechst and propidium iodid
allowed to estimate the killing efficiency. Cells stained with Hoechst but not with propidium iodid were consid-
ered as not killed. First, the GNOME-LP was applied at the maximal laser fluence (60 mJ/cm?) at a scanning speed
of 0.5cm/s on cells that were incubated with the C-CPE-AuNP complex for different time points to allow complex
adhesion to the cells surface.

As shown in Fig. 4b, the survival of Caco-2 cells decreased with the duration of the adhesion time, achieving
a minimal survival of less than 30% for an adhesion time of 3 h. Further prolongation of the incubation time did
not increase the killing effect (data not shown). Therefore, an adhesion time of 3 h was chosen for further exper-
iments. In control groups, treated either with AuNP or C-CPE alone, GNOME-LP application did not impair
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Figure 2. Claudin gene expression in different tumor cells (a) Quantification of claudin (CLDN) gene
expression with QRT-PCR. Heterogeneous claudin-3, -4, -7 gene expression in MCF-7, MDA-MB-231, OE-
33, Kyse140 and Hela cells. The graphs represent the mean -+ SEM gene expression level of CLDN-3, -4 and
-7 relative to GAPDH. The results were analyzed with Student’s t test. *Significant difference to the control
reference: *P < 0.05, **P < 0.01 and **P < 0.001. (b,c) Immunostaining of claudins in human (b) and canine
(c) tumor cells. Expression pattern of CLDN-3, -4 and -7 (green) was variable between tumor cells. In Caco-
2, MCF-7 and OE-33 cells CLDN-3, -4 and -7 (green) are localized at cell-cell junctions. Signals of CLDN
expression were absent in MDA-MB-231, Kyse140 and Hela cells. Canine cell lines Carc1305, express CLDN
-3 and -4 but not CLDN-7 at cell-cell junctions whereas Carc1406.1 and Ref53A cells lack CLDN expression.
Nuclei are stained with DAPL. Scale bar, 20 um.
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Figure 3. Functionality of the recombinant C-CPE. (a) TEER measurement of Caco-2 cell monolayer treated
with different C-CPE concentrations. C-CPE reduced TEER of Caco-2 cells over time in a dose dependent
manner. Elution buffer (EB) of C-CPE did not affect TEER. Graphs represent the mean + SEM of TEER
relative to untreated cells as control reference. (b) Cell viability analyzed with MTT cytotoxicity assay after 24
h C-CPE treatment. No effect of C-CPE application on cell viability. Graphs represent the mean + SEM of cell
viability relative to untreated cells as control reference. (c,d) Specific binding of C-CPE-Strep-Tactin Chromeo
488 complex (C-CPE + Strep-Tactin C488) on claudin (CLDN) expressing cells. C-CPE binding at cell-cell
junctions of Caco-2, MCF-7, OE-33 and Carc1305 cells (green). No binding of C-CPE on MDA-MB-231,
OE-33, Kyse140, Hela, Carc1406.1 and Ref53A cells. Application of 5 ug/ml C-CPE conjugated to Strep-Tactin
Chromeo 488 for 3 h. Nuclei are stained with Hoechst. Scale bar, 20 pm.

cell survival (Fig. 4b). Further, we observed that the killing efficiency was inversely dependent on the scanning
speed. Application of a constant laser fluence of 60 mJ/cm? at scanning speed from 8 cm/s to 0.5 cm/s increased
the killing efficiency. To analyze this dependency, the relative cell survival was plotted against the reverse of the
respective scanning speed. Using the non-linear curve fit assistant of OriginPro 2017, the data points were fitted
to the exponential equation (Fig. 4c).
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Figure 4. Killing tumor cells using gold nanoparticles functionalized with C-CPE (C-CPE-AuNP).

(a) Propidium iodide (PT) uptake as indicator of cell death of Caco-2 cells after GNOME-LP application

(60 mJ/cm? at 0.5 cm/s). The micrographs show an increased PI uptake in cells treated with GNOME-LP in
combination with C-CPE-AuNP complex compared to cells treated with GNOME-LP in combination with
non-functionalized AuNP. All nuclei are stained with Hoechst (blue). PI uptake (killing) is shown in red. Scale
bar, 100 um. (b) Increased efficiency of C-CPE-AuNP complex mediated cell killing by prolonged adhesion
time of the complex onto the cells. (c) The efficiency of cell killing was also enhanced by reduction of the
scanning speed as shown in the plot of the relative cell survival against the reverse of respective scanning speed.
All graphs represent the mean 4 SEM of cell survival relative to untreated cells as control reference. Results
analyzed with Student’s t test. *Significant difference to the control reference: ***P < 0.001.

y=a+ (- a)e(fﬂikulh)

From the equation, a scanning speed for half-maximal efficiency (k) of 5cm/s was estimated. In the above
equation “y” gives the relative amount of cells, which survived the killing for each scanning speed. “b” is the rela-
tive amount of cell survival (100%) when a GNOME-LP was not applied. “a” is the relative amount of cells which
survived the treatment at minimal scanning speed (0.5cm/s). o gives the reverse of the scanning speed, and oy,
is the reverse of the maximal scanning speed (0.15s/cm ') at which a significant cell killing was observed. For
further analyses, we applied a laser fluence of 60 mJ/cm? and a scanning speed of 0.5 cm/s to the other cells types
after an adhesion time of 3h to test the efficiency of the killing method. Laser exposure of claudin expressing
cells such as the human MCF-7 cells or the canine TiHoDMglCarc1305 cells decreased the cell survival up to
30% (Fig. 5a). For the OE-33 cells, GNOME-LP in combination with C-CPE functionalized AuNPs reduced the
cell survival by about 40%, GNOME-LP in combination with non-functionalized AuNPs did not affect the cell
survival. The reduced cell killing efficiency may be related to the size of OE-33 cells. Schomaker ef al.*> showed
that, small cells were less sensitive to GNOME-LP as compared to large cells. As shown in Fig. 5d OE-33 cells were
small in comparison to MCF7 or Caco-2 cells. In general, no significantly decreased cell survival of the claudin
non-expressing human Hela or the canine TiHoDMgl1406.1 and TiHoDMgIRef53A cells was observed after
the treatment of the C-CPE-AuNP complex combined with the GNOME-LP. In those cells, the application of
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Figure 5. Killing effect of different tumor cells with C-CPE functionalized AuNP. () GNOME-LP (60 m]/cm” at
0.5cm/s) applied in combination with C-CPE-AuNP reduced cell survival of the claudin expressing Caco-2, MCF-7
and Carc1503 cells. The claudin non-expressing Hela, Carc1406.1 and Ref53A were not affected. Note the reduction
of cell survival of the claudin non-expressing MDA-MB-231 and Kyse140 cells. For these cells, the reduction of

cell survival was also achieved by non-functionalized AuNP. Graphs represent the mean == SEM of cell survival
relative to untreated cells as control reference. The results were analyzed with Student’s t test. *Significant difference
to the control reference: *P < 0.05 and ***P < 0.001. (b) Confocal fluorescence images showing endocytosis

of 40nm nanobeads (red) by Caco-2, MDA-MB-231, and Hela cells. In MDA-MB-231 cells more beads (red)

and even beads contained in endocytosis vesicles (yellow) were detected compared to Caco-2 or Hela cells. Cell
membranes were stained with CellBrite (green) and Nuclei with Hoechst (blue). Scale bar, 25 um. (c) Application of
GNOME-LP in combination with the C-CPE-AuNP complex increased the reduced OE-33 cell survival compared
to non-functionalized AuNPs. Graphs represent the mean & SEM of cell survival relative to untreated cells as
control reference. The results were analyzed with Student’s t test. *Significant difference to the control reference:
###P < 0,001. (d) Different cell size of OE-33, MCF-7 and Caco-2. Graphs represent the mean = SEM of area size.
(e) Exemplary micrographs showing the area (dotted lines) of OE-33, MCF-7 and Caco-2 cells. Staining of F-Actin
with Phalloidin iFluor 488 (green) and Nuclei stained with Hoechst (blue). Scale bar, 100 um.

SCIENTIFICREPORTS | (2078) 8:14963 | https://doi.org/10.1038/s41598-018-33392-0 7

24



Manuskripte

www.nature.com/scientificreports/

GNOME-LP in presence of the C-CPE-AuNP complex killed about 10% of the cells. The results are comparable to
that found when GNOME-LP was applied in combination with AuNP or C-CPE alone (Fig. 5a). For the claudin
non-expressing human MDA-MB-231 and Kyse140 cells the GNOME-LP treatment in combination with AuNPs
without C-CPE killed 39% and 46% cells respectively. This killing efficiency was not significantly increased when
GNOME-LP was combined with the C-CPE-AuNP complex. The killing of AuNP treated MDA-MB-231 cells
and Kyse140 cells may be related to endocytotic activity of these cells allowing them to internalize the AuNPs.
The high endocytotic activity of the MDA-MB-231 cells could be experimentally shown with fluorescent nano-
beads (40 nm). Compared to Caco-2 or Hela cells, MDA-MB-231 internalized more nanobeads (Fig. 5b). Taken
together, the result show that the functionalization of AuNPs with C-CPE increases the killing efficiency and
specificity of tumor cells expressing the relevant claudin proteins.

Application of the C-CPE-AuNP complex for an optic induced killing of 3D tumor spheroid models.
Tumors are 3D cell systems with an extracellular matrix maintaining the cells together. For the cell killing within
a tumor, the C-CPE-AuNP complex must be able to diffuse through the matrix and bind to the cells. We there-
fore evaluated whether cells in extracellular matrix are still accessible for the C-CPE-AuNP complex. Cultivated in
Matrigel, OE33 and MCEF-7 cells formed spheroids whose volume increased with the cultivation duration (Fig. 6a,b).
Within the spheroids, the cells expressed claudins as revealed by staining with Strep-Tactin Chromeo 488 conjugated
to C-CPE. In the staining experiments, claudin was mostly found as expected in cell-cell junctions (Fig. 6a). The
data showed that the cells within 3D spheroids correctly express the claudin proteins. The results further suggest
that the C-CPE was able to enter the Matrigel and to specifically bind to claudin proteins in the cell-cell junctions.
Therefore, we tested the usability of the C-CPE-AuNP complex combined with GNOME-LP for spheroid killing.
'The C-CPE-AuNP complex, C-CPE, or AuNP alone were given to the spheroids. After a diffusion and adhesion time
of 3h, microscopic images of the spheroids were taken followed by GNOME-LP (60 m]J/cm?, 0.5 cm/s) treatment
(Fig. 6¢). Images were again taken 2—-4h after the GNOME-LP treatment in exactly the same plane of spheroids as
before GNOME-LP application to allow a comparison of the spheroid areas before and after GNOME-LP treat-
ment. The results indicated that GNOME-LP in combination with the C-CPE-AuNP complex reduced the spheroid
area (Fig. 6d). The spheroids treated with AuNP alone in combination with GNOME-LP showed less pronounced
reduced area compared to spheroids treated with GNOME-LP combined with the C-CPE-AuNP complex. The
images of spheroids after GNOME-LP with the C-CPE-AuNP complex application showed additionally destroyed
spheroid boundaries, probable due to cell death (Fig. 6¢). The killing efficiency was increased by multiple laser
exposure suggesting that a multiple laser treatment of tumor spheroids could result in a total ablation (Fig. 6d).
Furthermore, by staining the apoptosis marker annexin V 48 h after laser treatment, we found an increased apoptosis
in the spheroids treated with GNOME-LP combined with the C-CPE-AuNP complex as compared to GNOME-LP
combined with the non-functionalized AuNPs (Fig. 6e), suggesting a long time effect of the GNOME-LP combined
with the C-CPE-AuNP complex. Collectively, the results clearly indicate that the C-CPE-AuNP complex increased
the killing efficiency of the GNOME-LP technique in an in vitro 3D culture system.

Discussion

The present report shows that C-CPE coupled to Strep-Tactin conjugated gold nanoparticles (C-CPE-AuNP)
can be combined with the gold nanoparticle-mediated laser perforation (GNOME-LP) technique® for a specific
targeting of claudin-3, -4 and 7 expressing tumor cells (Figs 1, 4 and 5).

Many tumor types such as colon and breast tumor, are characterized by a reinforced expression of the CPE
receptors claudin-3 -4 or -722%4-% (Fig. 2). It was therefore proposed to use CPE for tumor diagnosis and ther-
apy*®*. Previous experiments demonstrated that CPE by binding to a subset of claudins, e.g. claudin-3 and -4,
killed cancer cells'>~"". Since a systemic application of CPE to kill tumor xenograft caused deleterious side effects?”
another way to use the enterotoxin for tumor killing should be developed. We suggest to use the non-cytotoxic
C-terminal domain (D194-F319), which binds to claudins®’*2, for functionalization of a cell destroying compo-
nent e.g. gold nanoparticles (Fig. 1). The AuNPs can then be specifically targeted on claudin expressing cells e.g.
tumor cells. Optical method to activate the AuNPs can be applied for the tumor ablation. In this context, C-CPE
could be a tool in cancer therapy with less side-effects compared to the original CPE. The technique could be a
complement or an alternative to antibodies functionalized AuNPs!**-°,

Our observations show that the Strep-Tag fused to the N-terminal domain of our C-CPE construct does
not alter the protein function and thus we used the C-CPE construct to functionalize gold nanoparticles.
The decreased TEER (Fig. 3a) of expressing cells Caco-2 cell monolayer as well as of the MCF-7, OE-33 and
TiHoDMglCarc1503 cell monolayer (data not shown) without affecting cell viability (Fig. 3b) suggests that the
C-CPE specifically targeted claudin proteins causing a modulated tight junction integrity (Table 1). Therefore,
C-CPE is not per se cytotoxic and might cause less harmful side effects. Concerning the binding affinity of C-CPE
to specific claudins, C-CPE binds to claudin-3 and claudin-4 with a K, value around 1 x 10M ! estimated using
an optimized assay with claudin-3 and claudin-4 transfected cells*?. For the 15 kDa C-CPE, 10 M ™! correspond
to a concentration of about 1.2 ug/ml. In our experiments, we used a C-CPE concentration of 5 ug/ml. This
concentration is in the concentration range, which was used by other authors (4-10 ug/ml) for cells naturally
expressing the C-CPE receptors in vitro and in vivo®>**. The reduced sensitivity to C-CPE is possible due to a
different expression of the proteins in native cells as compared to transfected cells. However, the data showed that
our recombinant C-CPE bound to its receptors in the cell membrane. The Strep-Tag was used to functionalize
chromophore labeled Strep-Tactin for imaging claudin expressing cells or Strep-Tactin conjugated gold nano-
particles for tumor cell killing. Imaging of C-CPE binding to tumor cells (Fig. 3c,d) confirmed that the protein is
capable to specifically target its receptors claudin-3, -4 and -7 expressed in the relevant tumor cells and demon-
strated that the functionalization did not alter the binding capacity to the claudins.
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Figure 6. Killing of cells grown in spheroids with C-CPE Functionalized AuNPs. (a) Spheroids formed by
OE-33 sand MCF-7 cells cultivated in Matrigel. Confocal images of spheroids showing C-CPE-Strep-Tactin
Chromeo 488 (green) binding at cell-cell contacts. The inserts are reconstituted images of the spheroids after
Z-stack recordings. Nuclei are stained with Hoechst (blue). Scale bar, 25 um. (b) OE-33 spheroids proliferate

in Matrigel indicated by increased spheroid area size over cultivation time. The spheroids were imaged in

the same plane 24h and 96 h after seeding. Graphs represent the mean + SEM of area size. (¢) Quantitative
evaluation of the spheroid area reduction by combination of GNOME-LP with non-functionalized AuNPs or
the C-CPE-AuNP complex. The C-CPE-AuNP complex increased the efficiency to reduce the spheroid area

of MCF-7 and OE-33. Multiple GNOME-LP application (3x) increased the reduction of the OE-33 spheroid
area. Graphs represent the mean =+ SEM of the spheroid area reduction relative to the spheroid area before laser
irradiation. The results were analyzed with Student’s ¢ test. *Significant difference to the untreated spheroids:
#i#P < 0,001 and **P < 0.001 significant difference to the AuNP treated spheroids. (d) Exemplary micrographs
showing OE-33 spheroids before (—) and after () GNOME-LP application with the C-CPE-AuNP complex or
non-functionalized AuNPs. The presence of the C-CPE-AuNP complex reduced spheroid area and disrupted
spheroid boundaries indicated by arrow heads. Scale bar, 100 um. (e) Annexin V staining (green) of non-
functionalized AuNPs and C-CPE-AuNP treated OE-33 spheroids after 4h and 48 h threefold GNOME-LP
applications. The C-CPE-AuNP complex in combination with GNOME-LP induced cell apoptosis after 48 h and
smaller spheroids compared to non-functionalized AuNPs treated spheroids. Nuclei are stained with Hoechst
(blue). Scale bar, 100 um.
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CLDN C-CPE C-CPE effect | Cell
Cellline Species Tissue expression binding on TEER killing
Caco-2 human colon adenocarcinoma CLDN-3,-4,-7 |+ 1 +
MCF-7 human mammary adenocarcinoma CLDN-3,-4,-7 |+ 1 +
MDA-MB-231 human mammary adenocarcinoma = - - +
OE-33 human Esophegal adenocarcinoma CLDN-3,-4,-7 |+ 1 I
Kysel40 human Esophegal squamous carcinoma . - . +
Hela human cervix carcinoma - - - -
TiHoDMglCarc1305 canine complex adenoma CLDN-3,and -4 | + 1 +
TiHoDMglCarc1406.1 canine carcinoma complex type - - - -
TiHoDMgl Ref53A canine non-neoplastic mammary tissue - - - —

Table 1. Result summary of claudin (CLDN) expression, C-CPE binding and cell killing of human and canine
cells.

The GNOME-LP technology was previously found as a high-throughput, cell friendly and rapid method for
a transient cell permeabilization allowing an uptake of molecules, like dyes or siRNA into cells*>?>3%3¢, The gen-
tle cell permeabilization was achieved by heat generated through the interaction of laser pulses and gold nan-
oparticles randomly adherent on the cells. In these experiments, gold nanoparticles and energy density of the
applied laser beam were adjusted to achieve a transient permeabilization®*#>*. In consideration of the survival,
patch-clamp experiments suggested that the repair of the cells after GNOME-LP treatment had two components.
(i) The closure of a GNOME-LP induced pore that has to take place within about 10 s after GNOME-LP appli-
cation. (ii) A slow (about 20 min) rearrangement of the lipid bilayer in the former pore to build a totally intact
membrane. During the repair process, an uptake of small molecules from the external milieu is possible***”. The
survival depends on a success of these repair process. To analyze killing efficiency of GNOME-LP application
using PI uptake, it is important to give PI in the cell milieu after the repair process. Evidently, the survival of cells
could be strongly reduced by increasing the energy density of the applied laser beam®*-%°. In our cell treatment,
the GNOME-LP at a fluence of 60 mJ/cm? and a scanning speed of 0.5cm/s in combination with large AuNP
(200 nm) without functionalization clearly reduced cell survival to about 50% (data not shown). However, the
efficiency and particularly the specificity were lower compared to tumor cell killing using C-CPE functionalized
gold nanoparticles (Fig. 5a). The functionalizing of AuNPs with C-CPE (C-CPE-AuNP) reduced the cell survival
to less than 30% of claudin expressing Caco-2, MCF-7 and TiHoDMglCarc1305, while the exposure of claudin
non-expressing cells such as Hela, TiHoDMglCarc1406.1 and TiHoDMglRef53A did not affected the cell survival
(Fig. 5a). The increased cell killing efficiency could, at least partly, be related to the fact that the 25nm (@) AuNPs
have an optimal absorbance at 527 nm®%, which is very close to the used laser wavelength (532 nm). Moreover,
nanoparticles with reduced diameter may be appropriated for cell killing in vivo, since thy may diffuse better into
tumors. The increase of specificity is solely due to the close binding of the AuNPs on claudin expressing cells via
the hook constituted by C-CPE. Of note, firstly, the claudin expressing OE-33 cells seemed to be less tackled by
the combination of GNOME-LP and the C-CPE-AuNP complex (Fig. 5a). Schomaker ef al.** reported that plas-
mon mediated cell permeabilization efficiency was related to the cell size. Thus, the reduced cell killing efficiency
OE-33 cells could be due to their small size in comparison to MCF-7 or Caco-2 cells (Fig. 5d,e). Secondly, the
claudin non-expressing cells such as MDA-MB-231 or Kyse140 were significantly killed by GNOME-LP (60 m]/
cm?, 0.5 cm/s) combined with C-CPE-AuNP or AuNPs (Fig. 5a) possibly due to elevated endocytotic activity of
these cells (Fig. 5b). However, the observation that C-CPE functionalized AuNPs increased killing of claudin
expressing cells up to more than 75% revealed the powerful efficiency of the AuNP functionalization by C-CPE.
Killing tumor cells by optical methods was also shown when gold nanoparticles were functionalized using anti-
bodies against EGF- or TF- receptorsel'>!*. The data in this report show that C-CPE could represent an easy and
competitive complement or alternative functionalization method to combat tumors. With respect to tumors, the
data produced using the esophageal adenocarcinoma OE-33 and the mammary adenocarcinoma MCF-7 cells
cultivated in 3D culture systems showed that C-CPE was still able to recognize the claudins at the cell membrane
within the 3D structures (Fig. 6a) and to link gold nanoparticles in a tissue-like system. OE-33 and MCEF-7 cells
are particularly interesting cells models, which were largely used as xenografts and constitute good tumor mod-
els®*¢*, Mentionable is the reduced killing efficiency of the C-CPE-AuNP complex and that non-functionalized
AuNP achieved a non-negligible killing level (Fig. 6d). This is probable due to non-specific retention of the gold
nanoparticles in the matrix, which might take place in tissues. However, our results showed that when gold nan-
oparticle were functionalized with C-CPE, a significant more elevated killing of the cells within the matrix com-
pared to non-functionalized gold nanoparticles. However, we observed a reduced killing efficiency in the 3D
culture system compared to cells growing in monolayer using a laser fluence of 60 mJ/cm? and a scanning speed
of 0.5cm/s. It is possible that the Matrigel caused a loss of energy. We can also not exclude that the cells in 3D
may express less claudins as compared to the cells cultivated in 2D, although the imaging using chromeo 488 dye
labeled C-CPE did not show a strong reduction of claudin expression (Figs 3c and 6a). The possible energy loss
because of the matrix can be compensated by a multiple application of the GNOME-LP, where a threefold appli-
cation of GNOME-LP increased the killing efficiency (Fig. 6¢). Interestingly, we could show that the combination
of GNOME-LP and C-CPE functionalized AuNPs had a long time effect characterized by a continuous apoptosis
(Fig. 6e) suggesting that even cells that were not directly destroyed, were irreparable injured by the treatment.
Moreover, the use of near-infrared (NIR) laser pulses (650-900 nm) which are less absorbed by tissue® could be
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Targetgene | Primer sequence 5'-3’

CPE Frw GAAAGATGTGTTTTAACAGTTCCATCTACA
Rev TTAAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAGGGTAATTTCCACTTA
C-CPE Frw GCGCATATGGATATAGAAAAAGAAATCCTTGATTTAGC
a Rev GCCTCAAGAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAGGG

Table 2. Primer sequences used for C-CPE production. Restriction site Ndel of forward primer (Frw) and Xhol
of reverse primer (Rev) are underlined.

an option to improve the cell killing in tumor tissues and tissue-like structures. For instance, the co-application of
NIR laser pulses with the C-CPE-AuNP complex could be used for cutaneous neoplasia. Furthermore, endoscopic
guided laser ablation in combination of pre-treated C-CPE-AuNP tumors could be a strategy to specific combat
chemo-resistant tumor types overexpressing the C-CPE receptor claudin-3 and -4 without adverse side effects.

Conclusion

Our observations show that C-CPE can be used to functionalize gold nanoparticles in order to specifically and
efficiently kill a broad spectrum of claudin expressing tumor cells using an optical device such as the GNOME-LP
(Fig. 1, Table 1). The method can be used even when cells proliferate in Matrigel showing that the method could
be an opportunity to target tumors in tissues during a therapeutic intervention. The report also demonstrates that
C-CPE can be linked to a chromophore labeled Strep-Tactin allowing the visualization of tumor cells expressing
claudins. For some cancers, metastatic cells express claudin proteins. Therefore, the C-CPE coupled to a chromo-
phore or AuNPs could be an interesting tool in cancer diagnosis and even therapy used for detection or killing of
metastatic cells in body fluids.

Materials and Methods

Preparation of the C. perfringens enterotoxin C-terminal fragment (C-CPE). The coding
region of C-CPE, 3, protein (NCBI Acc. Nr. M98037.1) was amplified from the genomic C. perfringens DNA
(NCTC8239, DSMZ, Braunschweig, Germany) using specific primers (Table 2). Subsequently, the amplified c-cpe
gene was purified for TA-cloning in pGEM-T easy vector (Promega). After plasmid isolation, the c-cpe gene
fragment was amplified using primers with Ndel and Xhol restriction sites (Table 2). For protein expression in E.
coli Rosetta pLysSRARE2 (Novagen, Merck, Darmstadt, Germany) the c-cpe gene was inserted in the expression
vector pet22b using Xhol and Ndel restriction sites, which allowed fusion of the c-cpe gene with the Strep II-Tag.
The correct insertion of the gene in the vector (pet22b-strep-c-cpe) was verified by sequencing. After transfor-
mation in E. coli Rosetta, the expression of C-CPE protein was induced by adding 1 mM IPTG. Thereafter, the
cells were collected, lysed and the Strep II-Tag fusion C-CPE was isolated and purified using the Strep-Tactin
Superflow column (IBA, Géttingen, Germany). The elution buffer consisting of (in mM) 150 Nacl, 1 EDTA, 2.5
Desthiobiotin, 100 Tris/HCI (pH: 8) was used to separate Strep-C-CPE from the column. The product was quan-
tified by photometry and verified by western blot using the Strep-Tactin HRP antibody (1:4000).

Cell Culture. Human tumor cell lines Caco-2, MCF-7, Hela (DSMZ, Braunschweig, Germany), OE-33,
Kysel40, MDA-MB-231 as well as canine tumor cell lines**** TiHoDMglCarc1305 (former called T1204,),
TiHoDMglCarc1406.1 (former called DT14/06T) and TiHoDMglRef53A (former called MTH53A) were grown
in tissue coated petri dishes at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. The human cell lines and
canine cell lines were cultured in, respectively, DMEM Ham’s F12 (Biochrom) and M199 medium (Sigma) sup-
plemented with 10% fetal calf serum, 100 units/mL penicillin and 100 ug/mL streptomycin.

Spheroid formation.  Spheroids formed by OE-33 or MCF-7 cells grown in growth factor reduced Matrigel
(Corning). Briefly, 60 ul Matrigel were given in a well of a p-Plate 96 well (ibidi, Martinsried, Germany). The plate
was placed in cell culture incubator for 30 min to allow gel formation. Next, the Matrigel was overlaid with cell
culture medium (250 pl). Then cells were added in the wells (5 - 10* cells per well) and cultured for 3-4 days to
allow spheroid formation.

Cell viability. The effect of C-CPE on cell viability was assessed using MTT assay. Briefly, cells were grown
as monolayer in a 96 well plate. Subsequently, cells were incubated for 24 h with C-CPE. MTT reagent (0.5 pg/ml
in PBS) was added to each well and incubated for 4h at 37°C. The formed formazan crystals were lysed in 100 pl
isopropyl containing 40 mM hydrochloric acid. The absorbance was measured at 560 nm in a microplate reader
(Mithras LB940, Berthold Technologies, Germany).

Formation of C-CPE-Chromeo 488 and C-CPE-AuNP complex.  For visualization the claudins in cells
the C-CPE-Chromeo 488 complex as well as for tumor cell killing the C-CPE-AuNP complex were freshly pre-
pared before usage. The C-CPE-Chromeo 488 complex was formed by mixing 2.5 pl Strep-Tactin® Chromeo™
488 as provided by the manufacturer (iba, Géttingen; Germany) with C-CPE in elution buffer. The mix was
incubated overnight at 4°C to allow a binding between C-CPE and Strep-Tactin® Chromeo™ 488. Thereafter, cell
culture medium was added achieving a working concentration of 5 ug/ml C-CPE.

For the C-CPE-AuNP complex, Strep-Tactin®-AuNP were produced by conjugation of Strep-Tactin (iba)
with 25 nm AuNP (Aurion, Wageningen, Netherlands). To produce the C-CPE-AuNP complex, C-CPE in elution
buffer and Strep-Tactin®-AuNP, as provided by the manufacturer, were mixed and incubated overnight at 4 C.
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Table 3. List of primer sequences used for real-time PCR.

rabbit anti-human CLDN-1
CLDN-1 (Thermo Fischer Scientific, 59-9000) Sug/ml
Rabbit anti-mouse CLDN-3
CLDN-3 (Thermo Fischer Scientific, 34-1700) 3ug/ml
CTDN.A Mouse anti-human CLDN-4 Avertenl
e (Thermo Fischer Scientific, 34-1700) TS
Rabbit ant-human CLDN-7
CLDN-7 (Thermo Fischer Scientific, 32-9400) 2pg/ml

Table 4. Antibodies used for immunofluorescence experiments.

Cell culture medium was added to achieve a working volume of 100 pl for each well of a p-Plate 96. The volume
of the C-CPE andStrep-Tactin®- AuNP solution in mixture were ajusted to a working concentrations of 5 pg/ml
C-CPE and 2.5 - 10'° AuNPs.

Monitoring of transepithelial electrical resistance (TEER). TEER measurement was performed by
impedance spectroscopy using the cellZscope (nanoAnalytics, Muenster, Germany). For measurement, human
or canine cells were seeded in inserts consisting of a transparent PET membrane with pore size of 0.4 um (Cat. No:
353504; BD Falcon, Corning) in DMEM or M199 cell culture medium. Inserts with the cells were transferred into
the cellZscope and placed in the cell culture incubator. TEER data were automatically registered every 3h with
the cellZscope software. Once cells reached a constant TEER, cells were treated with C-CPE diluted in cell culture
medium and TEER was monitored every hour.

Real-time PCR. The level of mRNA expression of human claudin-3, -4 and -7 (CLDN-3, -4 and -7) was
examined by quantitative real-time PCR. Briefly, the total RNA was isolated using the peqGold Total RNA kit
(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) according to the manufacturer’s protocol. The following
cDNA synthesis was performed with the maximal first strand cDNA synthesis kit (ThermoScientific). Primer
pairs for CLDN-1, CLDN-3, CLDN-4 and CLDN-7 (Table 3) were designed according to the mRNA sequences
given in the National Center for Biotechnology Information (NCBI). The amplificates were sequenced to confirm
all genes. For real-time PCR 1 x Kapa SYBR FAST Universal mastermix (Sigma Aldrich) was used and PCR reac-
tion (40 cycles followed by a melting stage) was performed in the real-time PCR cycler peqSTAR 96q (PEQLAB
Biotechnologie GmbH). Gene expression was normalized to endogenous housekeeping genes 3-phosphate dehy-
drogenase (GAPDH) and beta-actin (ACTB), ratio of gene expression based on 2~ 24,

Visualization of claudinsin cells. Expressed claudin-3, -4 and -7 in cells were visualized with immunoflu-
orescence or the C-CPE-Chromeo 488 complex. For immunofluorescence, the cells were grown to monolayer on
rat collagen type I coated cover slips. After washing with PBS, the cells were fixed with 4% formaldehyde and per-
meabilized with 0.3% TritonX-100 in PBS. After washing with PBS unspecific binding sites were blocked with 1%
BSA in PBS for 30 min at 37 °C. Claudins were stained with primary antibodies (Table 4) diluted in PBS with 1%
BSA overnight at 4°C. Subsequently, the cells were washed with PBS and incubated with fluorescein conjugated
anti-rabbit (Merck Millipore) or FITC conjugated anti-mouse secondary antibody (Merck Millipore, AQ303F)
diluted 1:100 in PBS with 1% BSA (SigmaAldrich) for 1 h at 37°C. For nuclear staining, DAPI (2 uM) was added
during the staining with secondary antibody. For C-CPE-Chromeo 488 complex related claudin visualization,
cells similarly cultured as for immunofluorescence, were stained with C-CPE-Chromeo 488 complex as described
above. The cells were stained for 3h in a cell culture incubator. Nuclei were stained with 1 uM Hoechst added to
the cells for the last incubation hour. The cells were fixed with 4% formaldehyde, washed with PBS, and stored in
PBS for further confocal microscopic analysis.

Gold nanoparticle-mediated (GNOME) laser perforation for tumor cell killing.  For tumor cell
killing confluent cells or spheroids were treated with the C-CPE-AuNP complex for 3h in cell culture incubator
to allow complex adhesion to the cells. Control groups were incubated with either non-functionalized AuNPs
or C-CPE alone. The p-96 plate with the cells was transferred to the laser perforator (Laser Zentrum Hannover,
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Hannover, Germany) as described in Heinmann et al.*?, and exposed to a 20kHz pulsed laser (532 nm) with
60mW (60 mJ/cm®) at 0.5 cm/s. After optical treatment, the cells were transferred back into the incubator for
30-60 min to allow not killed cells to reseal the membrane as it was shown that only permeabilized but not killed
cells were able to reseal the membrane within 20 min*>%’. After optical treatment, the cells were transferred back
into the incubator for 30-60 min. Propidium iodide (10 uM) and Hoechst 33258 (Sigma Aldrich) were added to
the cells for 60 min. Under fluorescence microscope, dead cells were indicated by propidium iodide and Hoechst
uptake, while health cells were only Hoechst positive. Apoptotic cells were indicated by annexin V ATTO 488
conjugate (1:40 in cell culture medium) staining.

Cell Imaging. Immunofluorescence, C-CPE-Chromeo 488 binding or nanobead endocytosis was imaged
with Nikon Eclipse TE2000-E confocal laser scanning microscope (461 nm for DAPI/Hoechst, 488 for C-CPE/
CLDN/CellBrite/annexin V and 535 nm for nanobeads), with a 60x water immersion objective and EZ-C1 3.80
software program (Nikon, Diisseldorf, Germany).

Propidium iodide (PI) uptake after cell killing was performed with a Ti-E inverted fluorescence microscope
(Nikon, Duesseldorf, Germany). Images were taken with 10x objective and Nikon Software Nis-Elements 4.4
(346 nm for Hoechst 33258 and 535 nm for PI). All images were processed with ImageJ/Fiji for further quantita-
tive evaluation.

Statistical analysis. The result are given as mean of at least three independent experiments for each treat-
ment. The error bars represent S.E.M. Statistical comparison between groups was performed using the Student’s
paired two-sided t test.
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Abstract: Recently, we used a recombinant produced C-terminus (D194-F319) of the
Clostridium perfringens enterotoxin (C-CPE) to functionalize gold nanoparticles (AuNPs) for a
subsequent specific killing of claudin expressing tumor cells using the gold nanoparticle-mediated
laser perforation (GNOME-LP) technique. For a future in vivo application, it will be crucial to
know the physical parameters and the biological mechanisms inducing cell death for a rational
adaptation of the system to real time situation. Regarding the AuNP functionalization, we observed
that a relationship of 2.5 x 10711 AuNP/mL to 20 ug/mL C-CPE maximized the killing efficiency.
Regardingphysical parameters, a laser fluence up to 30 mJ/cm? increased the killing efficiency.
Independent from the applied laser fluence, the maximal killing efficiency was achieved at a scanning
velocity of 5mm/s. In 3D matrigel culture system, the GNOME-LP/C-CPE-AuNP completely destroyed
spheroids composed of Caco-2 cells and reduced OE-33 cell spheroid formation. At the biology level,
GNOME-LP/C-CPE-AuNP-treated cells bound annexin V and showed reduced mitochondria activity.
However, an increased caspase-3/7 activity in the cells was not found. Similarly, DNA analysis
revealed no apoptosis-related DNA ladder. The results suggest that the GNOME-LP/C-CPE-AuNP
treatment induced necrotic than apoptotic reaction in tumor cells.

Keywords: C-CPE; gold nanoparticle; GNOME-LP; apoptosis; necrosis

1. Introduction

The gold nanoparticle-mediated (GNOME) laser perforation (GNOME-LP) technology was
developed to achieve a gentle cell permeabilization allowing the entry of small molecule into cells
while maintaining a maximal survival [1,2]. In this context, the GNOME-LP technique was used for an
accurate and high-throughput analysis of gap junction coupling [3] and for an efficient knock down of
genes using specific siRNAs or morpholinos [2].

In a previous work, we showed that a recombinant produced C-terminus (D194-F319) of the
Clostridium perfringens enterotoxin (C-CPE) could be used to functionalize gold nanoparticles (AuNPs)
for a subsequently optoperforation-induced killing of tumor cells expressing the CPE receptors,

Int. ]. Mol. Sci. 2019, 20, 4248; doi:10.3390/ijms20174248 www.mdpi.com/journal/ijms
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claudin-3, -4, and -7 using GNOME-LP [4]. The advantage of using the C-CPE polypeptide is the
binding ability to claudins without causing cytotoxicity as compared to the full-length CPE [5].
Moreover, C-CPE-functionalized AuNPs (C-CPE-AuNPs) allowed specific targeting of cells and
increased the killing efficiency [4]. In order to kill tumor cells, the applied laser fluence was increased
while the scanning velocity was reduced in comparison to the experiments, in which a maximal cell
survival was the objective. The mechanisms of cell killing are still a matter of speculation, hindering a
rational optimization of the technique in terms of maximal ablation of tumor cells with minimal action
on non-tumor tissue.

GNOME-LP affects cells by combined laser-induced heating due to the plasmon resonance,
which can lead to formation of plasmonic bubble [2,6]. The presumable cause of cell death may be
related to induced necrosis or apoptosis in the cells. Apoptosis, also called programed cell death, is a
cellular reaction related to specific proteases called caspases that cleave cellular structure proteins,
nuclear proteins, and DNA [6]. The resulting DNA fragments are integer multiples approximately
200 bp in size. Separated in gel electrophoresis, these DNA fragments produce a characteristic
ladder pattern [7-10]. Apoptotic reactions also involve mitochondrial damage resulting in breakdown
of the mitochondrial membrane potential (MMP) and ATP depletion [11]. The MMP breakdown
results in reduction of mitochondrial staining using MitoTracker, allowing an analysis of apoptosis
using fluorescence microscopy [12,13]. Moreover, the ATP depletion suppress the activity of ATPase
enzymes such as flippases, which are responsible for the backhaul of lipids like phosphatidylserine
lipids in the inner membrane leaflet, allowing the maintenance of a polarized cell membrane with
respect to lipid composition of the leaflets [14]. An increased presence of phosphatidylserine lipids in
outer leaflet as a result of induction of apoptosis can be demonstrated using annexin V staining and
represents another marker of a cell undergoing apoptosis [15,16]. In tissues, apoptosis is a cellular
dismantling with a relatively stable plasma membrane. The cells undergoing apoptosis are finally
cleared by macrophages before lysis and release of intracellular molecules, thereby avoiding induction
of an immune response [17]. In contrast, necrosis is unregulated or an accidental cell death, mostly
induced by exogenous stress and correlated with cell lysis with release of intracellular material in the
tissue. The release of intracellular material acts as chemoattractant and activates an inflammatory
reaction [18]. In tumors, necrosis may allow release of tumor neoantigens that could act like microbial
pathogens-associated molecular patterns (PAMPs) or damage-associated molecular patterns (DAMPs)
and activate immune-specific responses [19-23]. Such tumor neoantigens are expressed by tumor cells.
However, they are maintained in the cells and rarely presented to the immune cells due to loss of HLA
class I by tumor cells [24-26]. By inducing necrosis in tumor, it may be possible to increase the presence
of these tumor antigens in the extracellular space within the tumor. The immune cells recruited by
necrosis will find the liberated tumor neoantigens in an accessible environment, rendering possible an
induction of immunological response to the tumor cells [20].

Related to our recent study demonstrating optoperforation-mediated killing of tumor cells with
C-CPE-AuNPs, the present report analyzed the physical parameters and the biological mechanisms
inducing the cell death with the objective to determine the range of adaptation for future in vivo
application for clinical therapeutic intervention.

2. Results

In a recent report, we showed that C-CPE -functionalized AuNPs in combination with GNOME-LP
efficiently killed tumor cells expressing CLDN-3, -4, and -7, documented by the uptake of membrane
impermeable of molecule such as propidium iodide [4]. In the present report, we analyzed further
physical parameters that might affect the efficiency of the GNOME-LP-induced cell killing. Moreover,
we determined whether apoptotic mechanisms are involved in the cell death.

Using Caco-2 cells, we analyzed whether changing the concentration of the C-CPE during
functionalizing of the AuNPs could change the GNOME-LP-induced cell killing efficiency. AuNPs
(2.5 x 1010 particle/mL) functionalized with 5 ug/mL C-CPE in combination with GNOME-LP at a laser
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fluence of 30 mJ/cm? with scanning velocity of 5 mm/s revealed a cell survival of 40% (Figure 1A).
Increasing the concentration of the C-CPE during the functionalization process to 12 ug/mL, 20 pg/mL,
and 50 pg/mL reduced the cell survival to 12%, 8%, and 13%, respectively (Figure 1A), showing an
increased cell killing efficiency compared to a concentration of 5 ug/mL C-CPE.
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Figure 1. Increased C-CPE concentration for AuNP functionalization increased the efficiency of
gold nanoparticle-mediated laser perforation (GNOME-LP)-induced cell killing of Caco-2 cells.
(A) The survival of Caco-2 cells evaluated by propidium iodide uptake in cells treated with GNOME-LP
(30 mJ/cm? at 5 mmy/s) in presence of C-CPE, AuNPs, and C-CPE functionalized AuNPs (C-CPE-AuNPs).
The increase of C-CPE concentration during functionalization process reduced the cell survival.
The results were analyzed with Student’s t test. * Significant difference to the AuNP control
group: ***p < 0.001. # Significant difference to 5 ug/mL C-CPE functionalized AuNPs: ### p < 0.001.
(B) GNOME-LP cell killing with lower laser fluence (5 mJ/cm? at 5 mm/s) in combination with AuNPs
functionalized with 20 pug/mL and 50 ug/mL C-CPE did not affect the cell survival. (C) Killing efficiency
of AuNP functionalized with 20 ug/mL C-CPE and GNOME-LP (30 mJ/cm?) applied at indicated

scanning velocity. The results were analyzed with Student’s ¢ test. * Significant difference to the AuNP

control group: ***p < 0.001. # Significant difference to velocity of 5 mmy/s: ### p < 0.001. (D) GNOME-LP

with different laser fluence (5-60 mJ/m?; 0.5 s/cm) in combination with 20 pg/mL C-CPE functionalized

AuNPs. The results were analyzed with Student’s t test. * Significant difference to the AuNP control

group: *** p < 0.001. # Significant difference to laser energy of 5 mJ/cm?: ### p < 0.001. + Significant

difference to the laser fluence of 10 mJ/cm?: + p < 0.05, ++ p < 0.01, +++ p < 0.001. All graphs represent

the mean + SEM of cell survival relative to untreated cells (unt.).

Next, GNOME-LP was performed using a laser fluence of 5 mJ/cm? as well as 20 pg/mL and
50 pug/mL C-CPE for AuNP functionalization to evaluate whether the increased C-CPE concentration
could allow further reduction of the laser fluence for efficient cell killing. The reduced laser
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fluence did not affect cell survival for both C-CPE concentrations used for AuNP functionalization
(Figure 1B). Taken together, the increased C-CPE concentration from 20 pg/mL to 50 ug/mL for AuNP
functionalization did not increase the efficiency of cell killing using GNOME-LP at a fluence of 5 mJ/cm?.
After we observed that 20 pug/mL C-CPE coupled to Strep-Tactin Chromeo conjugate also saturated the
binding of C-CPE onto the cells (Figure S1) and that 2.5 x 10'° AuNPs/mL were the more effective for
cell killing (Figure S2), we chose to use 20 pg/mL C-CPE.

For functionalization of the AuNPs (2.5 x 10'© AuNPs/mL), in order to analyze the influence of
other parameters on the efficiency of cell killing in this context, we analyzed how changes in laser
fluence or scanning velocity affected the cell killing efficiency. Using a constant velocity of 5 mm/s we
found that a laser fluence of 5 mJ/cm?2 reduced the cell survival to 89% compared to the AuNP control
group. Application of laser fluence to 10 mJ/cm? correlated with a reduction of the cell survival to 29%.
With a laser fluence of 20 mJ/cm? we observed a cell survival of only 8%, which could not be further
reduced by increased laser fluence to 30 mJ/cm? or 60 mJ/cm? (Figure 1 C), suggesting that a laser
fluence of at least 20 mJ/cm? was necessary for a maximal cell killing. Considering the scanning velocity,
GNOME-LP at a laser fluence of 30 J/cm? was applied at 5 mm/s, 10 mm/s, and 40 mm/s. The respective
cell survival of 8%, 28%, and 46% (Figure 1D) indicated that a scanning velocity of 5 mm/s had the
most effect on cell survival. Eventually, we applied GNOME-LP with a laser fluence of 30 mJ/cm? at
5 mm/s in combination with functionalized AuNPs using 20 pug/mL C-CPE for further experiments.

Since tumors are 3D structures, we analyzed whether increasing the C-CPE concentration
during the functionalization of the AuNPs increased the GNOME-LP-affected spheroid structure
composed of Caco-2 or OE-33 cells (Figure 2). The spheroids were incubated for 3 h with the
C-CPE-AuNPs before GNOME-LP with 60 mJ/cm? and 5 mm/s. We compared images of the spheroids
taken at a same position before and after three-time GNOME-LP treatments. The presence of the
C-CPE-AuNPs reduced the number of intact Caco-2 spheroids compared to the spheroids incubated
with non-functionalized AuNPs or untreated spheroids (Figure 2C). The OE-33 spheroids treated
with the C-CPE-AuNPs showed almost intact spheroid structure after GNOME-LP but displayed
50% reduced spheroid area (Figure 2D). To assess the cell viability of the cells in Caco-2 or OE-33
spheroids after GNOME-LP treatment, the spheroids were stained with propidium iodide and calcein
AM. In living cells, the non-fluorescent cell-permeant dye calcein AM is converted to green-fluorescent
calcein. Z-stack images of the spheroids after GNOME-LP in the presence of the C-CPE-AuNPs
showed large peripheral propidium iodide-positive cells (red) without green fluorescence surrounding
a central core with calcein (green) positive cells without propidium iodide (Figure 2A,B). Compared
to the OE-33 spheroids, Caco-2 spheroids showed a smaller core with calcein positive cells without
propidium iodide. Confocal images 24 h after the GNOME-LP application showed further destruction
of Caco-2 spheroids with less calcein-positive cells. OE-33 spheroids showed less propidium iodide
positive cells in the peripheral regions (Figure S3). Further cultivation of Caco-2 spheroids and OE-33
spheroids until 72 h after GNOME-LP showed that in Caco-2 spheroids, the cells were not able to
regrow and contained almost only propidium iodide positive cells and very low calcein-stained cells,
indicating reduced cell survival (Figure S3).
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Figure 2. Caco-2 and OE-33 spheroids after three-time application of GNOME-LP. (A,B) Confocal
images of Caco-2 (A) and OE-33 (B) spheroids treated with GNOME-LP in the presence of AuNPs or
C-CPE-AuNPs. C-CPE-AuNPs destroyed Caco-2 spheroid structure and reduced cell survival as shown
by the large amount of propidium iodide (red)-positive cells and the reduced amount of calcein-positive
cells. For OE-33 spheroids, treatment with GNOME-LP in the presence of C-CPE-AuNPs induced
cell death (propidium iodide-positive cells) in the peripheral regions. The cells in the core were still
calcein-positive and propidium iodide-negative, indicating that they were still alive. Scale bar, 50 um.
(C) Quanttification of intact Caco-2 spheroids indicating reduced intact spheroids after GNOME-LP
with C-CPE-AuNPs. Graphs represent the mean + SEM of intact spheroids count relative to spheroids
before GNOME-LP application. The results were analyzed with Student’s ¢ test. * Significant difference
to untreated spheroids: *** p < 0.001 and ### p < 0.001 significant difference to the AuNPs treated
spheroids. (D) Quantitative evaluation of OE-33 spheroid area showing that GNOME-LP applied in the
presence of C-CPE-AuNPs reduced the spheroid area compared to the spheroid treated in absence of
C-CPE-AuNPs. Graphs represent the mean + SEM of the spheroid area reduction relative to spheroid
area before laser irradiation. The results were analyzed with Student’s # test. * Significant difference to
the spheroid area before laser irradiation: *** p < 0.001.

Caspase-3/-7 Independent Cell Death

The cell death can be achieved by apoptotic or necrotic reactions. Apoptosis is a cellular
controlled reaction characterized by physiological changes like disruption of the mitochondria or
inversion of the membrane exposing the phosphatidylserine lipids in the external leaflet of the cell
membranes. These physiological changes are orchestrated by activation of specific proteases called
caspases. To analyze whether the GNOME-LP-induced cell death was related to apoptotic reaction,
we stained the mitochondria using MitoTracker™ Orange and the phosphatidylserine lipids with
Atto-labeled annexin V 3 h and 24 h after GNOME-LP treatment at 10 J/cm?, 20 J/cm?, 30 J/cm?2,
and 60 J/cm?. MitoTracker labels mitochondria, with a mitochondrial membrane potential (MMP)
below —60 mV [27]. An increased apoptosis correlates with disruption of the MMP, which results in a
reduction of MitoTracker staining. Annexin V binds to the phosphatidylserine lipids, which are exposed
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during apoptotic cell death. The results showed a reduced mitochondrial staining in cells treated with
GNOME-LP in the presence of C-CPE-functionalized AuNPs in comparison to non-functionalized
AuNPs (Figure 3A). It is remarkable that the different laser fluence seemed to equally affect the
mitochondria and the reduced mitochondria labeling lasted until 24 h after GNOME-LP. For the
phosphatidylserine lipids, GNOME-LP of cells in the presence of functionalized AuNPs showed an
increased annexin V staining (Figure 3B) compared to GNOME-LP of cells with non-functionalized
AuNPs (Figure 2B). The quantification of the annexin V staining revealed that the fluorescence intensity
of annexin V staining is increased at an applied laser fluence of 60 mJ/cm? compared to the other
applied laser fluences of 10 J/em?, 20 J/em?2, and 30 J/cm? (Figure 3C), suggesting a fluence-dependent
increase in the possibility of annexin V to reach the phosphatidylserine lipids.
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Figure 3. GNOME-LP in presence of C-CPE-AuNPs affected the annexin V and MitoTracker staining of
the cells. (A) Independent of the applied laser fluence, 3 h and 24 h after GNOME-LP treatment in the
presence of C-CPE-AuNPs reduced MitoTracker™ Orange mitochondria labeling (red) and (B) induced
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annexin V Atto488 staining of cells (green). Remark the shrinkage of the nuclei (blue) in cells
treated with GNOME-LP in presence of C-CPE-AuNPs. Nuclei were stained with Hoechst. Scale bar,
20 um. (C) Quantification of the experiments showing the increased annexin V Atto488 staining of
GNOME-LP-treated cells in the presence of C-CPE-AuNPs 3 h and 24 h after GNOME-LP treatment.
The graphs represent the mean + SEM of annexin V Atto488 fluorescence intensity relative to number
of the nuclei. The results were analyzed with Student’s ¢ test. * Significant difference to the untreated
control group: *** p < 0.001. # Significant difference to other laser fluencies: ## p < 0.01, # p < 0.05.

Apoptotic reactions are induced by activation of caspases that digest different structure proteins
and induce DNA degradation in specific DNA lengths that can be separated in gel electrophoresis,
where they form characteristic ladder pattern [28]. Within the cascade family, caspase 3 and 7
are known as executioner caspases. These caspases induce DNA digestion and when they are
activated, the cell cannot be rescued anymore. We analyzed whether these caspases were activated
by GNOME-LP application and whether the inhibition of these caspases could protect the cells
from GNOME-LP treatment in presence of C-CPE functionalized AuNPs. As shown in Figure 4A
and Figure S3-S5, application of GNOME-LP in the presence of C-CPE-AuNPs did not increase
the caspase activity. We found a tendency towards reduction. Moreover, the presence of 20 uM
carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-(O-methyl)-fluoromethylketone (Z-VAD-FMK), a broad spectrum
caspase inhibitor, reduced the activity of caspase 3 and 7 but did not antagonize the reduction of
cell survival observed in cells treated with GNOME-LP in the presence of C-CPE-AuNPs (Figure 4B,
Figures S4 and S5). Additionally, the analysis of the DNA of cells at any time after application of
GNOME-LP in combination with C-CPE-AuNPs as shown for 3 h and 24 h revealed no DNA ladder
pattern, which is commonly associated with the activation of Caspase 3/7. The DNA smear (Figure 4C)
combined with the observation that the caspase inhibitor Z-VAD-FMK could not stop the action of
GNOME-LP and C-CPE-AuNPs on the cells (Figure 4B) suggest that the cell death is not induced by
apoptotic reaction. It is more likely that the cell death was related to induction of necrosis.
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Figure 4. The caspase inhibition did not antagonize the cell death induced by GNOME-LP applied in
presence of C-CPE-AuNPs. (A) Application of GNOME-LP (5 mm/s; 30 mJ/cm?) in the Ppresence or
absence of C-CPE-AuNPs did not increase the activity of caspase-3/-7. The presence of the caspase
inhibitor Z-VAD-FMK (20 uM) was able to reduce the activity of caspase-3/-7. The graphs represent
the mean + SEM of caspase-3/-7 activity relative to untreated cells without Z-VAD-FMK as control
reference. The results were analyzed with Student’s t test. * Significant difference to the control
reference: ** p < 0.01, *** p < 0.001. # Significant difference to the control reference with Z-VAD-FMK:
### p < 0.001. (B) Applied in presence of C-CPE-AuNPs, GNOME-LP reduced the cell survival 0.5 h,
3 h, or 24 h after GNOME-LP application. The presence of Z-VAD-FMK (20 uM) was not able to
protect the cells. The graphs represent the mean + SEM of cell survival relative to untreated cells.
The data were compared by Student’s t test. * Significant difference to the control reference: *** p < 0.001.
# Significant difference to untreated cells with Z-VAD-FMK: ### p < 0.001. (C) Analysis of the DNA by
gel electrophoresis showing that application of GNOME-LP in the presence of C-CPE-AuNPs did not
induce DNA laddering; 100 ng DNA of each probe was applied to 1% agarose gel. Positive control (PK)
DNA of U937 cells treated with 4 pg/mL camptothecin for 3 h (provided by the DNA ladder kit), 1 kbp
marker (M), and DNA isolated from Caco-2 cells after 3 h and 24 h of laser irradiation.

In summary, the results confirm our previous finding showing that C-CPE can efficiently be used
to functionalize AuNPs following optically induced elimination of tumor cells expressing claudins.
Moreover, we showed that increasing the C-CPE concentration to 20 pg/mL for the functionalization
of AuNPs producing C-CPE-AuNPs increased the killing effect while reducing the applied laser
fluence. Note that all improvements of GNOME-LP-induced cell killing could not allow us to increase
the applied velocity. For 3D cultivated tumor cells, C-CPE-AuNPs induced cell death to a different
extent depending on the cell type. At the biological level, the killing effect correlated with reduced
mitochondria activity and increased annexin V staining. However, the cell death caused by GNOME-LP
applied in the presence of C-CPE-AuNPs induced no increased caspase activity, and inhibition of
caspases with Z-VAD-FMK did not antagonize the killing effect.

3. Discussion

In a previous report, we showed that a combination of GNOME-LP- and C-CPE-functionalized
AuNPs could specifically be used to kill claudin-expressing tumor cells [4]. In order to prepare future
applicability of the technique in therapeutic intervention, it is necessary to understand the physical
and cellular mechanisms that lead to cell disruption. For that, we analyzed how a maximal cell
ablation in the shortest time could be achieved with the technique. Different parameters such as the
functionalization of AuNPs in combination with purely physical parameters, like the laser fluence and
the velocity of GNOME-LP application, were tested. With respect to the functionalization of the AuNPs,
it can be assumed that the efficiency is related to the sum of particles attached to the cells, which is
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controlled by the available claudin proteins in the cells, and the C-CPE-AuNPs complex. Binding
studies with different C-CPE concentrations applied to the cells indicated an elevated C-CPE binding
with increasing concentration up to 20 pg/mL (Figure S1). With a molecular weight of 15-20 kDa for
C-CPE, 20 pug/mL would correlate with a molar concentration of about 107® M. This is in agreement
with the observation that the cells used in this report surely expressed claudin-3, -4, and -7 [4], which

were shown to have a very low K of 1.2 x 108M,9.1%x10°M,and 1.1 x 1078 M, respectively [29,30].

The complex formation is determined by the interaction of the N-terminal Strep-tag II of C-CPE and
the Strep-Tactin conjugated to AuNPs (C-CPE-AuNP complex). We produced the used AuNP-C-CPE
complexes by adding Strep-tagged C-CPE to a solution of citrate-stabilized AuNP-Strep-Tactin complex
(see materials and methods). The fabrication of AuNP-Strep-Tactin complexes was performed by
Aurion (Aurion, Wageningen, Netherlands) by conjugating Strep-Tactin (IBA, Géttingen, Germany) to
AuNPs (Aurion) according to the method described by Fens [31]. The method allows the production
of non-flocculated AuNPs covered by a single layer of Strep-Tactin molecules [32]. Due to the high
affinity between the Strep-tag (on C-CPE) and the Strep-Tactin (on the AuNP), C-CPE binds very well
on the AuNP-Strep-Tactin complex [33], resulting in stable AuNP-C-CPE complex. If we assume a
size of about 50 kDa for Strep-Tactin, we can estimate that each nanoparticle was able to react with
5000 Strep-Tactin molecules. We can, therefore, assume that with 20 pg/mL C-CPE, we generated a
quantity of C-CPE-AuNPs complex, allowing us to target all cells used in the present reports, which
expressed claudin-3, -4, and -7 with the highest affinity for CPE. For cells that might express low-affinity
claudins, such as claudin-8 with K; ~ 107 M or claudin-14 with K; ~ 2.8 X 1070 M [29,30] as well as for
future clinical investigations in which tumors containing different cells should be expected, further
adjustment of dosage could be necessary.

With respect to the physical parameters, we found that with laser fluence between 5 mJ/cm? and

60 m]J/cm?, the killing efficiency increased, achieving a steady maximum at 20-30 mJ/cm? (Figure 1C).

The optimized C-CPE functionalization of AuNPs did not change the relationship between the laser
fluence and the killing efficiency (Figure 1C; [4]). However, the AuNP functionalization increased
the absolute killing efficiency observed for the different fluencies. Moreover, it was striking that
independently of the applied laser fluence and for the functionalization process, the killing was
maximal at a scanning velocity of 5 mm/s [4]. An application velocity of 5 mm/s and a laser fluence
of 30 mJ/cm? reduced the survival to 8%. The increase of velocity to 10 mm/s or 40 mm/s allowed a
survival of 30% and 45%, respectively (Figure 1D). The importance of the scanning velocity may be
related to the overlap degree (OD) of the laser pulses as given by OD = (1 — V/(f x d)) x 100, with V
representing the scanning velocity in mm/s, f the pulse repetition rate in kHz, and d the diameter of
the laser pulse in um [34]. In our experiments, the scanning velocity of 5 mm/s, 10 mm/s, or 40 mm/s
corresponded to OD of, respectively, 99.7%, 99.4%, and 97.5%. However, the killing efficiency was not
linearly related to OD. Changes of OD from 99.7% to 97.5% correlated with an exponential reduction of
killing efficiency from over 90% to the asymptotic value of less than 70% (Figure 1D). The reduction of
the OD as a consequence of the increased scanning velocity may reduce the number of laser pulses
per particle. Dependent on the density of particles on the cell surface, less particles might interact
with the laser with higher velocities. Consequently, the accumulated extent of membrane damage

might decrease with higher velocities, while the damage related to a single particle remained the same.

This could also partly explain why we could increase the efficiency of killing with a scanning velocity
of 40 mm/s by repetition of the scanning (Figure S2B).

The non-linear relationship between the killing efficiency and the OD (Figure 1D) was also
observed between the killing efficiency and the laser fluence (Figure 1C). The killing efficiency increased
exponentially with increasing fluence to achieve an asymptotic value at a fluence of 20-30 mJ/cm?
(Figure 1C).

Taken together, the results show that to achieve a good cell ablation in a reasonable time, increasing
the laser power will not be enough. The pulse repetition rate and the pulse diameter should be adjusted
to achieve both a laser fluence of 20-30 mJ/cm? and an OD of more than 99.7%.
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At the biological level, cell death is related to different mechanisms like apoptosis or necrosis.
Apoptosis is a cellular reaction related to activation of caspase cascades that cleave different cellular
proteins culminating in disruption of the plasma membrane, mitochondria, and chromatin integrity [35].
These processes, which constitute the hallmark of apoptosis, can be demonstrated by staining the
phosphatidylserine lipids of the membrane with annexin V and mitochondria with MitoTracker as well
as DNA ladder analysis. Furthermore, the apoptosis can be inhibited by pharmacological inhibition of
apoptosis [36].

In our experiments, we observed that application of GNOME-LP in combination with
C-CPE-functionalized AuNPs induced an increase of annexin V staining (Figure 2B), while reducing
the staining of the mitochondria (Figure 2A) suggesting that annexin was able to reach the
phosphatidylserine lipids and that mitochondria were disrupted. The increased annexin V staining
was reduced 24 h after optoperforation (60 mJ/cm?). It is possible that this reduction was
related to the strongly reduced number of cells that were found at this time point (Figure 3C).
In addition, nuclei staining showed nuclei shrinkage of GNOME-LP-treated cells in the presence
of the C-CPE-AuNPs. The results can be interpreted as evidence for apoptosis. However,
this assumption was not confirmed by the analysis of caspase 3/7 activity, which was not increased
upon GNOME-LP application (Figures 4A and S5). Moreover, the caspase inhibitor could not prevent
the GNOME-LP/C-CPE-AuNPs-induced cell death (Figure 4B). To explain these contradictory results,
we postulate that induced permeabilization of the cell membrane allowed propidium iodide as well as
annexin V uptake (Figure 54). The strong permeabilization of the cell membrane caused mitochondria
disruption, including loss of their membrane potential, which led to the low mitochondria staining
(Figure 3A). Additionally, DNA ladder analysis 24 h after laser exposure revealed a slight smear rather
than a DNA ladder pattern in gel electrophoresis (Figure 4C). The results suggest that the combination
of GNOME-LP/C-CPE-AuNPs might have killed the cells by induction of necrotic reactions.

In 3D system, the killing efficiency was reduced (Figure 2) compared to cells cultivated in 2D
system. Even after three times application of GNOME-LP the killing efficiency for cells cultivated
in 3D was reduced compared to 2D cultivation. It is possible that the penetration of the laser in the
spheroids was an issue. Usage of near-infrared laser with adapted AuNPs would probably ameliorate
the results. Moreover, we found that the type of cell forming the spheroids played a role (Figure 3),
since we observed differences between spheroids that formed Caco-2 and OE-33-cells. The reason for
the differences is not clear; it could be related to the difference in origin of the cells. Nevertheless,
the data show that optoperforation in combination with C-CPE-functionalized AuNPs is applicable to
3D structures and, thus, could constitute an alternative tool for tumor treatment.

In contrast to apoptotic reactions, necrotic reactions strongly activate immunological reaction
in tissues [37]. With respect to tumor treatment, this could be an advantage. Necrotic reaction in
tumor could enable the attraction of immunological cells into the tumors, which will attack and
destroy the tumor, thus increasing the treatment efficiency. Methods to recruit immunological cells
are discussed in tumor therapy. Some reports show that manipulating the tumor environment could
induce immune cells to attack the tumor [19,21-23]. Other reports show that tumor cells express
neoantigens, but these antigens are not present on the surface of the tumor cells due to loss of HLA
class I by tumor cells [24-26]. By inducing the necrosis, it may be possible to liberate these tumor
antigens in the tumor interstitial spaces. The immune cells recruited by the necrosis could target the
locally liberated tumor neoantigens and mount an immunological response to the tumor cells.

4. Materials and Methods

4.1. C-terimal Fragment of Clostridium Perfringens Enterotoxin (C-CPE)

The C-CPEj94-319 protein with an N-terminal Strep-tag II was prepared as previously described [4]
and stored at 4 °C in the presence of 0.02% sodium azide as preservative.

43



Manuskripte

Int. . Mol. Sci. 2019, 20, 4248 11 0f 14

4.2. Cell Culture

Human tumor cell lines Caco-2 (DSMZ, Braunschweig, Germany) and OE-33, (provided by
Dr. Bianca Nitzsche, Charité - Universititsmedizin Berlin) were grown in tissue-treated petri dishes at
37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Caco-2 cells were cultured in DMEM Ham'’s
F12 (FG 4815, Biochrom, Berlin, Germany) medium and OE-33 cell were cultured in RPMI (FG 1215,
Biochrom) medium. Bot culture media were supplemented with 10% fetal calf serum (Biochrom),
100 units/mL penicillin (Biochrom), and 100 pg/mL streptomycin (Biochrom).

For spheroid formation, Caco-2 cells and OE-33 cells were grown in growth factor reduced
Matrigel (354230, Corning) as previously described [4]. In brief, 60 uL of Matrigel was added to the
growth surface of p-Plate 96 well (ibidi, Martinsried, Germany) and placed in cell culture incubator for
30 min to allow gel formation. The Matrigel was overlaid with cell culture medium and 5 x 10* cells
were added. The cells were cultured for 3—4 days to allow spheroid formation.

4.3. Gold Nanoparticle-Mediated Laser Perforation (GNOME-LP)

GNOME-LP was performed as previously described [4] using laser HLX-G-F020-10103
(Horus Laser S.A.S, Limoges, France). The laser had the following characteristics: Pulse repetition
rate 2.25 kHz, maximal power 100 mW, pulse diameter 80 pum [2]. To generate the C-CPE-AuNP
complex, we used AuNP (@: 25 nm; Aurion) conjugated with Strep-Tactin (IBA). The conjugation
of Strep-Tactin to the AuNPs was performed by Aurion according to the method described by [31].
The procedure was developed to allow a production of non-clustered AuNP-Strep-Tactin complexes
with a single protein layer [32]. To produce the C-CPE-AuNP complexes used in the experiments,
C-CPE and AuNPs were mixed and incubated overnight at 4 °C to allow the binding of Strep-tag
II (on C-CPE) and the Strep-Tactin (on the AuNPs). Cell culture medium was added to achieve
the reported C-CPE concentration (Figure 1A) and a constant AuNP-Strep-Tactin concentration of
2.4 X 101 AuNP-Strep-Tactin/mL

For GNOME-LP, Caco-2 cells pre-incubated with the C-CPE-AuNP complex were exposed to the
pulsed laser with 30 mW (30 mJ/cm?) at 5 mm/s. After optical treatment, propidium iodide (10 M)
and Hoechst 33258 (1 uM) were added to the cells for 30 min. Imaging of propidium iodide (excited at
535) and Hoechst (excited at 346 nm) uptake was performed with a Nikon Ti-E inverted fluorescence
microscope (Nikon, Diisseldorf, Germany) using 4X objective and Nikon Software Nis-Elements
4.4 (Nikon, Diisseldorf, Germany). Dead cells were indicated by propidium iodide and Hoechst
uptake, while healthy cells were only Hoechst positive. Propidium iodide and Hoechst positive
cells were counted using Image]/Fiji. The cell survival is indicated by the differences between the
number of cells stained by Hoechst and the number of the cells that were stained by both Hoechst and
propidium iodide.

GNOME-LP of Caco-2 spheroids and OE-33 spheroids were pre-incubated with the C-CPE-AuNPs.
Transmission images of the spheroids were taken in the same plane and at the same position before and
after GNOME-LP (60 mJ/cm?; 5 mm/s) using 10X objective of the Ti-E inverted fluorescence microscope
(Nikon). The spheroids were evaluated by comparing the intact spheroids or the spheroid area before
and after GNOME-LP treatment using Image]/Fiji.

4.4. Activity of Caspase-3 /-7

The activity of caspase-3 /-7 in Caco-2 cells was measured by using the Caspase-Glo® 3/7
Assay (Promega, Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s protocol. In brief, 100 uL
Caspase-Glo® 3/7 reagent was added to each well containing GNOME-LP-treated cells in 100 pL cell
culture medium. Contents were mixed using plate shaker at 160 rpm for 30 s and incubated at room
temperature for 1 h. Luminescence of each sample was measured in Mithras LB 940 plate reader
(Berthold, Bad Wildbad, Germany). For caspase inhibition cells were treated with 20 uM Z-VAD-FMK
(Promega, Mannheim, Germany), a caspase family inhibitor, 30 min prior GNOME-LP.
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4.5. DNA Ladder

For detection of DNA ladder, the Apoptotic DNA Ladder Kit (11835246001, Sigma-Aldrich,
Taufkirch, Germany) was used according the manufacturer’s protocol. The purified DNA (100 ng) was
separated in 1% agarose gel stained with GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA).

4.6. Detection of Cell Death

Phosphatidylserine lipids of GNOME-LP-treated Caco-2 cells were stained with annexin V Atto488
conjugate (ALX-209-258-T100, Enzo Life Science) diluted in cell culture medium (1:40) for 15 min
at room temperature. Mitochondria of GNOME-LP-treated Caco-2 cells were stained with 50 ng
MitoTracker™ Orange (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in cell culture medium for 30
min in cell incubator. Cell nuclei were stained with Hoechst (1 utM). For evaluating cell death in 3D
matrix, spheroids were stained with propidium iodide (10 tM) and calcein AM (1:1000) diluted in
serum-free cell culture medium for 30 min in cell culture incubator.

Fluorescence images were captured on Nikon Eclipse TE2000-E confocal laser scanning microscope
(488 nm for annexin V Atto488 or calcein AM, 535 nm for MitoTracker™ Orange, 461 nm for Hoechst,
Nikon, Diisseldorf, Germany) using 60X water immersion objective and EZ-C1 3.80 software program
(Nikon, Diisseldorf, Germany). The grade of phosphatidylserine lipids exposure was estimated by
normalization of the annexin V Atto488 fluorescence intensity to the nuclei count. Fluorescence images
were processed with the Image]/Fiji software.

4.7. Statistical Analysis

Data are presented as mean + SEM. Statistical comparison between groups was performed using
the Student’s paired two-sided f test. p < 0.05 was considered to be significant.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/20/17/
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Diskussion und Ausblick

3 Diskussion und Ausblick

Der Einsatz von Chemotherapeutika oder Zytostatika in der konventionellen Krebstherapie ist hau-
fig mit schweren Nebenwirkungen verbunden. Daher wird nach neuen oder alternativen Therapie-
ansitzen gesucht. Die pathologische Uberexpression von Claudin-3 und -4 in bestimmten maligan-
ten Neoplasmen macht sie zu potenziellen Krebsmarkern. An diese Marker kann das C-terminale
Fragment von Clostridium perfringens Enterotoxin (C-CPE) binden. Im ersten Projektabschnitt die-
ser Arbeit wurde daher untersucht, inwiefern das aus 194 bis 319 Aminosauren bestehende rekom-
binante C-CPE1s4.315 spezifisch Krebszellen, die ein Claudin-3, -4 und -7 Expressionsmuster aufwei-
sen, detektieren kann. Im nachsten Schritt wurde die Anwendbarkeit und Effizienz der Goldnano-
partikel-vermittelte Laserperforation (GNOME-LP) mit C-CPE funktionalisierten AUNP (C-CPE-AuNP)
fir die Totung von Krebszellen analysiert. Der zweite Projektabschnitt diente der Aufklarung von
physikalischen Parametern der GNOME-LP von mit C-CPE-AuNP behandelten Zellen und der biolo-

gischen Mechanismen, die den Zelltod induzieren.

3.1 Claudin-Expression in verschiedenen Krebszellen und C-CPE-Bindung

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Kombination aus C-CPE-AuNP und der
GNOME-LP-Technik eine spezifische Optoperforation von Claudin-3, -4 und -7 exprimierenden
Krebszellen ermdglicht. Hierfiir wurde das C-CPEigs-310 Uber seinen N-terminalen Strep-tag Il an
Strep-Tactin konjugierte 25 nm groBe Goldnanopartikel gekoppelt (Figure 1 in Manuskript 1). Das
Strep-tag Il ist ein acht Aminosaure langes Peptid, das spezifisch an die Strep-Tactin-Molkiile bindet
(Schmidt & Skerra 2007). Dadurch kann sich ein stabiler C-CPE-AuNP-Komplex bilden. Die Laserak-
tivierung der AuNP induzierte eine dauerhafte Schadigung der Zellmembran und fihrte zum Zell-

tod.

Die Fehlregulierung von Claudinen kann mit der Entstehung von vielen verschiedenen Krebsarten
korrelieren (Osanai et al. 2017; Ouban & Ahmed 2010; Oliveira & Morgado-Diaz 2007). Abhéngig
von der Krebsart, aber auch innerhalb einer Krebsart, kdnnen bestimmte Claudine herab oder hoch
reguliert sein (Singh et al. 2017). Besonders die Expression von Claudin-3 und -4 kann in Brust-,
Darm- und Osophaguskrebs hochreguliert sein (Lanigan et al. 2009; Escudero-Esparza et al. 2011).
Die Expressionsanalysen von Claudin-3, -4 und -7 von humanen Krebszelllinien aus Dickdarm (Caco-
2), Brust (MCF-7 und MDA-MB-321), Osophagus (OE-33 und Kyse140) und Gebarmutterhals (Hela)
auf mRNA- und Proteinebene zeigten, dass diese Krebszellen in Claudin-positive und Claudin-nega-

tive Gruppen klassifiziert werden konnten (Figure 2a und 2b in Manuskript 1). Dabei umfasste die
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Gruppe der Claudin-positiven Krebszellen Caco-2, MCF-7 und OE-33 und die Gruppe der Claudin-
negativen Krebszellen MDA-MB-321, Kyse140 und Hela (Figure 2a und 2b in Manuskript 1). Bei
Krebszellen aus dem Brustgewebe von Hunden konnten in den TiHoDMglCarc1305 eine Claudin-3
und -4 Proteinexpression festgestellt werden, wahrend die Krebszellen TiHoDMglCarc1406.1 und
die TiHoDMglRef53A Zellen aus gesundem Brustgewebe weder Claudin-3 und -4 noch Claudin-7
aufwiesen (Figure 2c in Manuskript 1). Diese Ergebnisse bestatigen vorherige quantitative Genex-
pressionsanalysen der Hundezellen, deren Ergebnisse ausschlieBlich eine Claudin-3 und -4 Expres-
sionin den TiIHoDMglICarc1305 Krebszellen zeigten (Hammer & Nagel et al. 2016; Hammer & Becker
et al. 2016). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Claudin-positiven humanen Caco-2,
MCF-7 und OE-33 Krebszellen sowie die Hundekrebszellen TiHoDMgl|Carc1305 als geeignete Kandi-
daten verwendet werden konnten, um zu untersuchen, inwiefern diese Krebszellen gezielt mit der

Kombination aus den C-CPE-AuNP und der GNOME-LP Technik gettétet werden kdnnen.

Die natirlichen Rezeptoren vom CPE sind unter anderem Claudin-3, -4 und -7 (Saitoh et al. 2015).
Die erhohte Expression von Claudin-3, -4 und -7 in verschiedenen Krebsarten ermdglicht es, CPE als
alternativen Therapieansatz zur Krebsbehandlung zu verwenden (Shrestha et al. 2016). Bisherige
Studien konnten zeigen, dass die Bindung vom zytotoxischen CPE zum Zelltod von Krebszellen fiihrt
(Michl et al. 2001; Kominsky et al. 2004; Santin et al. 2005). Die Anwendung von CPE in in vivo
Studien zeigte, dass dessen systemische Applikation in Mausen, neben der Tétung von Krebszellen
in Xenotransplantaten, auch zu schadlichen Nebenwirkungen fiihrt (Kominsky et al. 2004). Aus die-
sem Grund wurde in dieser Arbeit die nicht-zytotoxische C-terminale Domane (Aminosauren von
Asparaginsdure 194 bis Phenylalanin 319) von CPE verwendet, um die AuNP zu funktionalisieren.
Das daraus resultierende C-CPE1s4-319 Polypeptid ist weiterhin in der Lage an seine Rezeptoren zu
binden (Uchida et al. 2010). Es ist allgemein bekannt, dass die Bindung von C-CPE an seine Rezep-
toren die Barrierefunktion von Zellverbanden beeintrachtigen kann (Takahashi et al. 2005). Daher
wurde die Funktionalitit vom rekombinant hergestellten C-CPEiss319 mit der sogenannten
transepithelialen elektrischen Widerstandsmessung (TEER) (iberpriift. Der TEER liefert Informatio-
nen (ber die Barrierefunktion von Zellverbanden (Srinivasan et al. 2015). Das Expressionsmuster
von spezifischen Claudinen bestimmt, ob Zellverbande eine fiir lonen permeable oder kaum-per-
meable parazelluldre Barriere ausbilden (Krause et al. 2008). So wiesen postkonfluente Caco-2 Zel-
len einen TEER von bis zu 1.000 Q cm? auf, der auf eine fiir lonen kaum permeable parazellulare
Barriere schlieBen lasst. Abhangig von der eingesetzten C-CPE-Konzentration reduzierte die Zugabe
von C-CPE kontinuierlich den TEER von postkonfluenten Caco-2 sowie von MCF-7, OE33 und TiHo-
DMglCarc1305 Zellen (Figure 3, Table 1 in Manuskript 1). Der MTT-Test zur Bestimmung der Zellvi-

abilitat zeigte, dass C-CPE unabhangig von der eingesetzten Konzentration nicht die Viabilitat der
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Zellen beeinflusste (Figure 3b in Manuskript 1). Daraus lasst sich schlieSen, dass das C-CPE die Bar-
rierefunktion modulieren kann und keine zytotoxischen Effekte hervorruft. Daher kénnte die Ver-
wendung von C-CPE zur AuNP-Funktionalisierung weniger Nebenwirkungen verursachen als das
komplette CPE-Protein. Zusatzlich konnte Uber die Kopplung von C-CPE Uber seinen N-terminalen
Strep-tag Il an das Strep-Tactin Chromeo 488 Konjugat die spezifische Bindung an Claudin-expri-
mierende Caco-2, MCF-7, OE-33 und TiHoDMglCarc1305 Zellen gezeigt werden (Figure 3b und 3cin
Manuskript 1). Die Ergebnisse der TEER-Messung und die Visualisierung der C-CPE-Bindung lassen
vermuten, dass der Strep-tag sowie die Kopplung an andere Komponenten die Funktionalitat und
Bindungskapazitat vom C-CPE nicht verdandern. Fiir die Funktionalisierung der AuNP wurden
5 pg/ml C-CPE eingesetzt. Diese Konzentration liegt in dem Bereich (4-10 ug/ml), der in in vitro und
in vivo Studien flr Zellen verwendet wurde, die natlirlicherweise die C-CPE-Rezeptoren exprimieren

(Cocco et al. 2015; Kono et al. 2015).

3.2 Optoperforation von Krebszellen mit C-CPE funktionalisierten AUNP

Die GNOME-LP Technik ist eine rapide und zellfreundliche Hochdurchsatzmethode zur Optoperfo-
ration von Zellen. Mit dieser Technik kdnnen Zellen schonend transient permeabilisiert werden, um
somit eine Aufnahme von kleinen Molekiilen wie siRNAs oder Fluoreszenzfarbstoffen in die Zelle zu
erlauben (Heinemann et al. 2013). Die schonende Zellpermeabilisierung wird durch die Interaktion
von Laserpulsen und Goldnanopartikeln, die zufallig auf den Zellen adharieren, erreicht. Dabei wird
die Laserleistung fir den jeweiligen Zelltyp so angepasst, dass die Zellmembran transient permea-
bilisiert wird (Heinemann et al. 2013; Schomaker & Killian et al. 2015; Kalies et al. 2014). Das Uber-
leben der GNOME-LP behandelten Zellen ist abhdngig von der Geschwindigkeit, mit der sich die
entstandenen Poren in der Membran wieder schliefen. Patch-Clamp Analysen weisen darauf hin,
dass die Rekonstruktion der Zellmembran sich aus zwei Komponenten zusammensetzt: (i) Die durch
die GNOME-LP induzierten Poren in der Membran schlielen sich innerhalb von ca. 10 s nach der
GNOME-LP Applikation. (ii) Innerhalb von ca. 20 min reorganisiert sich die Lipiddoppelschicht in
dem Bereich der ehemaligen Pore, um wieder eine komplett intakte Membran auszubilden. Wah-
rend des Reparaturprozesses kénnen wahrscheinlich weiterhin kleine Molekiile, wie z.B. Calcium-
lonen, aus dem externen Milieu in die Zellen gelangen (Schomaker & Killian et al. 2015). Verzogert
sich der Reparaturprozess und damit das SchlieBen der Poren, sinken die Uberlebenschancen der
Zellen rapide. Durch eine Erhéhung der Laserfluenz kann das Zelliberleben deutlich reduziert wer-
den (Li & Gu 2010; Tong et al. 2007; Lukianova-Hleb et al. 2011). Die Laserfluenz in mJ/cm? kann

durch Einstellen der Laserleistung (P) in mW, der Pulsrepetitionsrate (f) in kHz und der Spotflache
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des Laserpulses (A) in cm? justiert werden (Formel (1)). Bei der GNOME-LP Technik ist die Pulsrepe-
titionsrate vom Laser (532 nm) mit 20 kHz und die Spotflache des Laserpulses mit 80 um konstant.

Daher wurde in dieser Arbeit die Laserfluenz mit der Laserleistung reguliert.

Laserfluenz = Formel (1)

fxA

Fiir die GNOME-LP vermittelte Zelltétung mit den C-CPE funktionalisierten AUNP wurde das nicht-
membranpermeable Propidiumiodid als Indikator fir den Zelltod verwendet (Figure 4a in Manu-
skript 1). Der Farbstoff wurde 30 min nach der Applikation der GNOME-LP zu den Zellen gegeben,
sodass der eventuell stattfindende Reparaturprozess der Zellmembran bereits abgeschlossen ge-
wesen sein sollte. Um zu Uberprifen inwiefern ein GNOME-LP induzierter Zelltod herbeigefiihrt
werden kann, wurden mit nicht funktionalisierten 200 nm groBen AuNP behandelte Zellen mit einer
maximalen Laserfluenz von 60 mJ/cm? und einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s bestrahlt. Dabei
reduzierte die GNOME-LP von Zellen deren Uberleben um ca. 65 %, unabhingig vom Expressions-

charakter der Caco-2 Zellen (Claudin-positiv) und der Hela Zellen (Claudin-negativ) (Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1: GNOME-LP mit 200 nm grofen AuNP. Optoperforation von Caco-2 und Hela Zellen mit
60 mJ/cm? bei 5 mm/s pri-inkubiert mit 200 nm AuNP. Die GNOME-LP reduzierte das Uberleben beider
Krebszelllinien. Graphen reprasentieren den Mittelwert des Zelliberlebens relativ zu unbehandelten (unb.)
Zellen + Standardfehler. Ergebnisse mit gepaarten zweiseitigen Student t-test analysiert. *Signifikanter Un-
terschied zu unbehandelten Zellen: ***p<0,001.

Die Ergebnisse implizierten, dass eine Laserfluenz von 60 mJ/cm? bei 5 mm/s ein effizientes Téten
von Zellen ermoglicht. Daher wurde die GNOME-LP mit diesen Einstellungen sowie mit den C-CPE
funktionalisierten AUNP durchgefiihrt. Die Verwendung von C-CPE-AuNP verringerte das Zellliber-

leben der Claudin-positiven Caco-2, MCF-7 und OE-33 sowie TiHoDMglCarc1305 auf ca. 30 % (Fi-
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gure 4 und 5a in Manuskript 1). Die Laserbehandlung der Claudin-negativen Zellen Hela, TiHo-
Carc1406.1 und TiHoDMgIRef53A beeintriachtigte wahrenddessen nicht deren Uberleben (Figure
5a in Manuskript 1). Das Téten von Krebszellen war damit effizienter und wesentlich spezifischer
verglichen zu der GNOME-LP mit nicht-funktionalisierten AuUNP. Die erhohte Effizienz der Zelltotung
konnte teils damit erklart werden, dass das Absorptionsmaximum der 25 nm (@) AuNP bei 530 nm

liegt (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: UV-Vis-Spektrum von Strep-Tactin konjugierten 25 nm groBen AuNP. Die AuNP zeigen eine
starke Absorption bei einer Wellenldange von 530 nm. Die Konjugation mit Strep-Tactin konnte mit den zwei
Absorptionsspitzen im Bereich von 250 bis 300 nm assoziiert sein. Die Messung des UV-Vis-Spektrums wurde

mit dem Spektralphotometer NanoDrop 2000c durchgefiihrt.

Das Absorptionsmaximum entspricht nahezu der Wellenlange vom Laser mit 532 nm. Entspricht die
Wellenldnge des Lasers dem Absorptionsmaximum der AuNP kdnnen SPR-Effekte auftreten, die
wiederum zu lokalisierten thermischen Effekten fiihren konnen (Singh et al. 2018). Diese Effekte
konnten zu einer schwerwiegenderen Schadigung der Zellmembran gefiihrt haben als bei der
GNOME-LP mit den grofReren AuNP. Der Grund hierfiir ist wahrscheinlich die Grof3e der Goldnano-
partikel, die das Absorptionsspektrum beeinflussen. Mit zunehmender GréRe (@ > 100 nm) ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum in Richtung 600 nm (Jain et al. 2012). In Bezug auf die in vivo
Anwendbarkeit fiir die Vernichtung von Tumorzellen sind AuNP mit einer GréRe von unter 100 nm
(@) eventuell geeigneter, da sie besser in das Tumorgewebe eindringen kénnen (Dreaden et al.
2012). Die erhohte Spezifitat der GNOME-LP induzierten Zelltétung von ausschlieRlich Claudin-po-
sitiven Krebszellen wird wesentlich durch das C-CPE hervorgerufen, das fiir eine enge Bindung der
AuNP an die Zellen sorgt. Indessen wurden die Claudin-positiven OE-33 Zellen weniger von der
GNOME-LP mit den C-CPE-AuNP angegriffen. Schomaker & Killian et al. (2015) zeigten, dass die
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ZellgroRe und der Zelltyp die Effizienz der Membranpermeabilisierung durch die GNOME-LP beein-
flussen. Daher konnte die kleinere ZellgroRe der OE-33 verglichen zu den Caco-2 oder MCF-7 Zellen
die Totungseffizienz reduziert haben (Figure 5d und 5e in Manuskript 1). Auch die Claudin-negati-
ven Krebszellen MDA-MB-231 und Kyse140 konnten mit der GNOME-LP in Kombination mit den C-
CPE-AuNP getotet werden (Figure 5a in Manuskript 1). Verglichen mit den C-CPE-AuNP hatten die
nicht-funktionalisierten AuNP einen dhnlichen, reduzierenden Effekt auf das Zelliiberleben. Anhand
von fluoreszierenden Nanobeads (@ 40 nm) konnte im Vergleich zu den Caco-2 und Hela Zellen eine
vermehrte Aufnahme der Nanobeads in die MDA-MB-231 Zellen beobachtet werden (Figure 5b in
Manuskript 1). Daher wurde das Toten der Krebszellen MDA-MB-231 und Kyse140 vermutlich durch
eine erhéhte Endozytose der AUNP sowie C-CPE-AuNP verursacht. Die Totungseffizienz war jedoch
deutlich geringer als bei den Claudin-positiven Zellen. Die C-CPE funktionalisierten AuNP toteten
Uberwiegend mehr als 70 % der Claudin-positiven Zellen (Figure 5a in Manuskript 1). Das Téten von
Tumorzellen konnte auch mit optischen Methoden unter Verwendung von AuNP (@ 35-50 nm)
funktionalisiert mit Antikdrpern oder Proteinen gegen EGF- oder Transferrin-Rezeptoren gezeigt

werden (El-Sayed et al. 2005; Choi et al. 2010; Yao et al. 2017).

Die Verwendung von C-CPE reprasentiert eine einfache Erganzung oder Alternative zur AUNP-Funk-
tionalisierung, um Tumore zu bekampfen. Ob die C-CPE-AuNP auch in der Tumorbekampfung ein-
gesetzt werden konnten, wurde anhand eines 3D-Zellkultursystems untersucht. Die Adenokarzi-
nomazellen OE-33 und MCF-7 sind hierfiir geeignete Tumormodelle, da sie haufig als Xenotrans-
plante verwendet werden (Kimura et al. 2010; Dreaden et al. 2012). Daher wurden diese Zellen fir
das 3D-Zellkultursystem in Matrigel kultiviert. In der Matrigelmatrix entwickelten sich die Zellen zu
Spharoidstrukturen, die somit modellhaft kleine Tumore darstellten. In den Spharoiden konnte das
C-CPE weiterhin an die Claudine der Zellen binden (Figure 6a in Manuskript 1). Die Applikation der
GNOME-LP in Kombination mit den C-CPE-AuNP reduzierte die Spharoidflache bestehend aus den
MCF-7 oder OE-33 Zellen um 20 % (Figure 6c in Manuskript 1). Die Aufnahmen der Spharoide vor
und nach der Laserbestrahlung zeigten deutlich zerstérte Spharoidgrenzen mit vermutlich getéte-
ten Zellen (Figure 6d in Manuskript 1). Verglichen zu den einschichtig gewachsenen Zellen, war der
Totungseffekt deutlich reduzierter. Vermutlich hervorgerufen durch die unspezifische Retention
der AuNP in der Matrigelmatrix. Dies kdnnte auch unter in vivo Bedingungen im Gewebe vorkom-
men. Wie bei den einschichtig gewachsenen Zellen, hatten die C-CPE funktionalisierten AUNP einen
starker reduzierenden Effekt auf die Spharoidflache als die nicht-funktionalisierten AuNP (Figure 6¢

in Manuskript 1).
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Ein weiterer Grund fiir den reduzierten Totungseffekt konnte sein, dass das Matrigel zu einem Ver-
lust der Laserenergie fiihrt. AuBerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich das Expressi-
onsmuster von Claudin-3, -4 und -7 von Zellen in 3D im Vergleich zu Zellen in 2D dndert. Eine redu-
zierte Expression fiihrt zu einer verringerten C-CPE-Bindung. Verglichen zu den Zellen in 2D-Kultur
konnte indessen keine reduzierte C-CPE-Bindung an die OE-33 oder MCF-7 Zellen in der Matrigel-
matrix festgestellt werden (Figure 3c und 6a in Manuskript 1). Der mogliche Energieverlust durch
das Matrigel konnte durch eine mehrfache Laserbestrahlung kompensiert werden. Die dreifache
Laserbestrahlung erhdhte die Totungseffizienz (Figure 6¢ in Manuskript 1). Zusatzlich hatte die
GNOME-LP mit den C-CPE-AuNP einen Langzeiteffekt auf die OE-33 Spharoide. An den Spharoid-
grenzen konnten Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff konjugiertem Annexin V markiert werden (Figure
6e in Manuskript 1). Annexin V ist ein Mitglied der Annexinfamilie, die natiirlicherweise in eukary-
otischen Zellen an Phospholipide der Membran binden und somit die Membranorganisation regu-
lieren kdnnen (Gerke & Moss 2002). Ein friihes Zeichen fiir Apoptose sind externalisierte Phos-
phatidylserine der Zellmembran, an die das Annexin V Konjugat binden kann (Hankins et al. 2015;
Crowley et al. 2016). Daher kann angenommen werden, dass der Langzeiteffekt durch eine konti-
nuierliche Apoptose gekennzeichnet ist und somit vermutlich auch Zellen, die nicht direkt durch die

GNOME-LP mit C-CPE-AuUNP zerstort wurden, irreversibel beschadigt wurden.

Schlielilich zeigen die Ergebnisse, dass das C-CPE zur Funktionalisierung von Goldnanopartikel ein-
gesetzt werden kann, um spezifisch und effizient ein breites Spektrum von Claudin-positiven Tu-
morzellen mit optischen Systemen, wie der GNOME-LP, zu téten (Figure 1 und Table 1 in Manuskript
1). Die Methode kann liberdies genutzt werden, wenn Zellen in Matrigel proliferieren und kénnte
somit eine Moglichkeit sein, Tumore innerhalb eines Gewebes wahrend therapeutischen Malinah-
men zu behandeln. Zusatzlich konnte das C-CPE (ber die Kopplung an Fluoreszenzfarbstoffe zur

Detektion von Tumoren eingesetzt werden.

3.3 Parameter der Optoperforation von Krebszellen mit C-CPE-AuNP

Fiir eine zukiinftige therapeutische Anwendung der C-CPE-AuNP fiir die Optoperforation ist es not-
wendig die physikalischen und die zellularen Mechanismen, die zur Schadigung der Krebszellen fiih-
ren, zu verstehen. Das Verstehen der Parameter kann dazu beitragen die Krebszellablation mit der
GNOME-LP Technik effizienter zu gestalten und somit eine schnelle maximale Ablation von Krebs-
zellen zu erreichen. Hierflir wurden die verschiedenen Parameter wie die Funktionalisierung der
AuNP zusammen mit physikalischen Parametern wie der Laserfluenz und Scangeschwindigkeit ana-

lysiert.
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Die Effizienz der Ablation von Krebszellen korreliert vermutlich unter anderem mit der Summe von
gebundenen AuNP an die Krebszellen, die wiederum von verfiigbaren Claudinen in den Zellen und
C-CPE-AuNP Komplexen kontrolliert wird. Daher wurden Bindungsstudien mit verschiedenen Kon-
zentrationen an C-CPE durchgefiihrt. Mit der Kopplung von C-CPE liber seinen Strep-tag Il mit einem
Strep-Tactin Chromeo 546 Konjugat, konnte lber die Messung der Fluoreszenzintensitat eine stei-
gende C-CPE-Bindung an die Caco-2 Zellen mit einer steigenden Konzentration von bis zu 20 pg/ml
C-CPE ermittelt werden (Figure S1 in Manuskript 2). Demnach sind vermutlich entsprechend viele
Claudine in den Zellen verfligbar, an die 20 pg/ml C-CPE binden kann. Bei dieser Konzentration und
einem Molekulargewicht vom C-CPE zwischen 15 bis 20 kDa, liegt damit der Kq-Wert bei ungefahr
1x10°® M. Dies stimmt mit den Beobachtungen {iberein, dass die Caco-2 Zellen Claudin-3, -4 und -7
exprimieren, an die C-CPE mit einer hohen Affinitat bindet. In einem optimierten System, beste-
hend aus Claudin-3, -4 oder -7 transfizierten Zellen, wurde fiir Claudin-3, -4 und -7 ein jeweiliger K4-
Wert von 2x10®% M, 9,1x10° M und 1,1x10® M berechnet (Sonoda et al. 1999; Fujita et al. 2000).
Die niedrigeren K4-Werte konnten durch eine hohere Expressionsrate der jeweiligen transfizierten
Claudine entstanden sein. Die erhdhte C-CPE-Konzentration von 20 pug/ml ermdglicht die vermut-
lich reduzierte Sensitivitat der nativen Zellen gegentiber C-CPE verglichen zu Claudin-3/-4 trans-
fizierten Zellen zu kompensieren. In Bezug auf die verfliigbaren C-CPE-AuNP Komplexe, wird deren
Ausbildung durch die Bindung des N-terminalen Strep-tag Il von C-CPE an die Strep-Tactin konju-
gierten AuNP bestimmt. Laut Herstellerinformation wurden fiir die Komplexbildung ungefahr 45 pg
Strep-Tactin-Molekiile pro 1x10'* AuNP vermengt. Das Strep-Tactin ist eine modifizierte Form des
52 kDa groRen Streptavidins (Schmidt & Skerra 2007; Fan et al. 2019). Angenommen Strep-Tactin
ist ungefahr mit 50 kDa dhnlich grof8 wie Streptavidin, kdnnten schatzungsweise 5.000 Strep-Tactin-
Molekiile an jedes AuNP binden. Fiir die GNOME-LP Versuche wurden 20 pg/ml C-CPE und 2,5x10%°
AuNP vermengt, sodass ca. 2,4x10* C-CPE Molekile pro AuNP binden kénnen. Damit sind ausrei-
chend C-CPE Molekiile vorhanden, um an die Strep-Tactin konjugierten AuNP binden zu kénnen.
SchlieBlich konnte somit eine Menge an C-CPE-AuNP Komplexen generiert werden, die es erlaubte

spezifisch Gber 90 % der Claudin-3, -4 und -7 exprimierenden Zellen zu eliminieren.

Die Betrachtung der physikalischen Parameter ergab eine steigende Tétungseffizienz bei einer ap-
plizierten Laserfluenz zwischen 5 mJ/cm? und 60 ml/cm?. Die maximale Effizienz mit Giber 90 % ge-
téteten Zellen wurde bei 20-30 mJ/cm? erreicht (Figure 1C in Manuskript 2). Die optimierte Funkti-
onalisierung der AuNP mit C-CPE anderte aber nicht die Korrelation zwischen Laserfluenz und To-
tungseffizienz. Jedoch steigerte die hohere C-CPE Konzentration fiir die AuNP-Funktionalisierung

die absolute Totungseffizienz, die fiir die unterschiedlichen Laserfluenzen beobachtet wurden. So
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lag die Totungseffizienz mit 5 pg/ml C-CPE funktionalisierte AuNP bei ca. 70 % und 60 mJ/cm? (Fi-
gure 4b in Manuskript 1) wahrend die Totungseffizienz mit 20 pg/ml C-CPE funktionalisierte AUNP
und 60 mJ/cm? bei liber 90 % lag (Figure 1C in Manuskript 2). Uberdies war auffallend, dass unab-
hangig vom Funktionalisierungsprozess der AuNP und der Laserfluenz, die maximale Tétungseffizi-
enz bei einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s erreicht wurde (Manuskript 1 und 2). Bei einer La-
serfluenz von 30 mJ/cm? und einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s reduzierte sich das Zelliber-
leben auf 8 %. Die Erh6hung der Scangeschwindigkeit auf 10 mm/s oder 40 mm/s induzierte jeweils
ein Zelliberleben von 30 % und 45 % (Figure 1D in Manuskript 2). Die Bedeutung der Scangeschwin-
digkeit hangt vermutlich mit dem Uberlappungsgrad der aufeinanderfolgenden Laserpulsen (OD)
zusammen (Bartolo et al. 2006). Der Zusammenhang ist in folgender Formel (2 und in Abbildung

3-3 dargestellt:

Vs
OD=1- X 100 Formel (2
= (2)
Puls-zu-Puls-Distanz Uberlappung (OD)
1

Abbildung 3-3: Illustration der Uberlappung von aufeinanderfolgenden Laserpulsen (adaptiert von Cardoso
et al. (2017)).

Der OD ergibt sich aus der Scangeschwindigkeit (V;) in mm/s, der Pulsrepetitionsrate(f) in kHz und
dem Durchmesser des Laserpulses (d) in um. Bei einer Scangeschwindigkeit von 5, 10 und 40 mm/s
und der konstanten Pulsrepetitionsrate mit 20 kHz sowie konstanten Pulsdurchmesser von 80 um
ergeben sich ODs von jeweils 99,7 %, 99,4 % und 97,5 %. Die Tétungseffizienz verhalt sich nicht li-
near zum Uberlappungsgrad. Die Anderung des Uberlappungsgrads von 99,7 % zu 97,5 % korreliert
mit einer exponentiell reduzierten Tétungseffizienz von Gber 90 % auf 70 % (Figure 1D in Manu-
skript 2). Die Reduzierung des Uberlappungsgrads als Folge der erhdhten Scangeschwindigkeit re-
duziert eventuell die Anzahl an Laserpulsen pro AuNP. Abhangig von der AuNP-Dichte auf der Zell-
oberflache interagieren vermutlich weniger AUNP mit dem Laser bei steigender Scangeschwindig-
keit. Folglich kénnte sich mit einer hoheren Scangeschwindigkeit das Ausmal} der Zellmembran-
schadigung verringern, wahrend die Schadigung pro bestrahlten AuNP gleich bleibt. Dieser Zusam-

menhang erklart teilweise, dass eine mehrmalige Laserbehandlung der Zellen mit einer Laserfluenz
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von 30 mJ/cm? bei einer Scangeschwindigkeit von 40 mm/s notwendig ist, um eine dhnlich hohe
Toétungseffizienz wie mit 30 mJ/cm? bei 5 mm/s zu erreichen (Figure S2 in Manuskript 2). Zusatzlich
konnte durch die Erhéhung der Laserleistung die Laserfluenz erhéht werden. Jedoch zeigte sich
auch hier eine nicht-lineare Korrelation zwischen Totungseffizienz und der Laserfluenz. Die To-
tungseffizienz erhéhte sich von 11 % bei 5 mJ/cm? auf einen konstanten Wert von (ber 90 % ab
20 mJ/cm? (Figure 1C in Manuskript 2). Eine weitere Erhéhung der Laserfluenz auf 60 mJ/cm? fiihrte
nicht zu einer hdheren Tétungseffizienz als bei 20 mJ/cm? (Figure 1C in Manuskript 2). Aus diesem
Grund fuhrt eine Erhéhung der Laserleistung nicht zwingend zu einer effizienteren Ablation von
Krebszellen. Die Laserrepetitionsrate und der Laserdurchmesser missen so eingestellt werden,
dass sowohl eine Laserfluenz von 20-30 mJ/cm? als auch eine OD von 99,7 % erreicht wird. Daher

wurden alle weiteren Experimente mit diesen Lasereinstellungen durchgefiihrt.

Bezliglich der biologischen Ebene kann die AuNP-vermittelte Optoperforation von Zellen entweder
zu apoptotischen oder nekrotsichen Zellen fihren (Melamed et al. 2015; Pérez-Hernandez et al.
2015; Abadeer & Murphy 2016). Bei der Apoptose wird eine Reihe von verschiedenen Caspasen
aktiviert, die viele zellulare Proteine spalten. Die Aktivitat der Caspasen miindet schlieBlich in einer
veranderten Plasmamembranstruktur sowie in einer beeintrachtigen Mitochondrienaktivitat und
Chromatinintegritat (Tait & Green 2010). Diese morphologischen Verdnderungen der Zellen wih-
rend der Apoptose kdnnen unter anderem mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen sichtbar ge-
macht werden. Ein frihes Zeichen der Apoptose ist die Externalisierung von Phosphatidylserinen
von der inneren zur duReren Zellmembranschicht (Hankins et al. 2015), die mit Fluoreszenzfarbstoff
konjugiertem Annexin V markiert werden kann. Mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker konnen
Mitochondrien in lebenden Zellen markiert werden. Die Anreicherung vom MitoTracker ist dabei

abhangig vom Membranpotential der Mitochondrien (Chazotte 2011).

Die Optoperforation von mit C-CPE-AuNP behandelten Darmkrebszellen induzierte unabhangig von
der verwendeten Laserfluenz eine erhohte Annexin V Markierung der Zellmembran, wahrend die
Mitochondrien eine verringerte Markierung mit MitoTracker aufwiesen (Figure 3A und 3B in Ma-
nuskript 2). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Optoperforation die Phosphatidylserine der
Membran freilegte und die Aktivitat der Mitochondrien beeintrachtigte. Bei den Zellen bestrahlt
mit 60 mJ/cm? war die Markierung der Phosphatidylserine mit Annexin V stirker verglichen zu den
mit niedrigeren Laserfluenzen behandelten Zellen (Figure 3C in Manuskript 2). Vermutlich verur-
sachte die Behandlung mit 60 mJ/cm? eine stirkere Schidigung der Membran einhergehend mit

mehr freigelegten Phosphatidylserinen. Aber 24 h nach der Optoperforation mit 60 mJ/cm? verrin-
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gerte sich die Markierung mit Annexin V. Mdoglicherweise hervorgerufen durch den Verlust von to-
ten Zellen und damit einhergehend einer reduzierten Anzahl von Annexin V positiven Zellen (Figure
3C in Manuskript 2). AuBerdem wurden nach der Optoperforation bei allen Laserfluenzen kleinere
Zellkerne beobachtet, die auf eine Kondensation von Chromatiden schlieRen lasst (Toné et al.

2007).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse auf einen Apoptose-assoziierten Zelltod schlieBen. Jedoch
ergab eine Lumineszenz-basierte Aktivitatsanalyse von Caspase-3 und -7 nach 0,5h, 3 h und 24 h
keine erhéhte, sondern eine tendenziell stetig abnehmende Aktivitat der beiden Proteasen (Figure
4A und 5S in Manuskript 2). Die unspezifische Inhibierung der Caspasen mit dem Wirkstoff Z-VAD-
FMK reduzierte unabhingig von der Behandlung die Aktivitdt von Caspase-3/-7, aber konnte nicht
das reduzierte Zelliiberleben verhindern, wenn Zellen in Anwesenheit von C-CPE-AuNP optoperfo-
riert wurden (Figure 4B und 5S in Manuskript 2). Somit konnte keine flir die Apoptose typisch er-
hohte Aktivitdt von Caspase-3/-4 festgestellt werden. Die durch die Optoperforation verursachte
reduzierte Aktivitdt der Mitochondrien von mit C-CPE-AuNP behandelten Zellen verringerte ver-
mutlich die Verfligbarkeit des Energietragers Adenosintriphosphat (ATP). Die reduzierte Verfiigbar-
keit von intrazellularem ATP kdnnte somit die Aktivierung der initialen Caspasen, die Apoptose ein-
leiten, verhindern (Broker et al. 2005; Tsujimoto 1997). Die nachgeschaltete Aktivierung der Effek-
tor-Caspase-3/-7 ware damit unterbunden. Dies kdnnte im Ansatz die nicht erh6hte Aktivitat der
Caspase-3/-7 in Zellen nach der Optoperforation erklaren und ware ein Hinweis auf einen nekro-

tisch-assoziierten Zelltod.

Weitere Analysen zeigten, dass die Optoperforation mit C-CPE-AuNPs eine gleichzeitige Aufnahme
von Propidiumiodid und Annexin V in die Zellen induzierte (Figure S4 in Manuskript 2). Dies konnte
auch 24 h nach der Optoperforation beobachtet werden. Vermutlich fiihrte die Optoperforation
von mit C-CPE-AuNP behandelten Zellen zu einer irreversiblen Permeabilisierung der Membran, die
eine Aufnahme von Annexin V und Propidiumiodid erlaubte, sowie die Mitochondrien schadigte.
Begleitet wurde dies vom Verlust ihres Membranpotentials, der wiederum zu einer schwachen Far-
bung der Mitochondrien flhrte. Die simultane Aufnahme von Annexin V und Propidiumiodid wird
haufig als Merkmal der Nekrose beschrieben (Crowley et al. 2016). Inwiefern es sich um einen nek-
rotischen Zelltod handelte, wurde mit der Analyse der DNA 3 h und 24 h nach der Laserbestrahlung
mittels Gelelektrophorese tberpriift (Figure 4C in Manuskript 2). Hierbei zeigte sich ein leichter
DNA-Schlier 24 h nach der Bestrahlung. Ein DNA-Schliermuster kann durch nekrotische Zellen er-

zeugt werden, wiahrend apoptotische Zellen eine typische DNA-Leiterstruktur ausbilden (Kasibhatla
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et al. 2006). Das DNA-Schliermuster und die simultane Aufnahme von Annexin V und Propidiumio-
did in den Zellen sprechen eher fiir eine Nekrose als eine Apoptose (Crowley et al. 2016; Kasibhatla
et al. 2006). Demzufolge reduziert womoglich die Optoperforation in Anwesenheit von C-CPE-AuNP

das Zelliberleben, indem es nekrotische Reaktionen in den Zellen induziert.

Fir eine zukiinftige Tumorbehandlung wurde untersucht, ob die erhéhte C-CPE-Konzentration
(20 pg/ml) fur die AuNP-Funktionalisierung in dem 3D-Kulturmodell, bestehend aus Matrigel und
Sphéaroiden aus Caco-2 und OE-33 Krebszellen, effizienter die Spharoidstruktur durch ein reduzier-
tes Zelliberleben beeintrichtig als mit 5 ug/ml C-CPE funktionalisierten AuNP. Analog zu der Opt-
operforation mit 5 pg/ml C-CPE funktionalisierten AuNP, wurden die Spharoide dreimal einer La-
serbehandlung mit 60 mJ/cm? bei einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s unterzogen. Die héhere
Laserfluenz sowie die hohere C-CPE-Konzentration reduzierten die OE-33 Spharoidflaiche um die
Halfte (Figure 2D in Manuskript 2). Die Optoperforation mit 5 ug/ml C-CPE funktionalisierten AUNP
reduzierte die Spharoidflache auf ca. 70 % (Figure 6c in Manuskript 1). Damit induziert die ver-
mehrte Verflgbarkeit von C-CPE-AuNP eine effizientere Schadigung der Spharoidstruktur. Vergli-
chen zu den OE-33 Spharoiden zerstorte die Optoperforation von Caco-2 Spharoiden in Anwesen-
heit von C-CPE-AuNP komplett die Struktur von 80 % der Sphéaroide (Figure 2C in Manuskript 2).
Demnach scheint die Optoperforation in Kombination mit den C-CPE-AuNP je nach Zelltyp unter-
schiedlich effizient zu sein. Dies konnte mit der unterschiedlichen Beschaffenheit der OE-33 und
Caco-2 Spharoiden zusammenhangen. Vermutlich kdnnen die C-CPE-AuNP tiefer in die Caco-2
Spharoide eindringen als in die OE-33 Spharoide, sodass auch im Zentrum der Spharoide mehr Zel-
len durch die Laserbestrahlung getétet werden. Die Farbung der Spharoide mit Propidiumiodid als
Indikator fiir tote Zellen und Calcein AM als Indikator fiir lebende Zellen, zeigte ein deutlich kleine-
res Caco-2 Spharoidzentrum mit lebenden Zellen als bei den OE-33 Spharoiden (Figure 2A und 2B
in Manuskript 2). Eine langere Kultivierung der Spharoide bis zu 72 h nach der Optoperforation
zeigte einen fortlaufenden Zusammenfall der Caco-2 Spharoide mit mehr toten als lebenden Zellen
(Figure S3 in Manuskript 2). Bei den OE-33 Spharoiden konnte kein langfristiger Totungseffekt beo-
bachtet werden. Die reduzierte Spharoidflache direkt nach der Optoperforation war das Resultat
von getoteten Zellen. Tote Zellen waren, aber nicht nach 24 h oder 48 h zu detektieren. Die OE-33
Spharoide erschienen weiterhin intakt (Figure S3 in Manuskript 2). Damit liegt die Vermutung nahe,
dass die im Spharoidzentrum liegenden Zellen nicht von der Laserbestrahlung beschadigt wurden

und somit weiterhin proliferieren konnten.
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Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse, dass AUNP mit C-CPE funktionalisiert werden kénnen,
um eine anschlieBende spezifische und effiziente Optoperforation-induzierte Tétung von Krebszel-
len durchfiihren zu kénnen. Die erhohte C-CPE-Konzentration zur Funktionalisierung der AuNP er-
moglicht es mit einer reduzierten Laserfluenz die Effizienz der Zelltétung zu erh6hen. Die Scange-
schwindigkeit des Lasers beeinflusst maligeblich die Totungseffizienz der Krebszellen. Die redu-
zierte Aktivitat der Mitochondrien, externalisierte Phosphatidylserine und reduzierte Caspase-3/-7
Aktivitat weisen auf einen nekrotischen Zelltod hin. Diese identifizierten physikalischen und biolo-
gischen Parameter konnten daher dazu beitragen, eine effiziente optische Ablation von Krebszellen

mittels C-CPE-AuNP auch unter in vivo Bedingungen zu erreichen.

3.4 Ausblick

Basierend auf den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, ldsst sich die Vermutung aufstellen, dass
die Optoperforation mit C-CPE1ss.319 funktionalisierten AuNP in Kombination mit der GNOME-LP
eine geeignete Methode darstellt, um spezifisch und effizient Krebszellen zu téten, welche ein Clau-

din-3, -4 und -7 Expressionsmuster aufweisen.

Fiir eine zukinftige in vivo Anwendung kdnnte die Verwendung von Laserpulsen mit einer Wellen-
lange von 650-900 nm im Nahinfrarotbereich (NIR) die Zelltétung in Tumorgewebe verbessern
(Dreaden et al. 2012). Hierbei hat sich gezeigt, dass besonders bei Goldstdbchen im Bereich von
NIR-Frequenzen SPR-Effekte auftreten und effizient Lichtenergie in Hitze umwandeln (Tong et al.
2007). AuBerdem ist im NIR-Bereich die Lichtstreuung und -absorbition im Gewebe minimal (Buch-
arskaya et al. 2016). Somit ermoglichen NIR-Laserpulse eine tiefere Gewebebehandlung (Boulais et
al. 2012). Beispielsweise kdnnte die parallele Applikation von NIR-Laserpulsen und den C-CPE-AuNP
bei kutanen Tumoren angewendet werden. Daneben ermoglicht eine endoskopisch gefiihrte Laser-
ablation die Bekampfung von mit C-CPE-AuNP vorbehandelten chemoresistenten Tumorarten mit
einer abnormalen erhéhten Claudin-3 oder -4 Expression, ohne gravierende Nebeneffekte zu er-
zeugen. Anhand von 3D-Kultursystemen koénnte die Totungseffizienz mit NIR-Laserpulsen und C-

CPE-AuUNP analysiert werden.

AuBerdem konnte es notwendig sein, die C-CPE-Dosierung fiir zukiinftige klinische Versuche anzu-
passen, da maligante Tumore haufig aus verschiedenen Zellarten bestehen. Die verschiedenen
Krebszellarten weisen vermutlich ein unterschiedliches Claudinexpressionsmuster auf. So kdnnten
statt Claudin-3, -4 und -7, die eine hohe C-CPE-Affinitat haben, andere Claudine exprimiert werden,
die eine geringe oder keine C-CPE-Affinitat aufzeigen. Krebszellen die z.B. Claudin-8 oder -14 expri-

mieren, haben mit einer K4 von ungefihr 1x10° und 2,3x10°® M (Sonoda et al. 1999; Fujita et al.
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2000) eine geringere Affinitdt zum C-CPE. Fir das spezifische Targeting von Krebszellen, welche
Claudine exprimieren, die keine nattirlichen C-CPE-Rezeptoren darstellen, kénnte das C-CPE Po-
lypeptid durch Einfligen von Mutationen so modifiziert werden, dass es anschliefend mit hoher
Affinitat an diese bindet (Mitchell & Koval 2010). Beispielsweise bindet eine von Protze et al. (2015)
erstellte C-CPE-Mutante spezifisch an Claudin-5. Eine Mutation von C-CPE, die an der Stelle 313 die
Aminosaure Alanin satt Serin erzeugt, erhéht die Bindungseigenschaften zu Claudin-4 im Vergleich
zum Wildtyp C-CPEjss-310 (Takahashi et al. 2012). Die erhohte Bindungseigenschaft von C-CPE-Mu-
tanten kdnnte wiederum eine reduzierte Dosierung von C-CPE zur AuNP-Funktionalisierung ermog-

lichen ohne den Toétungseffekt der Optoperforation zu reduzieren.

Inwiefern die Optoperforation auch unter in vivo Bedingungen Nekrose in Tumorgewebe hervor-
ruft, bedarf weiterer Untersuchungen. Nekrose aktiviert im Gegensatz zur Apoptose in vivo eine
immunologische Reaktion im Gewebe. Methoden zur Rekrutierung von immunologischen Zellen
zur Bekampfung von Tumorerkrankungen kénnten die Behandlungseffizienz erhéhen (Schumacher
& Schreiber 2015). Tumorzellen exprimieren Neoantigen (Capietto et al. 2017). Tumorzellen kén-
nen zudem eine verringerte Expression oder den Verlust von humanen Leukozyten-Antigenen der
Klasse | (HLA-1) aufweisen, die zu einer stark reduzierten Reprdsentation der Neoantigene flihren
kann (Mizukami et al. 2008). Damit ist das Tumorumfeld immunogenetisch stillgelegt. Durch die
Optoperforation-induzierte Nekrose werden die in Tumorzellen enthaltenen Neoantigene aus dem
Tumorgewebe freigesetzt. Diese kdnnen als pathogen-assiociated molecular patterns (PAMPs) oder
DAMPs agieren und somit das koérpereigene Immunsystem aktivieren (Demaria et al. 2010). Das
sonst stille immunogene Tumorumfeld wird so in ein aktives immunogenes Tumorumfeld umge-
wandelt (Shi & Lammers 2019). Durch den Einsatz von C-CPE-AuNP konnte spezifisch eine ver-
starkte Immunantwort am Tumorgewebe erfolgen und somit die Tumorbehandlung unterstitzt

werden.
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