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I. EINLEITUNG

1. Plastikverschmutzung — ein wachsendes Problem

Plastik ist ein duBerst vielseitiges Material, das sich durch seine chemische Inertheit,
Langlebigkeit und Formbarkeit auszeichnet, weshalb es in nahezu allen Lebensbereichen
unverzichtbar geworden ist. Die zahlreichen Kunststoffpolymere unterscheiden sich
dabei in ihren spezifischen Eigenschaften und finden daher Anwendung in verschiedenen
Gebieten. So wird Polystyrol (PS) beispielsweise hiufig fiir Lebensmittelverpackungen
und Einwegprodukte genutzt und Polypropylen (PP) aufgrund seiner Sterilisierbarkeit
und chemischen Inertheit beispielsweise fiir Spritzen, Behélter, Laborausriistung und
medizinische Textilien eingesetzt. Das Polykondensat Polyethylenterephthalat (PET)
wird hingegen vorwiegend fiir Getrankeflaschen sowie fiir Arzneimittelverpackungen
verwendet, findet jedoch auch in der Textilindustrie Gebrauch.

Durch den umfangreichen Einsatz des biopersistenten Materials ! wird eine stetige
Zunahme der globalen Plastikproduktion beobachtet 2, die zuletzt (im Jahr 2022) etwa
400 Millionen Tonnen pro Jahr erreichte, wobei Hochrechnungen davon ausgehen, dass
sich diese Zahl bis 2050 sogar verdoppeln konnte . Sollten die derzeitigen Trends
fortbestehen, so gehen Schétzungen zudem davon aus, dass bis 2050 etwa 12 Milliarden
Tonnen Plastikmiill in die Umwelt gelangen werden *. Etliche Plastikarten kénnen dort
allerdings nicht abgebaut werden und konnten somit liber Jahrzehnte in Ozeanen,
Landschaften und der Luft verbleiben und akkumulieren '>. Dort ist das Plastik
Einfliissen wie mechanischem Abrieb, UV-Strahlung, aber auch biologischen
Zersetzungsmechanismen ausgesetzt, deren Kombination dazu fiihrt, dass mit der Zeit
aus dem Plastik immer kleinere Partikel entstehen ® — sogenanntes Mikroplastik (MP)
bzw. Nanoplastik (NP). Mikroplastik wird dabei gréB8tenteils in einem Gréf3enbereich von
weniger als 5 mm definiert /, wohingegen der Begriff Nanoplastik meist Partikel von

7,13,14

unter 1 um ¥'2, jedoch zuweilen auch unter 100 nm meint.



1.1 Mikroplastik in der Umwelt und in Nahrungsquellen

Schon jetzt ist Mikroplastik in der Umgebung weltweit allgegenwiértig und findet sich in
etlichen Gewissern, Landschaften, Boden sowie in der Luft '>2!. Fiir das Jahr 2030 wird
derzeit mit einem weiteren Anstieg der MP-Emission von etwa 800 Milliarden (im Jahr
2024) auf 1,1 Billionen Tonnen in GrdBen von unter 0,5 cm gerechnet 2. Dabei entstammt

2, sondern zu groBen Teilen auch

das Mikroplastik nicht nur Plastikverpackungen >
Textilien °.

Mikroplastik kommt in verschiedensten Formen vor, darunter Sphéren, Fragmente,
Fasern oder auch Folien. Mengenméfig betrachtet bilden in der Umwelt und im
Trinkwasser Fasern den groBten Anteil, gefolgt von Fragmenten 2*%°, Sphirische Partikel
hingegen bilden lediglich die sechstgroBte Gruppe 2*. Hinsichtlich der verschiedenen
verwendbaren Polymere zeichnet sich in der Literatur ab, dass Mikroplastik vorwiegend
aus Polystyrol (PS), Polypropylen (PP) und Polyethylenterephthalat (PET) besteht 4.
Dariiber hinaus gilt es zu bedenken, dass abgesehen von dem Mikroplastik selbst, auch
ein Risiko von mdglichen Zusdtzen und adsorbierten Substanzen ausgeht. Gingige
Zusitze bilden beispielsweise UV-Stabilisatoren, Weichmacher oder Farben 2.
Adsorbiert werden an die MP-Partikel dagegen aufgrund von hydrophoben

127

Wechselwirkungen hédufig Arzneimittel “* oder Schwermetalle, die in der Umwelt bzw.

dem Wasser gegenwiirtig sind 282,

1.2 Mikroplastik im Menschen

Jeder Mensch nimmt {iber den Tag unweigerlich Mikroplastik zu sich, sei es iiber
Nahrung (z.B. Zucker, Honig, Meeresfriichte oder Fleisch) *°, Fliissigkeitszufuhr (z.B.
Mineralwasser, Bier, Kaffee oder Tee), die Haut 3! oder die eingeatmete Luft 2303233,
Selbst protektives Equipment wie z.B. ein medizinischer Mund- und Nasenschutz setzt
Mikroplastik-Partikel frei 34, die direkt inhaliert oder oral aufgenommen werden kénnen.
Fiir die durchschnittlich in den Koérper aufgenommene Menge an Mikroplastik liegen
verschiedene Schiatzungen vor, die sehr vom Lebensstil abhédngen. So wird im Schnitt von
0,7 g MP (0,1-5 g) pro Woche ausgegangen bzw. einer Partikelzahl zwischen etwa 12.000
bis 190.000 pro Jahr, wobei Trinkwasser die grofte MP-Quelle darstellt 3¢, Eine
Wasserzufuhr aus Flaschen bedeutet dabei eine mehr als 20-fache MP-Aufnahme im

Vergleich zu einer ausschlieBlichen Konsumierung von Leitungswasser *°. Aktuelle



Studien zeigten dariiber hinaus, dass selbst im Rahmen von medizinischen Interventionen

37 38,39

wie z.B. intravendsen Applikationen und Injektionen oder auch von
Koronarkathetern 44! MP-Partikel in den K&rper abgegeben werden.

Vor dem Hintergrund, dass der Mensch dem Mikroplastikvorkommen seiner Umwelt
exponiert ist, erscheint es schliissig, dass auch im Menschen hauptsichlich MP in Form
von Fragmenten und Fasern gefunden wurde ***3. Dabei fielen die meisten Partikel in die
GroBenbereiche 1-10 pm (42%) sowie 10-100 um (42%) **. Hinsichtlich der Plastikart
ist ein breites Spektrum an Partikeln verschiedener Polymere im Menschen gefunden
worden, zu denen z.B. Polystyrol, Polypropylen und Polyamide zidhlen, wobei besonders
Polyester (wie z.B. PET) mit einem Anteil von fast 40% auffielen *°.

Mikroplastik, das in den menschlichen Korper gelangt, wird entweder mit Urin oder
Fazes ausgeschieden oder verbleibt im Korper. So wurden sowohl im menschlichen Urin
kleinere Mengen an MP-Partikeln detektiert, sowie groBere Mengen auch in den
Fizes ***. Einen interessanten Fund stellte diesbeziiglich auch die Detektion von MP im
Mekonium *°, dem ersten Stuhl von Neugeborenen, dar, der neben Funden in der
Plazenta *’, der Muttermilch *® sowie den Hoden #°, deutlich macht, dass die menschliche
Reproduktion von einer MP-Exposition betroffen zu sein scheint >*. Dariiber hinaus

zeigten Funde in der Lunge '™

, dem Sputum oder auch der Fliissigkeit nach
bronchoalveolarer Lavage **, dass eine Inhalation von Mikroplastik wahrscheinlich ist
und somit der Respirationstrakt ma3geblich betroffen sein konnte. Neben lymphatischen
Kompartimenten wie der Milz >, waren auch in Stoffwechselorganen wie der Leber >
und der Niere °® MP-Partikel prisent. Selbst das Herzkreislauf-System zeigt sich mit
Mikroplastik belastet, da auch im Blut °’, dem Herzen *® sowie in Thromben *° Partikel
detektiert wurden. Abgesehen davon wurde kiirzlich auch Mikroplastik in der Prostata
dem Gehirn ¢!, dem Knochenmark > sowie im Skelettmuskel ¢ identifiziert.

Insgesamt wurde damit zum jetzigen Zeitpunkt bereits in zahlreichen menschlichen

Organen Mikroplastik-Partikel gefunden, die vorwiegend iiber die eingeatmete Luft,

Nahrung und Getriinke in den Organismus gelangen .

1.3 Verwendung von Mikroplastik in der derzeitigen Forschung

Richtet man den Blick nun auf das Mikroplastik, das derzeit in der Forschung

Verwendung findet, féllt auf, dass es sich in manchen Punkten grundlegend von dem in



der Umwelt und im Menschen vorherrschenden Mikroplastik unterscheidet. Obwohl dort
verschiedene Polymere zu finden sind und Fragmente sowie Fasern mehr als 80% der
MP-Funde ausmachen, verwenden die meisten Studien in erster Linie sphérisches
Mikroplastik aus Polystyrol 2°, da dieses — im Gegensatz zu realitétsnahen Partikeln —
sowohl gut verfiigbar, als auch kosteneffizient ist. Hinsichtlich der verwendeten Gréfen
nutze der GroBteil der Studien Partikel zwischen 1-50 pm.

Daneben liegt ein groBBer Unterschied zwischen dem Mikroplastik der Umwelt und den
hiufig verwendeten PS-Sphéren darin, dass das eingesetzte Forschungsmaterial weder

die MP-Zusitze, noch mogliche Adsorbentien beriicksichtigt.

14 Der Einfluss von Form und Grofle auf die Effekte von MP

Dass in der Forschung vor allem runde Partikel Anwendungen finden, ist insofern kritisch
zu betrachten, als dass die Form von Mikroplastik als einer der wichtigsten Faktoren
angesehen wird, wenn es darum geht, den Verbleib sowie die Effekte von Mikroplastik in
Organismen zu untersuchen 2%, So ergaben Studien, in denen lediglich die Partikelform
variabel war, dass beispielsweise die Ausscheidung von Fragmenten langsamer von
statten ging als von runden Partikeln ® und auch die negativen Effekte bei Fragmenten
groBer ausfielen als bei Sphiren %%, Verschiedene Studien berichteten dariiber hinaus,
dass von MP-Fasern ein noch hoheres Risiko ausgeht als von Fragmenten 6768,

Dass auch die Grofle des MPs eine entscheidende Rolle spielt, zeigten Studien mit
sphirischen PS-Partikeln, die auf eine starke Korrelation zwischen Partikelgrofle und
Gewebsakkumulation der Partikel hindeuteten. Partikel im GroBenbereich von 4-20 um

69,70 Dem

zeigten hierbei eine hohere Neigung, sich im Gewebe anzusammeln
entsprechend zeigten Stock et al. 7 eine erhdhte Aufnahme von 4 um grofien PS-Sphiren
in intestinale Zellen. Begriindet wurden diese Ergebnisse mit der Annahme, dass die 4 pm
groflen Partikel durch Phagozytose und Pinozytose und nicht nur durch Phagozytose
aufgenommen werden konnen.

Die Datenlage verdeutlicht somit, dass die Verwendung realitdtsnahen Mikroplastiks fiir

aussagekriftige Toxizitdtsstudien unerldsslich ist.



1.4.1  Ansitze zur Herstellung realititsnahen Mikroplastiks

Um die Diskrepanz zwischen umweltgetreuem Mikroplastik und dem in der Forschung
verwendeten zu liiberkommen, wurden verschiedene Ansétze erkundet, um faseriges bzw.
fragmentiertes Mikroplastik herzustellen. Bisher verfolgte Ansédtze, um MP-Fragmente
zu erzielen, bestehen z.B. in Ultraschallbehandlung unter hydrolytischen Bedingungen 7!
oder einer im Labor nachgestellten Verwitterung der Partikel 72, die jeweils eine breite
GroBenverteilung mit Durchmessern von 100 nm bis 1 mm erzielen. Daneben
verwendete ein Grofteil der Studien Kugelmiihlen, um das Material zu GroBen zwischen
5-200 um zu zerkleinern, wobei teilweise eine zusétzliche Stickstoftkiihlung verwendet
wurde, um das Material vorzuversproden 27376, Erste Versuche fiir die Herstellung von
Mikroplastik-Fasern bestanden hingegen darin, kommerziell erhiltliche Fasern mithilfe
eines Kryotoms zu schneiden, wodurch Fasern mit den Dimensionen 10x10x40 pm

erzielt werden konnten 7.

1.5 Labeling-Strategien fiir MP-Partikel

Die zweite Hiirde, die es in Bezug auf die Produktion von Mikroplastik fiir
Forschungszwecke wie z.B. histologische Applikationen zu nehmen gilt, ist es, diese
zuverldssig und spezifisch detektieren zu kénnen. Hierzu ist die Verwendung geeigneter
Label und deren stabile Einbettung in die umgebende Matrix essentiell. Findet eine
unzureichend stabile Integration des Labels in das Polymer statt, so kann das Label aus
der Matrix ausbluten. In diesem Fall kann zum einen die Detektierbarkeit des
Mikroplastiks vermindert sein, zum anderen ist es in Folge des Austretens nicht moglich
zuzuordnen, ob beobachtete Effekte in den MP-Partikeln selbst begriindet liegen oder
dem Austreten des Farbstoffs aus diesen geschuldet sind 2>7®. Im Falle von Labeln wie
Nilrot ist ein Ausbluten aus der Matrix besonders kritisch, da dieses durch seine Fahigkeit
an Chitin, Cellulose und Lipide zu binden, anschlieBend in der Probe zu falsch positiven
Funden an natiirlichem organischen Material fiihren kann 7.

Hinsichtlich der Integration eines Labels in MP-Partikel finden aktuell verschiedene
Strategien Anwendung: Zum einen ein nachtrdgliches Einfarben des Mikroplastiks mit in
Aceton oder Ethanol geldsten Farbstoffen 7, wobei teils zusitzlich Wirme zugefiihrt
wird %, zum anderen gemeinsames Einschmelzen und Verpressen von Farbstoff und

Polymer bei 180 °C ®!, wobei die hohen Temperaturen die Auswahl von Polymer und



auch Label stark einschrinken. Davon abgesehen besteht eine weitere Methode darin,
Polymer und Farbstoff aufzuldsen und gemeinsam zu prézipitieren, wobei in Bezug auf
die Form jedoch lediglich sphirische Mikropartikel erzielt werden kénnen 2.

Als Markierung bieten sich Fluorophore an, die mit ihrer hohen Quantenausbeute von bis
zu 100% 33, ihrer Kosteneffizienz und der einfachen Visualisierung mit standardmiBig
ausgestatteten Fluoreszenzmikroskopen iiberzeugen. Typischerweise absorbieren
Fluorophore Licht im UV/Vis-Bereich (etwa 200-800 nm) und emittieren in Richtung Rot
verschobenes, also energieirmeres, sichtbares Licht ®. Aufgrund der teils breiten
Absorptions- und Emissionsbanden sollte die Auswahl eines Fluorophors mit Bedacht
vorgenommen werden, um eine spektrale Uberlappung zu verhindern und so zu
gewdhrleisten, dass fluoreszenzmarkierte Antikorper der Immunhistochemie und das
Mikroplastik gut voneinander getrennt werden kénnen. Daneben konnen Fluorophore
Ausbleich-Prozessen (Photobleaching) unterliegen, die vor allem in Bezug auf die
Probenhandhabung und Langzeitmessungen Beriicksichtigung finden sollten .

Neben Fluorophoren, stellen UCNPs (Upconverting Nanoparticles) eine weitere Option
zur Markierung von MP-Partikeln zu Forschungszwecken dar. Diese Partikel bestehen
aus Ubergangsmetallen, wie z.B. Yttrium, die meist mit Lanthanoiden oder Actinoiden,
wie z.B. Ytterbium, Thulium oder Gardolinium dotiert sind. Die Besonderheit der Partikel
steckt bereits in deren Namen: Sie sind zur Photonenaufwértskonversionen befahigt. Das
bedeutet, sie absorbieren mehrere Photonen energiearmen Lichts, meist aus dem Infrarot-
Bereich, und sind durch Energieiibertragungen zwischen den verwendeten Elementen in
der Lage, energiereicheres Licht, aus z.B. dem sichtbaren Bereich, zu emittieren *°.
Bedeutende Vorteile der UCNPs bestehen in den schmalen Emissionsbanden, der sehr
hohen chemischen Stabilitit sowie der Tatsache, dass ihre Lumineszenz sich unter
Bestrahlung nicht verindert und sie somit resistent gegeniiber Photobleaching sind 3647,
Die beschriebene Photostabilitdit der Partikel geht jedoch auf Kosten -einer
vergleichsweise geringen Quantenausbeute von maximal 13% *%. Nichtsdestotrotz sind
UCNPs durch ihre Anregung im Infraroten und Emission im UV/Vis-Bereich, vor allem
fur Gewebsstudien attraktiv, da die Eindringtiefe des anregenden Lichts im Vergleich zu
UV/Vis erhoht ist -2 bei gleichzeitig sehr geringer Autofluoreszenz °°. Dariiber hinaus
ermdglichen UCNPs ein Multiplexing mehrerer Materialien, die mit verschieden

dotierten UCNPs markiert wurden, indem alle UCNPs sich mit derselben Wellenlédnge



gleichzeitig anregen lassen, jedoch je nach Dotierung bei unterschiedlichen Wellenldngen
emittieren 33, Abgesehen von den photophysikalischen Eigenschaften erdffnen UCNPs
zudem eine Moglichkeit zur akkuraten Quantifizierung des markierten Materials mittels
ICP-OES bzw. ICP-MS **. Aufgrund der vielversprechenden Eigenschaften wurden

bereits erste Versuche unternommen, UCNPs als Label in Mikroplastik zu integrieren .

1.6 Bekannte Effekte von Nano- und Mikroplastik auf Organismen

Neben der Frage, wie Mikroplastik in den Korper kommt und wo es verbleibt, ist aktuell
Gegenstand der Forschung, welche Effekte es dort auslost. Im Rahmen von
Zellkulturexperimenten wurde vor allem die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
und  dadurch  ausgeldster  oxidativer  Stress  beobachtet '>?%%7  sowie
Entziindungsreaktionen mit Zytokin-Ausschiittung °®. Daneben zeigten sich in
Nematoden unter anderem eine verkiirzte Lebenszeit sowie eine Beeinflussung der
Darmfunktion *°, wobei der negative Einfluss auf den Darm auch in Zebrafischen
beobachtet wurde %, In Fischmodellen waren zudem eine Neuro- und Immunotoxizitit,

Verhaltensinderungen %

, sowie Nierenschddigungen durch die MP-Exposition zu
beobachten '°!. Ein groBer Teil an Studien untersuchte vor allem Auswirkungen in
Nagern, da diese als Saugetiere eine groflere biologische Nihe zum Menschen aufweisen.
Diese Studien dokumentierten eine Vielzahl an Effekten: Im Darm zeigten sich eine
erniedrigte Mukussekretion, Storungen der Darmbarriere, Entziindungen sowie eine
mikrobielle Dysbiose '%. In der Leber waren neben Entziindungen auch Anderungen im
Lipidmetabolismus zu beobachten '°>!%4 Weiter wurden Auswirkungen auf den Energie-

sowie den Gallensdurenmetabolismus beschrieben 02105106

und auch die Fortpflanzung
zeigte sich dariiber hinaus in Form einer Reproduktionstoxizitit beeintrichtigt '°.
Neueste Studien berichteten zuletzt nicht nur von Anderungen in Neurotransmitterleveln
im Gehirn '® sondern auch davon, dass Mikroplastikpartikel zu zerebralen Thrombosen
und damit zu verindertem neurologischen Verhalten fiihrten '%°.

Auch Marker im Herzen sowie in der Niere zeigten Verdnderungen durch Nano- und
Mikroplastik '%>!1°. Am Herzen wurde dariiber hinaus eine Kardiotoxizitit beschrieben,

bei der myokardiale Zellen beschidigt wurden .



Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass Nano- und Mikroplastik speziesiibergreifend
zahlreiche Einfliisse auf diverse physiologische Abldufe nimmt, was die Bedeutsamkeit

der Forschung auf diesem Gebiet unterstreicht.

2. Toxikokinetik: Mogliche Wege der Aufnahme, Verteilung und

Ausscheidung von Fremdstoffen im Korper — das ADME-Modell

Wird eine Substanz als potentiell gesundheitsgefahrdend bzw. toxisch eingeschitzt, so
gilt es zwei Bereiche gezielt zu untersuchen: Die Toxikodynamik — d.h. inwiefern und auf
welche Weise der Stoff den Organismus beeinflusst — und die Toxikokinetik — d.h. die
Prozesse, denen der Stoff im Organismus unterliegt und wie diese ihn beeinflussen.

Die Abldufe im Rahmen der Toxikokinetik werden fiir gewoOhnlich mithilfe des
ADME-Modells beschrieben. Dieses beinhaltet die moglichen Mechanismen der
Absorption bzw. Resorption, Distribution, Metabolisierung sowie der Elimination bzw.

Exkretion !'2.

2.1 A — Absorption bzw. Resorption

Die Absorption bzw. Resorption beschreibt die Aufnahme einer Substanz in den
Blutkreislauf oder das LymphgefaBsystem, von wo aus anschlieBend eine Verteilung in
verschiedene Kompartimente des Organismus stattfindet. In den meisten Féllen geschieht
dies iiber Schleimhdute wie z.B. in der Nase bzw. liblicherweise iiber die des
Verdauungstrakts, was als intestinale Absorption bezeichnet wird. Aufgrund seiner
groflen Oberfliche ist die Aufnahme {iber den Darm von besonderer Relevanz. Neben
einer Absorption iiber die Schleimhéute, ist eine Aufnahme beispielsweise auch tiber die
Lunge oder die Haut moglich. Wie gut eine Substanz absorbiert werden kann und damit
einhergehend seine Bioverfiligbarkeit, hangt mit verschiedenen Faktoren zusammen, wie
z.B. der Loslichkeit des Stoffes, der Transitzeit in Magen und Darm, der Stabilitét
gegeniliber Magensdure oder auch der Permeabilitit durch die Darmwand.

Fiir die Absorption bzw. Resorption ist es daher grundlegend entscheidend, auf welchem
Wege die Verabreichung stattfindet. Applikationen konnen beispielweise oral, inhalativ,

intraperitoneal, intramuskulér, transdermal oder intravends erfolgen.



Wird ein Stoff oral appliziert, z.B. liber Nahrung, Tabletten oder auch eine Schlundsonde,
so wird er primér im oberen Diinndarm absorbiert und gelangt so in den Blutkreislauf. Im
Anschluss daran gelangt er iiber die Pfortader zur Leber, in der je nach
Substanzeigenschaften eine Metabolisierung moglich ist. Erst nach Passage der Leber
findet der Stoff seinen Weg in den systemischen Blutkreislauf. Fiir stark fettlosliche
Substanzen besteht zudem die Moglichkeit, dass eine Absorption mit Lipiden in das
Lymphsystem stattfindet. Eine weitere Besonderheit liegt fiir Stoffe vor, deren
Ausscheidung bilidr (mit der Galle) in den Zwolffingerdarm ablduft, da sie in distal
liegenden Anteilen des Darms zum Teil oder vollstindig reabsorbiert werden kdnnen —
sie unterliegen in dem Fall dem enterohepatischen Kreislauf.

Anders verhilt es sich, wenn eine Substanz durch eine intravendse Applikation oder eine
Aufnahme iiber das Lymphsystem direkt in die vendse Zirkulation aufgenommen wird.
In diesem Fall wird der Stoff nicht zuerst liber die Leber transportiert, sondern vom
Herzen zunichst in die Lungen befordert, bevor es die arterielle Zirkulation erreicht. Von
dort aus findet dann die Verteilung in nachfolgende Organe, wie die Leber oder die Niere,

statt 1127115'

2.1.1  Das lymphatische System

Dem lymphatischen System wird im Rahmen der Absorption meist weniger Bedeutung
zugemessen als Hauptakteuren wie dem Darm. Neben den immunologischen Funktionen
besteht jedoch eine der Hauptaufgaben des lymphatischen Systems im Abtransport von
iiberschiissiger Gewebsfliissigkeit aus dem Interstitium und Proteinen bzw. weiteren
Stoffen wie Fetten aus der Verdauung (in Form von Chylomikronen) oder auch externer
Noxen in den vendsen Blutkreislauf. Die Lymphe selbst besteht folglich aus
extrakapilldrer Fliissigkeit, die unter anderem Proteine, Chylomikronen, aber auch
Elektrolyte und Lymphozyten (weille Blutkorperchen) enthilt.

Das LymphgefdaBsystem besteht im Kern aus vier verschiedenen GefaBBtypen: Die erste
und kleinste anatomische Einheit bilden dabei die initialen Lymphgefiale, auch
Lymphkapillaren genannt, die offen im Interstitium beginnen und ein Lumen von etwa
50 um Durchmesser aufweisen. Die in ihnen entstandene Lymphe vereinigt sich
anschliefend in Sammelgefaflen, den 100 pm weiten Prékollektoren sowie nachfolgend

den 150-600 um weiten Kollektoren, die sie weiter abtransportieren. Im Anschluss fiihrt



der Weg iiber Lymphgefdfe in die sog. Lymphstimme wie beispielsweise den Truncus
trachealis (Luftrohrenstamm) oder den Ductus thoracicus. Sie versammeln in sich
entsprechend die gesamte Lymphe und miinden anschlieBend iiber die Venenwinkel in
die venose Blutbahn. Zwischengeschaltet sind in dieser Lymphbahn die Lymphknoten,

deren Aufgaben in der Immunabwehr sowie der Filtration der Lymphe liegen ''°.

2.2 D — Distribution

Der Begriff Distribution beschreibt die Verteilung einer aufgenommenen Substanz im
Korper. Dies erfolgt meist mit dem Blutstrom, mit dem die Substanz in unterschiedlichem
Ausmal} zu Muskeln und Organen transportiert wird. In welchen Mengen der Stoff an
welchen Ort transportiert wird, hingt von mehreren Faktoren ab, u.a. der Grofe des
Stoffs, seiner Polaritét, seiner Fahigkeit an Plasmaproteine zu binden sowie mafigeblich
der regionalen Durchblutung der einzelnen Organe und Gewebe '>!'3115 Je nach den
Eigenschaften eines Stoffes, konnen Barrieren wie z.B. die Blut-Hirn-, die Blut-Plazenta
oder auch die Blut-Hoden-Schranke die Distribution substantiell beeinflussen, indem sie
bestimmte Stoffe stdrker zuriickhalten. Im Gegenteil dazu erleichtern fenestrierte und
diskontinuierliche Endothelien den Ubertritt in das Gewebe. Fenestrierte Endothelien
finden sich beispielweise in den Glomeruli sowie peritubuldren Gefallen der Niere, der
Darm- sowie Nasenschleimhaut und endokrinen Organen wie z.B. der Nebenniere oder
dem endokrinen Pankreas !'7"12°, Diskontinuierliche Endothelien hingegen treten z.B. in

Sinusoiden der Leber und der Milz auf 21122,

2.3 M — Metabolismus

Manche Substanzen, die im Korper aufgenommen und verteilt wurden, konnen
metabolisiert, also zu aktiven oder inaktiven Verbindungen, den sogenannten
Metaboliten, verstoffwechselt werden. Man spricht in diesem Kontext auch von
Biotransformation. Hauptort der Metabolisierung ist dabei die Leber, die meist mithilfe
von Cytochrom-P450-Enzymen (CYP-Enzymen) Ausgangsstoffe zu Metaboliten
verandert. Allerdings dienen auch andere Orte untergeordnet als metabolische Einheiten,
wie z.B. Gehirn, Darm, Haut, Lunge oder Niere. Ziel einer solchen Verstoffwechslung ist

grundsitzlich, lipophile Substanzen zu hydrophileren Metaboliten zu machen, um damit



die Ausscheidung in Galle oder Niere zu erleichtern. Diese Metabolisierung ist generell
in zwei Mechanismen, Phase-I- und Phase-II-Reaktionen, untergliedert. Ziel der
Phase-I-Reaktionen ist es, funktionelle Gruppen wie z.B. Hydroxyl- oder Aminogruppen
einzufiigen oder herauszulosen. Dies geschieht meist {iber oxidative, reduktive oder auch
hydrolytische Prozesse. Bei Phase-II-Metabolisierungen werden Substanzen oder deren
Phase-I-Metabolite hingegen mit endogenen Substraten wie z.B. Glucuronséure oder

Glutathion konjugiert 127115,

2.4 E — Elimination bzw. ExKkretion

Die Ausscheidung einer Substanz aus dem Korper wird in zwei Arten unterschieden: Die
Elimination, d.h. nach Verstoffwechslung (Metabolisierung), und die Exkretion, was
bedeutet, dass der Stoff den Organismus ohne Verstoffwechslung verlisst 2. Findet die
Ausscheidung nicht vollstidndig statt, so akkumuliert die Substanz iiber die Zeit im
Organismus.

Aufgenommene Noxen, so wie auch Pharmaka, konnen auf verschiedene Weisen
ausgeschieden werden. Die beiden Hauptrouten sind dabei: Renal, iiber die Niere durch
z.B. glomerulire Filtration, wobei die Substanz schlussendlich mit dem Urin den Korper
verldsst, und bilidr, tiber die Leber, was eine Ausscheidung mit den Fizes zur Folge hat.
Dartiber hinaus ist eine Elimination bzw. Exkretion auch pulmonal, tiber die Lunge und
damit die ausgeatmete Luft, oder intestinal, durch eine Sekretion ins Lumen des
Dickdarms mdoglich. Seltener verldsst eine Substanz den Organismus iiber die Haut durch
Evaporation, durch Abgabe iiber Haare bzw. Schweil3- und Talgdriisen oder auch iiber die

Brustdriisen in der Muttermilch '2113.115,

In Anbetracht der vier Komponenten des ADME-Modells fillt ein Organ bei drei dieser
Teilprozesse auf: die Niere. Im Rahmen der Distribution, da sie das am besten
durchblutete Organ in Relation zu ihrem Gewicht ist und gleichzeitig ein fenestriertes
Endothel besitzt, daneben bei der Metabolisierung, da sie zu Phase-1I-Metabolisierungen
(z.B. Konjugation mit Glucuronsduren) befahigt ist und zuletzt bei der Elimination bzw.
Exkretion, da sie eines der zwei wichtigsten Organen fiir die Ausscheidung von

aufgenommenen Substanzen darstellt !4,



3. Die Niere — Funktion und Anatomie

Kaum ein Organ iibernimmt so viele diverse Aufgaben im Korper wie die Niere. Sie ist
zu Metabolisierungen befdhigt, ist beteiligt an der langfristigen Regulation des
Blutdrucks sowie auch der Homoostase, bildet essenticlle Hormone wie z.B.
Erythropoetin oder Renin und {ibernimmt mithilfe ihrer Filtrationsfunktion auch die
Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen '**.

Anatomisch betrachtet liegen die Nieren unterhalb des Zwerchfells in der Fossa lumbalis
beidseits der Wirbelsdule. Mit beeindruckenden 20-25% des Herzminutenvolumens ist
die Niere in Relation zu ithrem Gewicht, das am stirksten durchblutete Organ. Der Zufluss
erfolgt hierbei iiber die Arteria renalis, der Abfluss liber die Vena renalis. Daneben ist die
Niere durchzogen von Lymphgefiaen und besitzt neben dem Abfluss fiir Blut einen
weiteren Abfluss fiir den Harn, den Ureter. Die Ureter der rechten und linken Niere fithren
jeweils in die Harnblase, von wo aus der Urin durch die Harnr6hre (Urethra)
ausgeschieden werden kann '!6,

Makroskopisch untergliedert ist die Niere dabei in das Nierenparenchym, bestehend aus
Nierenrinde (Cortex renalis) und dullerem bzw. innerem Nierenmark (Medulla renalis),
und das Nierenbeckenkelchsystem. Das Nierenparenchym beinhaltet pro Niere mehr als
eine Millionen Nephrone, die kleinsten funktionellen Einheiten der Niere. Ein Nephron
besteht dabei aus einem Nierenkdrperchen (Corpusculum renale) mit der glomeruldren
Filtrationsbarriere und einem zugehorigen kanalartigen Tubulussystem, das {iber

Sammelrohre mit dem Nierenbeckenkelchsystem verbunden ist 14116124,
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Abbildung 1: Schematische Darstellung zweier Nephrone im Nierenparenchym.

Die Abbildung wurde mithilfe von BioRender erstellt.

Die Nierenkorperchen stellen die Verbindungen zwischen dem GefdB- und dem
Tubulussystem dar. Sie erzeugen durch Ultrafiltration des ankommenden Blutes den
Primédrharn und bestehen aus drei Grundeinheiten: dem Glomerulus, der Bowman-Kapsel
und dem juxtaglomeruldren Apparat (JGA). Im Glomerulus gliedern sich die
blutfiihrenden Gefédle in das zufiihrende Vas afferens, das gewundene Kapillarknduel mit
der glomerulédren Filtrationseinheit, sowie das abfiihrende Vas efferens. Im Anschluss an
das Vas afferens durchfliet das Blut die peritubuldren Kapillaren, die die Tubulusanteile
in der Nierenrinde umgeben, sowie nachfolgend die Vasa recta, die ein zweites
Kapillarbett um die Tubulusanteile des Nierenmarks bilden. Eingebettet liegt der
Glomerulus in der doppelwandigen Bowman-Kapsel, die den filtrierten Primérharn am
Harnpol des Nierenkorperchens in das Tubulussystem {iberleitet. Am Gefélpol hingegen
liegt der juxtaglomeruldre Apparat, der mit der Macula densa, einem spezialisierten
Endothelbereich am Kontaktpunkt des distalen Tubulus mit dem Vas afferens, ein

tubuloglomeruldres Feedback durch Messung der Natriumchlorid-Konzentration
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ermoglicht. Dariiber hinaus ist der JGA durch seine Bildung von Renin mafBigeblich an
der Regulation des Blutdrucks und Elektrolythaushaltes beteiligt !'#!16124,

Im Anschluss an den Harnpol findet sich wie oben erwdhnt das Tubulussystem der Niere,
dessen Hauptaufgabe die Aufkonzentrierung des Primérharns ist, wobei sowohl
resorptive als auch sekretorische Prozesse zum Tragen kommen. Hierzu durchliuft der
Primdrharn zunichst die Pars convoluta sowie die Pars recta des proximalen Tubulus,
gefolgt einem Intermedidrtubulus und erreicht im Anschluss die Pars recta sowie die Pars
convoluta des distalen Tubulus, der schlussendlich gemeinsam mit weiteren distalen
Tubuli durch Verbindungstubuli in einem Sammelrohr miindet und so den Endharn in das
Nierenbeckenkelchsystem ableitet. Die Pars recta des proximalen Tubulus wird
gemeinsam mit dem Intermedidrtubulus und der Pars recta des distalen Tubulus auch als
Henle-Schleife bezeichnet !!4116:124,

Lokalisiert sind die einzelnen Nephronabschnitte im Nierenparenchym wie folgt: Der
Cortex umfasst sidmtliche Nierenkorperchen, alle gewundenen Anteile (Partes
convolutae) der proximalen und distalen Tubuli sowie Abschnitte mancher Sammelrohre.
Die angrenzende duBlere Medulla beinhaltet die geraden Anteile (Partes rectae) der
proximalen und distalen Tubuli, sowie Teile der Intermedidrtubuli und Sammelrohre. In
der inneren Medulla befinden sich entsprechend die {brigen Anteile von

Intermedigrtubuli und Sammelrohren !'4-116:124,

3.1 Die glomeruliire Filtrationsbarriere (GFB)

Die glomerulére Filtrationsbarriere, die pro Tag etwa 180 L Primérharn aus dem Blut
abfiltriert, befindet sich in den Nierenkdrperchen zwischen dem Kapillarlumen der
Glomerulusschlingen und dem Raum der Bowman-Kapsel. Dieser Filter besitzt einen
dreischichtigen Aufbau: von der Blutseite beginnend bildet das Endothel der
Glomeruluskapillaren mit seinem fenestrierten Endothel die erste Filtrationseinheit. Die
feinen Poren des Endothels weisen hierbei einen Durchmesser von etwa 50-100 nm auf.
Dem fenestrierten Endothel schlie8t sich die ihrerseits ebenfalls aus drei Schichten
bestehende glomeruldre Basalmembran an. In ihrem Netzwerk aus Collagen IV, Laminin
und Nidogen, finden sich Einlagerungen von Glykosamingylkanen, die aufgrund ihrer
Ladung eine Anionenbarriere bilden. Abschlieend liegt der glomeruldren Basalmembran

eine Podozytenschicht (auch als viszerales Blatt der Bowman-Kapsel bezeichnet) auf, die



eine negative Glykocalyx besitzt. Durch ein Ineinandergreifen der Fullfortsitze dieser
spezialisierten Epithelzellen, entsteht ein Schlitzdiaphragma, das Poren von etwa
4x14 nm im Durchmesser aufweist. Zusammen entsteht daraus ein komplexes
Filtrationssystem, das sowohl gréf3en- als auch ladungsselektiv agiert.

Entsprechend dieser Selektionskriterien ergibt sich ein Ultrafiltrat, das zum grofBten Teil
aus Wasser und kleinen Molekiilen wie Harnstoff oder Glukose besteht. Eine freie
Filtration von Stoffen ist nur dann moglich, wenn deren Radius unter 1,6-1,8 nm (ca.
6-15 kDa) liegt. Fiir groBere Molekiile, wie Globuline, deren Radius sich bei etwa 4,4 nm
(80 kDa) bewegt, ist der Filter im Normalzustand undurchléssig, genau wie fiir die noch
deutlich groBeren Erythrozyten. All solche Molekiile, die sich zwischen diesen beiden
Grenzen bewegen, werden nur teilweise filtriert, wobei deren Ladung entscheidenden
Einfluss auf das AusmaB der Filtration, den sog. Siebkoeffizienten, hat.

Mit 69 kDa stellt das negativ geladene Serumalbumin genau einen solchen Fall dar, wobei
dessen glomerulérer Siebkoeftizient mit < 0,001 sehr gering ausfillt. Der geringe Anteil
an filtriertem Albumin (unter physiologischen Bedingungen) sowie grofere,
pathologische Mengen an filtriertem Albumin, denen ein Zugrundegehen der GroBen-
oder Ladungsselektivitit der GFB zugrunde liegen kann, kann dem Primérharn jedoch
bis zu einem gewissen Grad von den Zellen des proximalen Tubulus durch eine
rezeptorvermittelte Endozytose mithilfe von Megalin und/oder Cubilin wieder entzogen

werden %4,

3.2 Regenerationspotential der Niere

Manche Organe, wie z.B. die Leber, besitzen ein herausragendes regeneratives Potential,
das es ihnen erméglicht, sich selbst von grofen Schidigungen wieder zu erholen '%°. Bei
der Niere von Sdugetieren verhélt es sich hingegen anders — sie zeigt nur begrenzte
regenerative Fihigkeiten im Hinblick auf Lisionen oder Beeintrichtigungen '?°. Die
Forschung konzentriert sich dabei auf drei Hauptfragen: die Regenerationsfdahigkeit
terminal differenzierter Zellen der adulten Niere, die Existenz multipotenter
Vorlauferzellen, sowie die Rolle extrarenaler Zellen bei der Nierenreparatur. Studien
liefern diesbeziiglich Hinweise, dass tiberlebende Tubulusepithelzellen nach einer Lasion
proliferieren und sich dedifferenzieren konnen, um Reparaturvorhénge zu unterstiitzen,

wihrend aktivierte Makrophagen in der Niere Proteine induzieren konnen, die die



Tubulusreparatur fordern. Dariliber hinaus wird die Identifizierung moglicher
Nierenstammzellen diskutiert, die in der Lage sind, verschiedene Nephronepithelien zu
bilden. Passend dazu wurden auch Zellen, die Stammzellmarker exprimieren, aus
menschlichen Nieren isoliert und es konnte gezeigt werden, dass diese in Nierenepithel
und -endothel differenzieren und so die Heilung akuter Nierenverletzungen beglinstigen
konnen. Zuletzt kamen zudem Hinweise auf, dass Knochenmarksstammzellen in die
Niere migrieren und dort an der Regeneration nach akuten Schadigungen beteiligt sein
kénnen 127,

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es zwar Hinweise auf Reparaturmechanismen

gibt, an denen verschiedene Zelltypen beteiligt sind, das Regenerationspotenzial der

Niere im Vergleich zu anderen Organen allerdings trotzdem begrenzt ist.



II. FRAGESTELLUNG

Die Produktion und Nutzung sowie die daraus resultierende Deposition von Plastik in der
Umwelt steigen immer weiter an. In logischer Konsequenz erhdht sich durch dessen
stetige Degradation damit auch die Menge des entstehenden Mikroplastiks. Da der
Mensch tagtiglich der oralen sowie inhalativen Aufnahme dieser Partikel unvermeidlich
ausgesetzt ist, ist es essenziell, tiefere Erkenntnisse zu gewinnen, welche strukturellen
und funktionellen Konsequenzen diese Exposition nach sich zieht.

Fiir eine realistische Einschitzung dieser Auswirkungen ist es notwendig, realititsnahes
Mikroplastik zu verwenden. Diese Forschungsarbeit sollte daher mit einer Produktion
von fragment- und faserformigen Partikeln zunéchst der Diskrepanz zwischen dem
Mikroplastik der Umwelt und den in der Forschung verwendeten Sphiren beikommen.
Da von einer Mikroplastik-Aufnahme Schédigungen ausgehen konnten, sollte sich die
Arbeit mit der Toxikokinetik sowie der Toxikodynamik der Partikel befassen.

Im Rahmen der Toxikokinetik sollten vor allem die Distribution des Materials nach oraler
Aufnahme und dessen Exkretion untersucht werden. Wéhrend die Untersuchungen zur
Exkretion die Hauptroute der Ausscheidung untersuchen sollten, dienten die
Distributionsanalysen dazu, zu ermitteln, welche Organe besonders von Mikroplastik-
Ablagerungen nach oraler Verabreichung betroffen sind und ob bestimmte Gewebetypen
mit z.B. fenestriertem Endothel stiarkere Akkumulationen zeigen.

Mit ihrer hohen Durchblutungsrate konnte besonders viel Mikroplastik tiber die Blutbahn
in die Niere geleitet werden und sich dort in den glomeruldren Kapillaren verfangen. Dort
angerichtete Schiden wiéren aufgrund der eingeschrankten Regenerationsfihigkeit des
Organs besonders bedenklich. Da realitdtsnahe MP-Fragmente mit ihren Ecken im
Gegensatz zu sphérischen Partikeln stdrkere Lésionen in GefiBen und Gewebe
hervorrufen konnten, sollte im Rahmen der toxikodynamischen Untersuchungen die
Hypothese gepriift werden, dass MP-Partikel verschiedener Formen sich in ihren
Auswirkungen auf die Niere unterscheiden und realitdtsnahe, fragmentierte Partikel dabei
ein hoheres Risiko bergen als die klassischen, spharischen Forschungspartikel. Daneben
sollte iiberpriift werden, ob die Partikel die GFB iiberwinden kénnen und sie dabei

unweigerlich beschidigen wiirden.



III. METHODEN
1. Produktion von realititsnahem Mikroplastik

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Eigenproduktion von Mikroplastik-Fragmenten
angestrebt, da kommerziell erwerbliche Partikel meist nur als Sphéren (runde Partikel)
angeboten werden. Zudem sind zu kaufende Partikel wenig individualisierbar hinsichtlich
Polymer, Groe, Markierung und moglicher Zusétze. In der Umwelt kommt Mikroplastik
jedoch vorwiegend in Form von Fragmenten und Fasern vor. Aus diesem Grund wurde
die Herstellung dieser beiden MP-Formen angestrebt mit dem Ziel, dass individuelle
Markierungen in die Matrix eingebettet werden konnen, um die Partikel spiter im

Gewebe detektieren zu konnen.

1.1 Nanofaser-Spinning

Als Grundlage fiir die Mikroplastik-Fragmente wurden Polystyrol-Nanofasern gewéhlt,
da sie bereits zwei Dimensionen im einstelligen Mikrometerbereich aufweisen. Die
Nanofasern wurden mithilfe eines Elektrospinning-Prozesses produziert. Hierfiir wurde
eine Basis-Spinninglosung aus 15 m% Polystyrol (PS) (MW ~28.000) in einem
1:1-Gemisch aus Dimethylformamid (DMF) und Tetrahydrofuran (THF) liber Nacht im
Dunkeln gertihrt.

_|

e

Abbildung 2: Elektrospinning-Setup zur Herstellung von Nanofasern mithilfe von Hochspannung.

Das Elektrospinning der Nanofasern erfolgte anschlieend bei einer Hochspannung von
11 — 12 kV bei 22 °C Umgebungstemperatur und einer relativen Luftfeuchtigkeit von

unter 35%. Die Lésung wurde mit einer Flussrate von 30 pL-min™! durch vier 18G-Nadeln



geleitet, die in einem hausintern gebauten Vierfach-Nadelhalter eingebaut waren. Der
Abstand zwischen Nadel und Kollektor betrug jeweils 15 cm. Als Kollektor diente eine
Drehtrommel (Easy Drum, Linari NanoTech). Die entstechenden Nanofasern wurden
jeweils 3 h auf Aluminiumfolie gesammelt und vor der Vermahlung zu Mikroplastik-
Partikeln von der Folie abgelost.

Die GroBenverteilung wurde anhand von SEM-Aufnahmen mithilfe von ImagelJ ermittelt.

1.2 Degradierung der Nanofasern zu Mikroplastik

Zur Degradierung der Nanofasern zu Mikroplastik-Partikeln wurden verschiedene
Methoden evaluiert. Hierzu gehorten Mahlprozesse mit einer Planeten-Kugelmiihle, eine

kryogene Vermahlung, sowie eine Zerkleinerung mithilfe eines Ultraturrax.

1.2.1  Vermahlung mit einer Planeten-Kugelmiihle

Die gesponnenen PS-Nanofasern wurden unter Einsatz einer Planetenkugelmiihle
(PM100, Retsch) zerkleinert. Hierzu wurden die Nanofasern in den Mahlbecher (50 mL)
uberfuhrt und sieben grofle Mahlkugeln (Durchmesser: 10 mm) hinzugegeben. Fir
optimale Vermahlungsbedingungen und um Metallabrieb zu vermeiden, sollte der
Mahlbecher zu einem Drittel mit Ausgangsmaterial und einem Drittel Mahlkugeln gefullt
sein, wahrend das restliche Drittel leeren Raum zur Bewegung der Kugeln bietet. Werden
Nanofasern vermahlen, so nimmt die anfangs eingefllte Menge von einem Drittel nach
sehr kurzer Zeit auf einen Bruchteil davon ab, was zu einer Unterbefullung fuhrt und den
Mahlvorgang beeintrachtigt. Aufgrund dessen waren mehrere VVorvermahlungsschritte
notig, um die Fasern zu grofReren Fragmenten vorzuzerkleinern und so eine konstante
Fillung zu einem Drittel zu erzielen. Die Vorvermahlung erfolgte bei 550 rpm fir je 30 s,
wobei nach jedem Schritt neue Nanofasern hinzugefligt und vorzerkleinert wurden.
Sobald die vorgebrochenen Fasern den Mahlbecher zu etwa einem Drittel fullten, begann
die Hauptvermahlung mit neun Zyklen bestehend aus zwei Minuten Vermahlung bei
550 rpm sowie einer Minute Zwischenkiihlung des Mahlbechers auf Eis, um wahrend des
gesamten Prozesses eine Temperatur unter 100 °C (Glasubergangtemperatur von

Polystyrol) gewahrleisten zu kénnen.



Als Alternative zu den sieben grof’en Kugeln wurde der gleiche Prozessablauf mit
ungefahr 3000 kleineren Mahlkugeln (Durchmesser: 2 mm) durchgefiihrt. Hierbei
erfolgte die Zerkleinerung durch eine erhéhte Reibungskraft, wahrend durch die
geringere KugelgroRe die Prallkraft abnahm. Dies vermindert einerseits den Abrieb des
Equipments, bedeutet jedoch gleichzeitig eine erhohte Warmeentwicklung, die
Zwischenkihlungsschritte noch essentieller macht.

In einem dritten Setup erfolgte eine Kombination der beiden vorherigen Methoden, in
dem nach der Vorvermahlung neun Zyklen mit den groRen Kugeln, sowie anschlieRend
neun Zyklen mit den kleinen Kugeln inklusive der zugehorigen Zwischenkihlungen
durchlaufen werden. Auf diese Weise wird die Prallwirkung der grolRen Kugeln zu
Beginn der Vermahlung mit der Reibungswirkung der kleinen Kugeln in der zweiten

Halfte des Prozesses kombiniert.

1.2.2 Kryogenvermahlung

Zur Testung einer kryogenen Vermahlung (CryoMill, Retsch) wurden extern weitere
Nanofasern vermahlen. Im Zuge dessen wurde der Mahlbecher (50 mL) mit 400 mg
Nanofasern zusammen mit acht Mahlkugeln (Durchmesser: 12 mm) beftllt und fir
13 min durch eine Umspiilung mit flussigem Stickstoff vorgekiihlt. Die Vermahlung
erfolgte mit neun Zyklen zweiminitiger Vermahlung bei 30 Hz gefolgt von jeweils einer

Minute Zwischenkihlung.

1.2.3  Zerkleinerung via Ultraturrax

Ein zusatzlicher Ansatz zur Degradierung des Grundmaterials unter Erhaltung der
fasrigen Struktur bestand in der Verwendung eines Ultraturrax (IKA T18 basic), dessen
Zerkleinerungsmechanismus auf einem Rotor-Stator-Prinzip basiert. Aufgrund der
Hydrophobizitit (Benetzungswinkel: etwa 94°) 128 wurden 240 mg Polystyrol-Fasern mit
20 mL einer 1 m% Sojalecithin-Lésung vermengt, um die Fasern addquat zu
suspendieren. Um der Schererwdrmung entgegenzuwirken, wurde der gesamte Prozess
auf Eis durchgefihrt. Die Zerkleinerung erfolgte durch einmindtige Schredder-Zyklen
kombiniert mit jeweils finf Minuten Zwischenkihlung. Es erfolgten insgesamt sieben
Minuten Schreddern (sieben Zyklen). AnschlieRend wurde ein Teil der entstandenen

Suspension mithilfe eines Metallsiebes (20 pum, pluriSelect) filtriert.



1.3 Luminophores Labeling

Um das Mikroplastik spiter in Gewebe detektieren zu konnen, wurden verschiedene
Fluorophore sowie Upconverting Nanoparticles (UCNPs) evaluiert und fiir eine spitere

Markierung der MP-Partikel gewahlt.

1.3.1  Auswabhl eines geeigneten Fluorophors

Zur Evaluierung der Fluorophore sowie der Identifizierung derer optimaler Doping-
Bereiche wurden aus den gelabelten Spinninglosungen Polymerfolien durch knife coating
(Messerbeschichtung) hergestellt. Aufgrund derer Absorption im (Ultra)Violetten,
wurden als mogliche Fluorophore 9,10-Diphenylanthracen (DPA) und Perylen evaluiert.
Zur Identifizierung der optimalen Doping-Konzentrationen wurden den
Polymermischungen jeweils verschiedene Fluorphor-Konzentrationen zugesetzt.

Zur Herstellung von Fluoreszenz-gelabelten Polymerfolien durch knife coating wurden
Mylartrager auf einem hausintern gebauten knife coater aufgebracht und die Dicke der
entstehenden Folien mithilfe eines Spacers auf 30 um eingestellt. Nach Zugabe von
330 pL der gewiinschten Polymer-Farbstoff-Losung wurde das Messer iiber die Folie
gezogen, was zu einheitlichen Polymerfilmen fiihrte. Diese wurden anschlieBend bei
80 °C fiir 3 — 4 h getrocknet.

Die gecoateten Folien wurden hinsichtlich ihrer Absorbanz (300 — 700 nm, Schrittweite:
1 nm) und Fluoreszenz mit einem Microplate-Reader (BioTek, Agilent) vermessen. Der
Mittelwert sowie die Standardabweichungen ergaben sich aus Messungen an acht

verschiedenen Stellen der Folie.

1.3.2  Upconverting Nanoparticles (UCNPs) als Label

Als Upconverting Nanoparticles (UCNPs) werden nanoskalige Partikel mit einem
Durchmesser von 1-100 nm beschrieben, die eine Photonenaufwartskonversion
aufweisen. Im Rahmen der Photonenaufwértskonversion erfolgt die Absorption zweier
oder mehrerer einfallender Photonen relativ geringer Energie, welche in ein emittiertes
Photon mit hoherer Energie umgewandelt werden. In der Regel erfolgt die Absorption im
nahen Infrarotbereich, wihrend die Emission im sichtbaren und/oder ultravioletten

Spektralbereich beobachtet wird. Die Anregung durch langwelliges Licht und die daraus



resultiecrende Penetrationstiefe sowie die hohe Photostabilitit > machen UCNPs

besonders interessant fiir Applikationen in Geweben.

1.3.2.1 Synthese von Kern-UCNPs

Zur spéteren Einbettung in Nanofasern und somit MP-Fragmenten, wurden
(Yb,Tm)-gedopte, kubische NaYF4-UCNPs synthetisiert. Hierzu wurden fur Ansatz von
5mmol YCIlsx6 H,O (3,72 mmol, 78%), YbClzx6 H,O (1,25 mmol, 25%) und
TmCl3x6 H20 (0,015 mmol, 0,3%) in Methanol dispergiert und unter Stickstofffluss in
einen Dreihalsrundkolben Giberfithrt. Nach Zugabe von Olsaure (30 mL) und 1-Oktadecen
(50 mL) wurde die Mischung auf 110 °C geheizt und einem einstindigen Vakuum
ausgesetzt. Die Mischung wurde anschliefend auf Raumtemperatur abgekuhlt und
Ammoniumfluorid (20 mmol), Natriumoleat (15,65 mmol) und 1-Oktadecen (25 mL)
hinzugefligt. Nach einer weiteren 50-minutigen Vakuumphase und anschlieRendem
Entgasen der LoOsung wurde die Mischung unter Reflux bis auf 315 °C erhitzt
(16 °C-mint) und dort fiir 20 min gekocht. Im Anschluss wurde die Losung ziigig auf
Raumtemperatur abgekihlt. Zur Aufreinigung wurde das Reaktionsgemisch nach
Prézipitation mit Ethanol bei 3850 g fir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde danach
dreimal in Cyclohexan redispergiert, erneut mit Ethanol geféllt und zentrifugiert. Zuletzt
wurden die Partikel in 30 mL Cyclohexan aufgenommen und ein letztes Mal bei 1200 g
fur finf Minuten zentrifugiert, um Aggregate abzutrennen. Die Lagerung der endgultigen

Dispersion erfolgte bei 8 °C.

1.3.2.2 Ummantelung der UCNP-Kernpartikel

Zur Verbesserung der Upconversions-Effizient wurden die UCNP-Kernpartikel mit einer
inerten NaYFs-Hulle versehen. Zur Ummantelung wurden kubische NaYFs-Partikel als
Vorldufermaterial synthetisiert. Hierbei wurde in einem 10 mmol-Ansatz YClsx6 H>0O
(10 mmol, 100%) in etwas Methanol aufgelost und unter Stickstoff-Fluss in einen
Dreihalsrundkolben eingebracht. Olsaure (80 mL) und 1-Oktadecen (150 mL) wurden
hinzugegeben bevor das Gemisch auf 160 °C erhitzt und ein 30-min(tiges Vakuum
angelegt wurde. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden NHsF (40 mmol) und
NaOH (25 mmol, in MeOH gel6st) zugefiigt und die Reaktion erneut erhitzt, in diesem
Fall auf 120 °C und so fir weitere 30 min gekocht. Es folgte eine weitere Aufheizung auf



240 °C unter Reflux (16 °C-min™t). Im Anschluss wurde die Reaktion schnell auf
Raumtemperatur abgekuhlt und nach dem gleichen Schema wie fur die Kern-Partikel
(s. 1.3.2.1) aufgereinigt.

Um etwa 3 nm dicke Hullen zu generieren, wurden die hexagonalen Kernpartikel in
Cyclohexan (1 mmol), Olsaure (5 mL) und 1-Oktadecen (5 mL) dispergiert, in einen
Dreihalsrundkolben tberfihrt und unter dauerhaftem Stickstoffstrom auf 100 °C erhitzt.
Die kubischen Vorlaufer-Partikel (1,7 mmol) wurden daneben in einem weiteren Kolben
in Cyclohexan, Olsaure (8,55 mL) und 1-Oktadecen (8,55 mL) ebenfalls auf 100 °C
aufgeheizt. Es wurde an beide Kolben ein einstiindiges Vakuum angelegt. Danach wurde
der Kolben mit den Kernpartikeln in Stickstoffatmosphare auf 315 °C (16 °C-min™)
erhitzt. Wahrend der Erhitzung wurden kubisch Hullen-Vorlaufer-Partikel in folgendem
Ablauf mithilfe einer Spritze hinzugegeben: Bei einer Temperatur von 230 °C wurde das
erste Mal 1 mL der Kuben hinzugefugt. Nach Erreichen der 315 °C wurden alle acht
Minuten zunehmend mehr Hullen-Vorlaufer beigefligt, um ein gleichmaRiges
Hillenwachstum zu gewahrleisten. Nach vollstandiger Zugabe der Kuben wurde das
Gemisch fir weitere 8 min auf 315 °C gehalten und anschlieBend wieder zigig auf
Raumtemperatur abgekihlt. Die Aufreinigung erfolgte ebenfalls wie unter 1.3.2.1
beschrieben.

1.3.2.3 Oberflichenmodifikation

Um die synthetisierten UCNPs in die Nanofasern und damit das spatere Mikroplastik
einbetten zu kdnnen, musste ein Ligandenaustausch durchgefuhrt werden, bei dem die
Olsaure-tiberzogenen Partikel in DMF Uberfihrt werden. Fir einen Ansatz von 100 mg
wurden die in Cyclohexan dispergierten Partikel in einen Rundkolben eingebracht und
6 mL DMF unter stetigem Rihren beigemengt. AnschlieRend wurde die Mischung fir
10 min bei 30 °C erhitzt, NOBF4 (150 mg) hinzugefuigt und die Temperatur auf 60 °C
weiter erhoht. Die Reaktion wurde nachfolgend weitere 30 min bei erhéhter Temperatur
und unter erhohter Rihrgeschwindigkeit (1200 rpm) gehalten. Nach einer kurzen
Ultraschall-Behandlung wurden die Partikel durch einen Chlorform-Uberschuss
ausgefallt und das Prézipitat fir 15 min bei 2500 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend in 2 mL DMF redispergiert.



1.3.3  Photobleaching

Um Mikroplastik-Partikel nach deren Applikation z.B. im Gewebe sicher detektieren zu
kdnnen, muss sichergestellt sein, dass der lumineszente Farbstoff tiber lange Zeit und
auch bei zeitweisen Arbeiten im Licht stabil und damit sichtbar bleibt.

Zur Bestimmung des Photobleachings (Ausbleichen durch Licht) bzw. der damit einher
gehenden Uberpriifung der Photostabilitat wurden die knife coated Folien mit einer
Xenonlampe (DPA: 385 nm, Perylen: 405 nm; Bandweite: 16 nm) fiir mehrere Stunden
bestrahlt. Das dabei entstehende Fluoreszenzsignal wurde alle funf Sekunden gemessen
mithilfe eines Spektrofluorometers (AMINCO Bowman Series 2 spectrofluorometer
(AB2), Thermo Spectronics). Alle Messungen wurden auf das urspriingliche
Fluoreszenzsignal zu Beginn des Versuchs (auf 100% gesetzt) bezogen, sodass der
entstehenden Fluoreszenzverlust durch Photobleaching jeweils verfolgt werden konnte.
Aufgrund der bereits belegten hohen Photostabilitat von UCNPs *2° wurde fiir diese auf

eine Ermittlung des Photobleachings verzichtet.

1.3.4  Leaching

Fur Forschung an Effekten von Mikroplastik ist es essentiell, dass beobachtete Effekte
ausschlieBlich in der Applikation der Plastikpartikel begrindet sind. Zur
Qualitatssicherung wurde daher das Ausbluten von DPA und UCNPs aus den
hergestellten Nanofasern untersucht, um eine spétere Toxizitdt des MPs aufgrund
groRerer Mengen austretenden Labels auszuschliel3en.

Zur Quantifizierung des Ausblutens wurden DPA-gelabelte PS-Nanofasern (515,82 mg)
in einen Dialyseschlauch (12-14 kDa) uberfiihrt, in eine Schott-Flasche (100 mL)
uberfuhrt und gegen 80 mL bidestillierten Wassers dialysiert. Das Dialysat wurde jeweils
nach dem ersten Tag, sowie nach zwei, drei, sieben, zehn, 14, 28 und 35 Tagen
vollstéandig ausgetauscht. Im Anschluss wurden die Dialysate je vollstdndig eingedampft,
deren Riickstand durch Spiilen in 1,5 mL Chloroform gel6st und die entsprechenden
Fluoreszenzspektren aufgenommen.

Anhand der Integration des Signals zwischen 421-441 nm wurde das prozentuale
Ausbluten von DPA kalkuliert. Die Gesamtmasse ausgetretenen DPAs wurde mithilfe

einer Kalibrierungsgeraden bestimmt.



Mit den UCNP-gelabelte Nanofasern (325,1 mg) wurde bis zum Eindampfen der
Dialysate identisch verfahren. Anschlielend wurden die Ruckstande in 0,5 mL
konzentrierter Schwefelsaure aufgenommen und mit 9,5 mL Salpetersdure (1,5 M)
versetzt, um die Proben flir ICP-OES-Messungen vorzubereiten. Das Ausbluten der
UCNPs aus der Polymermatrix ergab sich aus dem Verhéltnis der experimentell tber
ICP-OES bestimmten Massen zur theoretischen Masse an UCNPs in den Fasern. Die
theoretische Masse wurde unter der Annahme errechnet, dass die gesamte in die
Spinning-L6sung eingebrachte Masse an UCNPs homogen verteilt in den Nanofasern

vorlag.

14 Einbettung von DPA und UCNPs in die Polymermatrix des MPs

Fiir eine zuverlédssige Integration in das Endmaterial wurden die Luminophore vor dem
Spinning-Prozess in die Basis-Spinningldsung eingearbeitet. Hierzu wurden fiir die
fluoreszierenden DPA-Nanofasern 0,3 m% DPA zur Basis-Spinninglosung hinzugefiigt.
Zur Einbettung der UCNPs in die Fasern wurden 1050 mg Polystyrol mit 3,5 mL in DMF
dispergierten UCNPs (50 mg-mL™") sowie anschlieBend 3,5 mL THF versetzt und iiber
Nacht geriihrt. Die entstandenen gedopten Spinninglosungen wurden wie unter 1.1

aufgefiihrt zu Nanofasern versponnen.

1.5 Charakterisierung der Nanofasern und Mikroplastikpartikel

Bei der Entwicklung von innovativen Materialien ist eine fundierte Charakterisierung der
Probe grundsitzlich ndétig, um deren physikalische und chemische Eigenschaften
beurteilen zu kénnen und z.B. Hinweise zur Arbeit mit dem Material zu entwickeln.

Die selbst erzeugten MP-Partikel wurden daher hinsichtlich ihrer GréBe (SEM), ihrer
Zusammensetzung bzw. Reinheit (FTIR) sowie ihrer Suspendierbarkeit (Zeta-Potential)
untersucht.

Auch bei kommerziell erworbenen Partikeln empfiehlt sich grundsétzlich eine
Qualititskontrolle hinsichtlich Grée und Reinheit. Entsprechend wurden die
zugekauften Partikel, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, ebenfalls per SEM

und FTIR charakterisiert.



1.5.1  Rasterelektronenmikroskopie (SEM)

Zur GroBenauswertung sowie zur genaueren Betrachtung der Form und
Oberfldchenstruktur wurden die vorhandenen Plastik-Materialien (Nanofasern, selbst
generierte MP-Partikel, erworbene MP-Partikel) rasterelektronenmikroskopisch
untersucht.

Hierzu wurde die jeweilige Probe durch Aufkleben mit Kohletape (Nanofasern) oder
Tropfen (Partikel; Suspension in 0,01 v% Triton X) auf einem SEM-Probenhalter
aufgebracht, bei Bedarf iiber Nacht getrocknet und mit einer Gold-Palladium-Mischung
gesputtert. Die Aufnahmen am Rasterelektronenmikroskop (LEO 1530, Zeiss) erfolgten
anschlieend bei 5kV. Es wurden mindestens 8 verschiedene Stellen der Probe
aufgenommen und beziiglich ihrer Groenverteilung ausgewertet.

Die GroBenverteilung wurde mithilfe von ImageJ (jeweils n > 400) und Origin ermittelt.

1.5.2  Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die GroBenbestimmung der synthetisierten UCNPs erfolgte mithilfe von
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Die Probenvorbereitung bestand aus einem
Auftropfen der Partikel in Suspension (1 mg-mL') auf ein Carbon-schichtetes
Kupfergitter (400 Mesh). Im Anschluss wurden an einem
Transmissionselektronenmikroskop (120 kV Philips CM12; FEI GmbH) Aufnahmen der

Proben erzeugt. Zur Ermittlung der GroBenverteilung wurden ImageJ und Origin genutzt.

1.5.3  FTIR-Spektroskopie

Die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie) bezeichnet
eine  Analysemethode, die durch den Einsatz von infraroter Strahlung
Schwingungsinformationen von Molekiilen generiert und so eine Identifikation von

Materialien ermdglicht.

1.5.3.1 Funktionsweise
Wird ein Stoff mit elektromagnetischen Wellen bestrahlt, so absorbiert er bestimmte
Frequenzbereiche. Die Energie infraroter (IR) Strahlung (780 nm bis 1 mm) befindet sich

im Bereich der Schwingungsniveaus von Molekiilbindungen. Durch Absorption von



IR-Strahlung der passenden Energie bzw. Wellenzahl (Kehrwert der Wellenlédnge) werden
die entsprechenden Bindungen zur Schwingung angeregt. Da Molekiilschwingungen im
Bereich von 4000-1500 cm™! fiir bestimmte Atomgruppen charakteristisch sind, eignet
sich die IR-Spektroskopie zur Bestimmung bestimmter Strukturelemente, insbesondere
der funktionellen Gruppen des untersuchten Molekiils. Die hierzu notwendigen
absorbierten Frequenzen sind charakteristisch fiir die jeweiligen Bindungen und
ermdglichen dadurch die Identifizierung eines Materials bzw. von Gemischen. Neben der
Absorption wird gelegentlich auch die Transmission der Wellenlédngen als Mal3 genutzt.

Aus Zeiteffizienzgriinden werden heutzutage vorwiegend FTIR-Spektrometer verwendet,
die durch Fourier-Transformation eine gleichzeitige Messung aller Wellenldngen

ermoglicht, anstatt sequenzierter Messungen mit isolierten Wellenlédngen.

1.5.3.2 Probenvermessung

Analysiert wurden sowohl die kommerziell erworbenen MP-Partikel (PS sphérisch,
PS asphirisch, PP sphirisch, PET asphérisch; jeweils mit Perylen markiert), als auch die
eigens hergestellten PS-MP-Fragmente.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte an einem FTIR-Spektrometer (Cary 630; Agilent)

mithilfe der Software MicroLab. Zur Auswertung und Darstellung wurde Origin genutzt.

1.54 Zeta-Potential

Anhand des Zeta-Potentials konnen Aussagen iiber die Suspendierbarkeit von Partikeln
getroffen werden. Da die produzierten MP-Partikel in Suspension appliziert werden

sollten, wurde das Zeta-Potential des MPs ermittelt.

1.5.4.1 Grundlagen

Befindet sich ein geladenes Teilchen bzw. ein geladener Partikel in einem
Dispersionsmedium, sammeln sich an seiner Grenzschicht viele Gegenionen dicht
gepackt an (Stern-Schicht). Da hierdurch meist noch keine vollstindige Neutralisierung
der Kernladung erfolgt, schlieBt sich an die Stern-Schicht noch eine weitere Ansammlung
aus lonen (diffuse Schicht) an. Je dicker diese Schicht wird, desto weiter geht die

Nettoladung gegen Null. Bewegt sich das Teilchen bzw. der Partikel nun im Medium, z.B.



durch eine angelegte Spannung, so kommt es zur Scherung dieser Schicht und damit einer
Anderung der Nettoladung. Das hierbei entstehende elektrokinetische Potential an der
Grenze zwischen der mit dem Partikel wandernden und der ruhenden Phase des
Dispersionsmittels (Scherebene) wird Zeta-Potential { genannt.

Das Zeta-Potential ist somit abh&ngig von der Bruttoladung des Teilchens, der
lonenstarke des Mediums, des pH-Werts und der Schergeschwindigkeit. Zu einem
Anstieg des Zeta-Potentials flihrt beispielsweise eine zunehmende Scherung des Systems,
ein hoheres Nernst-Potential oder eine sinkende lonenkonzentration im Ldsungsmittel,
da in diesem Fall weniger lonen gegenwartig sind, um die Ladung des Partikels zu
kompensieren.

Nach der DLVO-Theorie (entwickelt von Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) ist fur
die Stabilitat einer Dispersion entscheidend, dass die AbstolRungskréfte (elektrostatisch)
die Anziehungskrafte (Van-der-Waals-Kréfte) tiberwiegen. VVon einer stabilen Dispersion
wird hierbei ab einem Zeta-Potential von > +30 mV ausgegangen *°.

1.5.4.2 Messung

Zur Bestimmung des Zeta-Potentials wurden die ungelabelten MP-Partikel in einer
Konzentration von 1 mg-mL™" in destilliertem Wasser suspendiert und in speziell dafiir
vorgesehenen Kiivetten dreifach mithilfe eines ZetaSizers (Nano ZS, Malvern)
vermessen.

Die Messung mittels ZetaSizer basiert auf Laser-Doppler-Anemometrie (LDA). Bei der
LDA wird ein Laserstrahl in zwei separate Strahlen geteilt, die sich am Messpunkt
kreuzen und dort ein Interferenzstreifenmuster ergeben. Bewegt sich ein Partikel durch
das Medium, begriindet er ein Streulichtsignal am Photodetektor, dessen Frequenz
proportional zur Geschwindigkeitskomponente ist. Aus diesem Signal wird die

elektrophoretische Mobilitdt und daraus das Zeta-Potential ermittelt.



2. Tierversuch zur Distribution und Ausscheidung von

Mikroplastik-Fragmenten

Dieser Versuch diente der quantitativen Bestimmung der Distribution von Mikroplastik
im Organismus. Diese Distributionsanalyse sollte Aufschluss dariiber geben, welche
Organe von einer Ansammlung der Plastikpartikel besonders betroffen sind und somit
richtungsweisende Erkenntnisse fiir weiterfithrende, organspezifische Untersuchungen
liefern. Die Distribution wird nach einmaliger und chronischer (7 Tage) Applikation
bestimmt. Zu Analysezwecken wurden fiir diesen Teil der Arbeit UCNP-markierte

Mikroplastik-Fragmente verwendet.

2.1 Versuchstiere

Der Tierversuch wurde an Méusen durchgefiihrt, da diese den Einsatz von genetisch
veranderten Modellen fiir Folgestudien ermdglichen.

Es wurden Miuse des Stamms 129S2/SvPasOrlRj (Janvier-Labs) gewdhlt, da Sie
versuchstechnisch gesehen eine akkurate Beantwortung der Fragestellung erlauben und
durch ihren guten genetischen Hintergrund sowie ihre guten Zuchteigenschaften die
Moglichkeit zu genetischen Verdanderungen in Folgestudien bieten.

Es wurden adulte Tiere verwendet, die zu Versuchsbeginn 6 Wochen alt waren.

Das  Geschlecht der Maiause wurde auf minnliche Tiere beschrinkt.
Geschlechtsspezifische Unterschiede konnten zwar relevant sein, der Versuch sollte
jedoch als Pilotversuch grundlegende Fragen beantworten und daher zusétzliche
Variablen, wie das Geschlecht, vorerst ausklammern.

Es wurden insgesamt 10 Tiere in den Versuch eingeschlossen, die auf zwei Fiinfer-
Gruppen aufgeteilt wurden.

Die Tiere wurden in ihren Gruppen in klimatisierten Haltungsraumen gehalten
(Raumtemperatur: (22 + 2) °C; Luftfeuchtigkeit: (55 = 10)%; Luftwechsel: 16/h; Zuluft
mit Schwebstoftfiltern), Hell- und Dunkelphase wechselten sich alle zwolf Stunden ab.

Die Tiere erhielten Futter sowie Wasser ad libitum.



2.2 Appliziertes Plastik und erwartbare Risiken

Die Plastikpartikel fiir diesen Tierversuch bestanden aus Mikroplastik-Fragmenten, in die
Ytterbium-haltige UCNPs fest eingebettet waren (siehe 1.3.2). Ytterbium konnte in der
spateren  Analyse  durch  Messungen an einem ICP-OES  (Optische
Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma) quantitativ nachgewiesen
werden und ermoglichte so eine Riickrechnung auf den Plastikgehalt in den einzelnen
Proben. Da die quantitative Analyse nicht auf der Messung des Plastiks, sondern der
speziellen Markierung des Plastiks beruhte, konnte auf eine Kontrollgruppe verzichtet
werden. Kontroll-/Blank-Messungen hétten immer Null ergeben, da die Tiere nicht
anderweitig mit dem gemessenen Y tterbium in Kontakt hitten kommen kénnen, als durch

die Applikation der markierten Plastikpartikel.

2.3 Aufbau des Tierversuchs und erwartbare Risiken

Die zehn Versuchstiere wurden in zwei Gruppen zu je fiinf Tieren unterteilt. Einer Gruppe
wurden einmalig je 10 mg der speziellen MP-Fragmente appliziert, um eine akute
Exposition zu simulieren, der anderen Gruppe wurden je 10 mg der Partikel téglich {iber

einen Zeitraum von sieben Tagen verabreicht, um eine chronische Aufnahme abzubilden.
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Abbildung 3: Schematischer Ablauf des Tierversuchs der Gruppen "akut" (A, links) und "chronisch" (B, rechts).

Vor Versuchsstart durchliefen alle Tiere zur Stressreduktion eine einwochige
Akklimatisierungsphase, die eine Gewdhnung an die Versuchsdurchfiihrende, das

Handling und die metabolischen Kifige beinhaltete.



AnschlieBend wurden den Méusen im Alter von sieben Wochen einmalig (Gruppe ,,akut®)
bzw. tiglich iiber einen Zeitraum von sieben Tagen (Gruppe ,,chronisch®) 10 mg
UCNP-markierten Mikroplastiks in 200 uL Suspensionsmedium (1% Sojalecithin in
destilliertem Wasser) (¢ = 50 mg-ml™!) iiber eine orale Gavage (Schlundsonde, 19G, 7 cm
lang) direkt in den Magen appliziert. Auf diese Weise wurde eine genaue Dosierung
gewihrleistet.

Interne Vorversuche und Hochrechnungen hatten ergeben, dass die Ytterbium-
Nanopartikel mit einem sehr geringen Anteil (ca. 0,2%) aus dem Plastik austreten konnen.
In diesem Fall 16sen sich die Ytterbium-Partikel schnell auf und setzen das Ytterbium
frei. Ytterbium besitzt eine LDso (Dosis, bei der 50% der Tiere versterben) von
6700 mg/kg bei peroraler Applikation 13!, was fiir eine 25 g schwere Maus 167,5 mg
Ytterbium bedeuten wiirde. Selbst bei siebentégiger Applikation von 10 mg Plastik pro
Tag ergeben sich an Gesamtmasse (Plastik + Ytterbium-Nanopartikel) nur 70 mg, von
denen Ytterbium einen sehr kleinen Bruchteil darstellt. Von diesem kleinen Bruchteil
wiirden wiederum maximal 0,2% aus dem Plastik austreten. Entsprechend blieb die
Menge an Ytterbium in diesem Versuch weit unterhalb der Toxizititsgrenze von
Ytterbium und es war von keiner Beeintrachtigung der Tiere durch die Markierung

auszugehen.

24 Probengewinnung

Um das applizierte UCNP-MP quantitativ wiederfinden zu konnen, sollten alle moglichen
Verbleibe des Plastiks erfasst werden. Konkret bedeutete dies eine Sammlung der
Exkremente fiir den Fall einer Ausscheidung mit dem Urin oder den Fézes, daneben eine
Entnahme ausgewdhlter Organe sowie die Aufbewahrung und Analyse des verbleibenden
Korpus.

Wichtig war zudem, die genauen Mengen des tatsdchlich iliber eine Schlundung
verabreichten Plastiks zu kennen. Hierzu wurden drei Proben zu unterschiedlichen
Zeitpunkten so in Schmelztiegel so eingebracht, wie sie eine Maus im Magen erreichen

wiirden (,,100%-Proben®).



2.4.1  Metabolische Kiifige

Zur quantitativen Sammlung von Urin und Féazes, wurden die Tiere iiber 23 h einzeln in
metabolischen Kéfigen gehalten, nachdem ihnen die Plastikpartikel das letzte Mal oral
verabreicht wurden. Es folgte mindestens zweimal taglich eine Inaugenscheinnahme der
Tiere. Die Sammlung von Urin und Fézes diente der anschlieBenden quantitativen
Bestimmung der Plastikpartikel darin. Die Exkremente wurden zur quantitativen

Erfassung direkt in den Tiegeln aufgefangen, in denen die spitere Verarbeitung erfolgte.

24.2 Organentnahme

Alle Tiere wurden tierschutzgerecht mittels zervikaler Dislokation unter Isofluran-
Narkose getotet und anschlieBend ausgewdéhlte Organe zur Untersuchung der Partikel-
Verteilung im Korper entnommen. Nach der Eroffnung des Abdomens wurden der Darm,
das Pankreas, die Milz, die Leber, die Hoden, der Magen sowie beide Nieren und
Nebennieren herausgenommen. AnschlieBend wurde nach Durchtrennung des
Diaphragmas der Thorax erdffnet, um Herz und Lunge zu entnehmen. Zuletzt wurde die
Schédeldecke durchbrochen, um das Gehirn freizulegen und herauszulosen.

Der nach den Entnahmen iiberbleibende Mauskorpus (nachfolgend ,,Korpus* genannt)
wurde zur spiteren Analyse pripariert, um den gesamten Organismus abbilden zu
konnen.

Alle entnommenen Organe sowie die zugehorigen Korpusse wurden zur spdteren

Aufarbeitung in Schmelztiegel entsprechender GroB3e eingewogen.

2.5 Kremierung der 100%-Proben, Organe, Exkremente & Korpusse

Zur spiteren Analyse mussten sdmtliche Proben kremiert werden. Hierzu wurden die
100%-Proben, Organe, Exkremente und Korpusse bei 90 °C fiir 48 h zur Massekonstanz
getrocknet. AnschlieBend wurden die 100%-, Organ- und Exkrement-Proben in einem
Muftelofen so schnell wie moglich auf 800 °C erhitzt und fiir 24 h bei dieser Temperatur
verascht. Fiir die Korpusse wurde der Ofen {iber eine Zeitspanne von 24 h langsam
aufgeheizt und die Proben ebenfalls iiber 24 h verascht. Zur Verbesserung des
Veraschungsvorgangs wurden kleine Abstandshalter aus Quarzglas zwischen den

Schmelztiegeln und deren Deckeln angebracht, die eine Luftzirkulation ermdglichten.



2.6 Auswertung durch optische Emissionsspektrometrie mit induktiv

gekoppeltem Plasma

Die optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES)
beschreibt eine Methode, die die qualitative sowie quantitative Analyse von Elementen
in sehr niedrigen Konzentrationen erlaubt. Ublicherweise liegen die Proben hierzu in

fliissiger bzw. verfliissigter Form vor.

2.6.1  Funktionsprinzip

Die ICP-OES-Analytik basiert auf der Tatsache, dass Elemente ionisiert und zur Emission
von Licht elementspezifischer Wellenldngen (Spektrallinien) angeregt werden kénnen,
wobei die Lichtintensitét proportional zur Menge des Elements ist.

Das Kernstiick eines ICP-Emissionsspektrometers bildet ein mehrere tausend Grad
Celsius heiles induktiv gekoppeltes Argon-Plasma. Basis dieser induktiven Kopplung ist
eine von Argon durchstromte Kupferspirale, die mit einer Radiofrequenz-Strahlung
iiberlagert wird. Dies fiihrt zur Induktion eines Wechselstroms in der Spule, der in selbiger
sowohl ein elektrisches als auch ein magnetisches Feld erzeugt. Dem Argon werden durch
Zindfunken Elektronen entrissen, die anschlieBend im Magnetfeld Beschleunigung
erfahren und mit anderen Argon-Atomen kollidieren. Diese Kollisionen fiihren zur
Freisetzung weiterer Elektronen und l6sen somit eine Kettenreaktion aus. Infolgedessen
entsteht ein Plasma aus Elektronen, Argon-lonen und Argon-Atomen.

Ublicherweise wird eine fliissige Probe iiber ein pneumatisches Zerstiubersystem als
Aerosol in das induktiv gekoppelte Argon-Plasma eingebracht, das zur Atomisierung der
enthaltenen Elemente fiihrt und so zur Lichtemission anregt. Das erhaltene Licht wird im
Anschluss in dezidierte Wellenlédngen aufgespalten, die zur Identifikation der Elemente
genutzt werden (qualitative Analyse). Desweiteren werden die Lichtintensititen dieser
elementspezifischen Wellenldngen detektiert und ermdglichen aufgrund ihrer

Proportionalitit zur Menge eines enthaltenen Elements eine quantitative Analyse.

2.6.2  Probenvorbereitung
Um die Proben nach der Veraschung fiir die ICP-OES-Messungen aufzuschliefen,
wurden diese in ithren Schmelztiegeln fiir 30 min in halbkonzentrierte Salpeterséure

(100%-Probe/Organe/Exkremente: 2 mL; Korpusse: 4 mL) inkubiert und 4x fiir



30 Sekunden in einer Mikrowelle bei 600 W erhitzt. Nachfolgend wurde den Organ- und
Exkrementproben konzentrierte Schwefelsdure beigefiigt (0,5 mL). Auf diesen Schritt
wurde fiir die Korpusse verzichtet, da dieser zu einer Prézipitation groflerer Mengen
Calciumsulfat fiihren wiirde. Die erhaltenen Losungen wurden in Schnappdeckelgldser
tiberfiihrt und die Tiegel mit bidestilliertem Wasser (100%-Probe/Organe/Exkremente:
7,5 mL; Korpusse: 16 mL) nachgespiilt. Im Anschluss wurden die Proben mithilfe eines

hydrophilen 0,45 um PTFE-Filter filtriert.

2.6.3 Kalibrierung

Die Geritekalibrierung erfolgte mithilfe eines Multielement-Standards (PerkinElmer).
Zur Erstellung einer Kalibrierungsgeraden wurden verschiedene Massen an UCNP-MPs
(0,5 mg, 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg; n=3) in Schmelztiegel eingewogen. Nachfolgend
wurden die Proben — identisch zu den Mausproben — bei 90 °C fiir 4 h zur Massekonstanz
getrocknet und anschlieend bei 800 °C iiber 24 h verascht, um die UCNPs aus der
Polystyrol-Matrix freizulegen. Um die UCNPs im Anschluss via ICP-OES detektieren zu
konnen, mussten diese in lonen zerlegt werden. Hierzu erfolgte eine 30-miniitige
Inkubation in konzentrierter Schwefelsdure (0,5 mL), gefolgt von einer einminiitigen
Ultraschallbehandlung. Zuletzt schloss sich eine Zugabe von Salpetersdure (1,5 M;
9,5 mL) an.

Die entstandene Losung wurde via ICP-OES vermessen, um die Konzentrationen von
Yttrium (Y®"), Thulium (Tm®") und Ytterbium (Yb®) zu bestimmen. Aus der
Konzentration der Ionen und der Zusammensetzung der UCNPs erfolgte eine
Riickrechnung auf die enthaltene Masse der UCNPs, welche fiir die Kalibriergeraden
gegen das eingesetzte UCNP-MP aufgetragen wurde.

2.6.4  Messvorgang und Auswertung

Die Bestimmung der Ionen-Konzentrationen und der daraus errechneten UCNP- und MP-
Konzentrationen erfolgte mittels ICP-OES (SPECTROBLUE FMX36, SPECTRO).

Fiir die 100%- sowie die Fizesproben wurde mithilfe eines Kalibrierbereichs fiir Y** und
Yb** von 1-20000 ppb und fiir Tm** von 1-1000 ppb vermessen. Fiir alle weiteren Proben
wurde eine Kalibrierung zwischen 1-1000 ppb fiir alle drei Ionen verwendet.

Die 100%- und Fézesprobe wurden 1:5 verdiinnt, um in den Kalibrierbereich zu fallen.



Alle Messungen erfolgten dreifach. Der Mittelwerte sowie die Standardabweichungen
wurden von der integrierten Gerdtesoftware kalkuliert. Die Auswertung der

ICP-OES-Ergebnisse erfolgte mithilfe von Excel.

3. Pilotstudie zu Effekten von Mikroplastik auf die Niere

Ziel des Tierversuchs war es, neue Einblicke in die Effekte der oralen Aufnahme von
Mikroplastik zu gewinnen. Der Fokus sollte hierbei auf der strukturellen Integritét sowie
Funktionalitdt der Niere liegen. Daneben wurde eine Auswahl an Organen auf ihr
Plastikvorkommen untersucht. Eingesetzt wurden MP-Partikel verschiedener Form und
Polymerzusammensetzung sowie eine Kontrollgruppe, um mdgliche Auswirkungen

dieser Variablen auf die Biotoxizitat feststellen zu kénnen.

3.1 Versuchstiere

Die Auswahl der Versuchstiere erfolgte analog zu der Beschreibung unter 2.1.
Entsprechend wurde auch dieser Tierversuch mit ausschlieBlich ménnlichen Tieren der
Linie 129S2/SvPasOrlRj mit einem Alter von 6 Wochen zu Versuchsbeginn durchgefiihrt.
Von den in Tierversuchen haufig eingesetzten C57BL/6-Miusen wurde abgesehen, da
diese  hohere  Resistenzen  gegeniiber  chronischen  Nierenerkrankungen,
Glomerulosklerose sowie interstitieller Fibrose aufweisen '*2,

Auch in diesem Versuch wurden adulte Tiere verwendet, die zu Versuchsbeginn 6 Wochen
alt waren. Bei deutlich dlteren Tieren hitte aufgrund der Alterungsprozesse und der damit
verbundenen geringeren Regenerationsfahigkeit generell von einer hoheren Belastung
durch den Tierversuch ausgegangen werden miissen.

Das Geschlecht der Mause wurde erneut auf mainnliche Tiere beschrinkt, um die
Geschlechtsvariable in der Fragestellung dieses Pilotversuchs auszuschlieB3en.

Generell hat sich die Niere das ménnlichen Organismus als sensibler fiir exogene Noxen
erwiesen 132, sodass fiir diesen Pilotversuch das sensibelste Modell gewihlt wurde, um
auch die Identifikation moglicher geringfiigige Effekte zu ermdglichen.

Der Tierversuch wurde als kommerzieller, externer Tierversuch bei Janvier-Labs

(Frankreich) durchgefiihrt.



3.2 Struktur des Tierversuchs

In diesem Tierversuch wurden 30 Méuse in fiinf Gruppen zu je sechs Tieren unterteilt.
Eine dieser Gruppen diente als Kontrollgruppe und erhielt das Suspensionsmedium
(1% Sojalecithin in destilliertem Wasser) ohne Mikroplastik fiir 5 bzw. 10 Tage (je drei
Tiere). Die iibrigen vier Gruppen erhielten Mikroplastik der gleichen Grof3e, allerdings in
Form oder Zusammensetzung verschieden. Als Polymere wurden Polystyrol (PS),
Polypropylen (PP) sowie Polyethylenterephthalat (PET) eingesetzt. Zur Evaluation des
Einflusses der Plastikform wurden sphirische (runde) sowie asphédrische Partikel
(Fragmente) genutzt. Konkret wurden den Gruppen folgende Varianten appliziert:
sphérisches PS (50 um), asphérisches PS (20-50 um), asphérisches PP (20-50 um) oder
asphérisches PET (20-50 um). Die spezifischen GréBenangaben entstammten dem
Hersteller (BS-Partikel) und wurden intern zu Qualitdtszwecken tiberpriift.

In den fiinf Gruppen wurden je drei Tieren fiir 5 Tage und drei Tieren fiir 10 Tage tdglich
das entsprechende Mikroplastik bzw. das reine Suspensionsmedium appliziert. Die
Applikation erfolgte direkt in den Magen mithilfe einer Schlundsonde (orale Gavage).
Hierbei wurden téglich 2,5 mg des unterschiedlichen Mikroplastiks in Form von 200 pL.
der MP-Partikel in Suspensionsmedium (¢ = 12,5 mg-ml™') in die M#use eingebracht.
Die Menge des oral applizierten Mikroplastiks pro Tag orientierte sich an einer aktuellen
wissenschaftlichen Veroffentlichung, die fiir den Menschen eine tdgliche orale Aufnahme
von 0,1-5 mg kalkulierte *®. Ausgehend davon, dass die obere Grenze der Schitzung von
5 g pro Tag von einem Menschen mit 75 kg aufgenommen wird, entsprechen 2,5 mg pro
Tag in einer etwa 25 g schweren Maus, dem 10fachen dessen, was ein Mensch
voraussichtlich zu sich nimmit.

Nach Abschluss der Schlundungsperiode wurden die Tiere in die Laboratorien der
Universitdt Regensburg tiiberfiihrt und es fand eine Toétung zu wissenschaftlichen

Zwecken wie nachfolgend beschrieben statt.

33 Organentnahme

Nach zervikaler Dislokation unter Isofluran-Narkose wurden die Tiere abdominell
eroffnet. AnschlieBend wurde nach vorsichtiger Freilegung der Bauchgefi3e die Vena
cava mit einer Klemme gestaut und eine kleine Inzision an der abdominalen Aorta gesetzt.

Mithilfe eines GefidBdilatators wurde die Schnittstelle leicht aufgespreizt, sodass eine



stumpfe Butterflykaniile eingefiihrt werden konnte. Die Kaniile wurde mit einer Klemme
in ihrer Position fixiert. Nachdem die Klemme an der Vena cava entfernt war, wurde das
Tier iiber die Kaniile mit 0,9%iger NaCl-Ldsung, die einen Zusatz von 1% Heparin zur
Gerinnungshemmung enthielt, blutleer gespiilt bevor die postmortale Perfusionsfixierung
mit 3% PFA in PBS (filtriert, pH 7,41) erfolgte.

Bei der Perfusionsfixierung mit PFA, einem Polymer des Formaldehyds, werden Proteine
und Nukleinsduren reversibel quervernetzt, wodurch z.B. Autolyseprozesse unterbunden
werden und das Gewebe somit in seinen originalen Auspridgungen erhalten bleibt.

Nach Abschluss der Perfusion wurden proximale und distale Anteile des Diinndarms, der
Magen, die Nieren, die Leber, die Hoden sowie Teile der Quadrizeps-Muskulatur des
rechten Hinterbeins fiir spitere Analysen entnommen.

Nachfolgend wurde das Diaphragma durchtrennt und der Thorax erdftnet, um Herz und
Lunge zu entnehmen. Abschlieend wurde das Gehirn aus der Schiadelhohle freigelegt

und unter Erhalt der Struktur herausgelost.

34 Kryokonservierung des Gewebes

Die Organe wurden im Anschluss an die Entnahme fiir mindestens 24 h in einem
speziellen Puffer (200 mL PBS, 133 mL PFA (3%), 32 g Saccharose) zur Vorbereitung
auf die nachfolgende Kryokonservierung gelagert. Wéahrend PFA der Nachfixierung
diente, wurde die Saccharose als Kryoprotektor eingesetzt, da sie dank ihrer zahlreichen
Hydroxylgruppen die Féhigkeit hat, Proteine zu stabilisieren und sie so vor Schadigungen
durch den FEinfrierprozess zu schiitzen. Dariiber hinaus stort Saccharose die
Kristallbildung und begiinstigt somit einen amorphen Zustand.

Nachdem eine ausreichende Permeation des Gewebes durch den Puffer sichergestellt war,
wurde es in Kryo-Rohrchen iiberfiihrt und in ein Dewar-Gefall mit fliissigem Stickstoff
(-196 °C bei 1 atm) eingebracht.

Nachdem die Proben vollstindig durchgefroren waren, wurden sie ziigig aus dem Dewar-
GefdB in einen abgedichteten Tank mit fliissigem Stickstoff zur langfristigen Lagerung

transferiert.



4. Isoliert perfundierte Nieren der Maus

Unter der Annahme, dass MP-Fragmente die Niere im Organismus auf dem Blutweg
erreichen, wurde das Modell der isoliert perfundierten Niere (ipN) verwendet, um eine

Deposition der Fragmente in der Niere zu simulieren.

4.1 Ablauf der ipN

Im Rahmen von ipN-Experimenten erfolgt eine Perfusion der Niere tber die Nierenarterie
mit einem Puffer, welcher das zu untersuchende Kunststoffmaterial beinhaltet. Die ipNs
wurden nach Schweda et al. 3 mit Mausen (Hintergrund: C57BL/6) als Nierenspender
und den kommerziell erworbenen PS-Fragmente (Herstellerangabe: 20-50 um) im
Perfusionskreislauf durchgefuhrt. Die Totung der Tiere erfolgte durch zervikale
Dislokation vor der Eroffnung der Bauchhdhle. Im né&chsten Schritt wurde die Aorta distal
der  Nierenarterie abgeklemmt, die Mesenterialarterie ligiert und eine
Metallperfusionskanile in die abdominale Aorta eingefuhrt. Im Anschluss wurde die
Aortenklemme entfernt und die Kanile bis zum Ursprung der rechten Nierenarterie
vorgeschoben, wo sie fixiert wurde. Im Anschluss an die Ligatur der Aorta im proximalen
Bereich der rechten Nierenarterie wurde die Perfusion initiiert. Im Anschluss wurde die
rechte Niere entnommen, in eine thermostatisierte Befeuchtungskammer gelegt und bei
einem konstanten Druck von 100 mmHg mit einer modifizierten Krebs-Henseleit-Losung
mit physiologischen Aminoséuren und Glukose perfundiert. Das Perfusionsmedium
wurde zur Funktionserhaltung kontinuierlich gegen ein gréfieres Volumen der gleichen
Losung dialysiert.

Zum Zwecke der reinen Lokalisation von Plastikpartikeln im Nierengewebe nach
Eintreffen tber die Blutbahn wurden ipNs nach obiger Bescheibung fir 45 min mit 1 mg
bzw. 5 mg perfundiert.

Fir die Untersuchungen zur Funktion der Filtrationsbarriere wurden die Nieren auf die
oben beschriebene Weise fir 45 min perfundiert bevor dem Perfusionsmedium ein
fluoreszenzgelabeltes Albumin (Alexa-BSA 594®) fiur eine Perfusionsdauer von
weiteren 10 min hinzugefligt wurde. Diese Versuche erfolgten alle mit 0,5 mg
Mikroplastik.



SchlieRlich wurden alle Nieren mit 3% Paraformaldehyd (pH 7,4) fir die nachfolgende

histologische Analyse perfundiert.

4.2 Auswertung des Alexa-BSA-Versuchs

Fiir die Auswertung dieses Albumin-Versuchs wurden drei ipNs angefertigt. Jede ipN
wurde vollstidndig histologisch prapariert und mit Phalloidin-647 gefarbt (s. 5.1, 5.2 und
5.3). Die Proben zeigten demnach bis zu drei fluoreszente Merkmale: Mikroplastik
(Anregung bei 405 nm), Albumin (Anregung bei 561 nm) und F-Aktin-Strukturen durch
die Phalloidin-Farbung (Anregung bei 633 nm). Die 200 um-dicken Nieren-Schnitte
wurden im Anschluss am Konfokalmikroskop untersucht. Hierbei wurden Aufnahmen
jedes Glomerulums angefertigt, bei dem ein Ubergang in den proximalen Tubulus
mikroskopisch klar ersichtlich war. Im Zuge der Mikroskopie wurden alle sichtbaren
Ebenen des entsprechenden Glomerulus auf die Anwesenheit von Mikroplastik
untersucht und die Glomeruli auf diese Weise in eine Kontrollgruppe (kein Mikroplastik
sichtbar) und eine Mikroplastik-Gruppe (Mikroplastik sichtbar) aufgeteilt.

Die semiquantitative Analyse ist schematisch in Abbildung 4 zu sehen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Albumin-ipN-Auswertung anhand von mikroskopischen Aufnahmen.



Der entsprechende Glomerulus wurde seiner Grof3e entsprechend eingekreist und ein Lot
mit der Lange von 10 um auf den Kreis gefillt, welches in den Beginn des proximalen
Tubulus gerichtet war. Ab dieser Grenze von 10 um Abstand zum Glomerulus wurden die
Zellen des sich anschlieBenden proximalen Tubulus umrandet. Fiir diese Areale wurden
von der Software (ZEN lite) Fluoreszenzintensitdten pro markierter Flache ausgegeben.
Je lidnger ein Lichtweg im Gewebe ist, desto mehr Licht wird aufgrund von
Streuungsphdnomena absorbiert. Entsprechend kommt bei der Mikroskopie tiefer
liegender Gewebsanteile weniger Licht am Anregungsort an und gleichzeitig auch
weniger Emissionslicht zum Detektor zuriick. Um dieser Tatsache beizukommen, wurde
die Fluoreszenzintensitit bei 561 nm-Anregung durch die Fluoreszenzintensitit bei
633 nm-Anregung (identische Flache) dividiert. Der Quotient der beiden Intensititen
wurde demnach zur Normalisierung auf die Gewebstiefe genutzt, um alle Aufnahmen

innerhalb einer ipN miteinander vergleichen zu konnen.

4.3 Statistische Auswertung

Es erfolgten zwei Arten der Auswertung. Zum einen wurden die drei ipNs jeweils einzeln
statistisch ausgewertet, indem die Fluoreszenzquotienten der Kontroll- und
Mikroplastikgruppe innerhalb einer ipN miteinander verglichen wurden. Hierbei wurde
ein Test auf Normalverteilung durchgefiihrt (Shapiro-Wilks-Test), auf den nach
negativem Ergebnis (nicht normalverteilt) ein Mann-Whitney-U-Test als nicht
parametrischer Test folgte.

Zum anderen wurden die Mittelwerte aller drei ipNs auch zusammen statistisch
ausgewertet. Da aufgrund der interindividuellen Unterschiede die Werte einer
Mikroplastik-Gruppe immer nur auf die Werte der Kontrollgruppe derselben ipN bezogen
werden konnen, wurde eine zusétzliche Normalisierung innerhalb jeder ipN durchgefiihrt.
Hierzu wurde jeweils der Mittelwert der Mikroplastikgruppe durch den Mittelwert der
zugehorigen Kontrollgruppe dividiert. Dieses Vorgehen ergab den normalisierten
Mittelwert der Mikroplastikgruppe (Fold Change zur Kontrollgruppe). Der Mittelwert der
Kontrollgruppe wurde anschlieBend auf 1,0 (100%) festgesetzt. Da die vorhandene
Stichprobengrofle von n =3 war zu gering, um einen aussagekriftigen Test hinsichtlich
Normalverteilung durchzufiihren, wurde fiir die statistische Auswertung davon

ausgegangen, dass die Proben normalverteilt sind. Es wurde ein zweiseitiger, ungepaarter



t-Test durchgefiihrt, da die zusammengehorigen Werte (Kontrollgruppe und
Mikroplastik-Gruppe derselben ipN) durch die Normalisierung auf die Kontrolle bereits
einander zugeordnet worden waren. Der ungepaarte t-Test ist dariiber hinaus

weitestgehend robust gegentiber Verletzungen der Normalverteilungsannahme.

5. Histologische Aufbereitung zur strukturellen Beurteilung des

Nierengewebes und weiterer Organproben

Im Zuge dieser Arbeit erfolgte eine histologische Aufbereitung zur Beurteilung der
isoliert perfundierten Nieren sowie der entnommenen Organe des externen Tierversuchs.
Dies diente der Evaluation der strukturellen sowie funktionellen Integritit der Nieren,

zudem einem Screening auf Vorhandensein von Mikroplastik in weiteren Organen.

5.1 Einbettung der Organe und Anfertigung von Gewebsschnitten

Zunichst galt es die kryokonservierten Organe ziigig aufzutauen, um wie unter 3.4
beschrieben eine Kristallisation des Glaswassers im Ubergang zu fliissigem Wasser und
die damit verbundene Volumenexpansion zu vermeiden. Zu diesem Zweck wurden die
Kryo-Cups, die die Proben enthielten, direkt nach Entnahme aus dem Stickstofftank in
ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad eingebracht.

Wihrend die Proben vollstindig auftauten, wurde eine ausgehértete Losung aus
3% Agarose in PBS in einem weiteren Wasserbad bei 80 °C zu einem viskosen Fluid
aufgeschmolzen. Die einzubettenden Organe wurden nachfolgend aus den Kryo-Cups in
einzelne Aluminium-Schélchen (Durchmesser ca. 1,5 cm) tiberfiihrt und mit der viskosen
Agarose-Losung iiberzogen, bis sich oberhalb der Organe eine glatte, horizontale
Oberflache in den Schélchen bildete. Die Proben verblieben so iiber mind. eine Stunde
unbewegt in den Schélchen, sodass die umgebende Agarose wieder vollstindig erhérten
konnte.

Zur Anfertigung der zu farbenden Schnitte wurde ein Vibratom (VT1200S, Leica)
genutzt. In den Proben konnte Mikroplastik von Durchmessern von bis zu 50 um

enthalten sein, entsprechend wurde eine Schnittdicke gewihlt, die ein Verbleiben der



MP-Partikel im Gewebe ermdglichte und das Risiko eines Herauslosens der Partikel
wihrend des Schneideprozesses minimierte, ohne dabei Gewebe zu verschwenden.
Aufgrund der weicheren Gewebsstruktur wurde fiir Hoden eine Schnittdicke von 200 pm
gewihlt. Alle weiteren Organe, abgesehen von Magen und Diinndarm (sowohl proximal
als auch distal), wurden auf 150 pm geschnitten.

Préparate des Magen und des Diinndarms (sowohl proximal als auch distal) wurden nicht
am Vibratom geschnitten, sondern zur histologischen Farbung sowie mikroskopischen
Analyse lediglich ldngs aufgeschnitten, da ihre Gewebsflexibilitdt keine sauberen
Schnitte am Vibratom ermdglichte und die geringe Gewebsdicke sich fiir eine direkte
Einbettung des aufgeklappten Organs eignete. Entsprechend wurden diese Proben nach
Auftauen nicht in Agarose eingebettet.

Alle Schnitte bzw. Proben wurden grundsétzlich zwischen zwei Deckgldsern mithilfe
eines Spacers (iSpacer®, Sunjin Lab) in PBS eingebettet. Die Dicke der Spacer wurde
grundsétzlich so gewihlt, dass sie mindestens 0,5 pm diinner waren als die jeweilige
Probe, um eine ausreichende Fixierung der Probe zwischen den Deckgldsern ohne

Quetschung des Priparats zu gewéhrleisten.

5.2 Immunfluoreszenzfirbung

Phalloidin-Fdrbungen

Zundchst wurden die Schnitte mehrmals mit PBS gewaschen. Es folgte ein einstiindiger
Blockierungsschritt mit 0,5% Triton X in PBS. AnschlieSend wurde die Probe mit einem
fluoreszenzmarkierten Phalloidin-Antikorper liber zwei Stunden bei Raumtemperatur
abgedunkelt inkubiert und zum Abschluss erneut mehreren Waschschritten mit PBS

unterzogen.

Antikérper-Fdrbungen: CD3, CD20, CD31, Collagen I1I, F4/80, PDGFR-beta

Nach mehreren Waschschritten (insgesamt 15 min) mit PBS wurden die Schnitte mit 1%
bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS mit 10% Pferdeserum geblockt, bevor sie iiber
Nacht bei 4 °C mit den jeweiligen Primér-Antikorpern inkubiert wurden. Am néchsten
Tag erfolgten erneut mehrere Waschvorgéinge in PBS, um iiberschiissigen
Primédrantikdrper zu entfernen. Im Anschluss wurden die passende Sekundir-Antikorper

(gegen das Wirts-IgG des Primér-Antikorpers) in 1% BSA in PBS verdiinnt und



zugegeben. Die Reaktion wurde iiber einen Zeitraum von drei Stunden bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurden die Schnitte erneut mehrmals mit

PBS gewaschen.

Antikorper-Fdrbungen: Cubilin, Fibronektin

Die Féarbungen erfolgten analog zur der fiir CD3 genannten, mit dem Unterschied, dass
mit 5% BSA in PBS mit 0,04% Triton X blockiert wurde und die Sekundér-Antikoérper in
0,5% BSA in PBS verdiinnt wurden.

Antikorper-Farbungen mit Albumin

Auch diese Farbungen erfolgten analog zur der fiir CD3 genannten, es wurde zur
Blockierung jedoch ein Albumin-freier Puffer (Superblock®) mit Zusatz von 0,04%

Triton X verwendet und die Sekundér-Antikdrper in reinem Superblock verdiinnt.

Die verwendeten Antikorper und deren jeweilige Verdiinnungen sind der entsprechenden

Tabelle im Appendix zu entnehmen.

53 Konfokalmikroskopie

Aufgrund der Schnittdicke der Gewebsproben wurde zur visuellen Analyse eine
konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (LSM710, Zeiss) verwendet. Bei dieser
speziellen Art der Mikroskopie wird das Praparat Stiick fiir Stiick Punkt fiir Punkt mit
einem Laser abgerastert (,laser scanning®) und das Gesamtbild im Nachgang
zusammengefiigt. Hierdurch konnen die detektierten Lichtintensitdten lokal zugeordnet
werden. Dariiber hinaus verfligt ein solches Mikroskop iiber eine Lochblende im
Strahlengang des detektierten Lichts. Diese Blende ist durchléssig fiir Licht aus einem
schmalen Bereich um die Fokusebene (,,konfokal*) und blockiert Licht, das anderen
Ebenen entstammt. Auf diese Weise kann ein Bild einer sehr diinnen Ebene innerhalb
eines dickeren Préiparats erzeugt werden. Die Verwendung eines herkémmlichen
Fluoreszenzmikroskops wiirde im Falle der in dieser Arbeit verwendeten Schnittdicke zu
unscharfen Bildern fiihren.

Das fiir diese Arbeit verwendete Mikroskop war mit einem Ti: Sapphire Chameleon Ultra

Vision II Laser (600-1200 nm; Coherent), einer UV-Laserdiode (405 nm), einem



Mehrlinien-Argonlaser (458 nm, 488 nm, 514 nm), einem DPSS-Laser (561 nm) und
einem HeNe-Laser (633 nm) ausgestattet. Die Bedienung erfolgte {iber die Software
ZEN 2.3 SP1 (Zeiss). Die Bilder wurden mit einem 40x-Objektiv aufgenommen.
Mikroskopisch untersucht wurden die lumineszent markierten Nanofasern, sowie die
hergestellten Mikroplastikpartikel. Daneben erfolgte eine mikroskopische Evaluation
samtlicher immunfluoreszent gefarbten Gewebsproben.

Bei der Analyse der Gewebeproben wurden bis auf den 2-Photonen-Laser alle
Lichtquellen flr verschiedene Anregungswellenlangen (405 nm, 488 nm, 543 nm,
647 nm) verwendet, um die Struktur und die Bestandteile des Gewebes sowie die
Mikroplastikpartikel darzustellen.

Die Visualisierung der UCNP-markierten Nanofasern und MP-Partikel erfolgte unter
980 nm-Bestrahlung (2-Photonenlaser; 1200 mW). Das emittierte Licht wurde fir diese
Proben mit einem Kurspassfilter fur 485 nm (SP485 IR+) aufgefangen.

Die Bilder wurden mit ZEN lite, ImageJ (Fiji, v1.5k) und CoreDRAW bearbeitet.



IV. ERGEBNISSE

1. Entwicklung und Charakterisierung des verwendeten

Mikroplastiks

Mikroplastik kommt in Umwelt und auch im Menschen vorwiegend in Fragment- und
Faserform vor 2**2. In der derzeitigen Forschung wird trotz dessen in erster Linie
sphirisches Mikroplastik, vorwiegend aus Polystyrol, eingesetzt?’. Ein Ziel der
vorliegenden Arbeit war, durch eigene Produktion der Diskrepanz zwischen
umweltgetreuem und in der Forschung genutztem Mikroplastik beizukommen.

Damit der Fokus lediglich auf den neuen Formen liegt und das Material als Variable
vorerst exkludiert werden kann, wurde Polystyrol aufgrund seiner vielfachen Nutzung als
Basismaterial zur Entwicklung der neuen MP-Partikel eingesetzt. Um diese
realititsgetreuen Partikel in Applikationen wie z.B. histologischen Untersuchungen
zuverldssig und spezifisch detektieren zu konnen ist die Verwendung geeigneter Label
und deren stabile Einbettung in die umgebende Matrix essentiell. Im Rahmen der
Dissertation sollten zu diesem Zweck vorteilhafte Label anhand ihrer
photophysikalischen Eigenschaften identifiziert und deren Einbettung beurteilt werden.
Dariiber hinaus erfordert eine Neuentwicklung von Materialien grundsétzlich eine
fundierte Charakterisierung dieser, um Erkenntnisse zu den physikalischen und
chemischen Eigenschaften zu gewinnen. Entsprechend sollten die im Zuge dieser Arbeit
neu entwickelten Mikroplastik-Partikel eingehend charakterisiert werden, was eine
GroBenanalyse via SEM, die Zusammensetzung bzw. Reinheit des Materials via FTIR,
sowie die Beurteilung der Suspendierbarkeit anhand des Zeta-Potential einschloss.

Zur Qualitdtskontrolle wurden auch die kommerziell erworbenen Partikel hinsichtlich

GroBenverteilung und Materialreinheit via SEM und FTIR charakterisiert.

1.1 Markierungsoptionen der eigenproduzierten MP-Partikel

Aufgrund der etablierten Nutzung von Fluoreszenzmikroskopen zur histologischen

Evaluation von Geweben, wurde primér ein geeignetes Fluorophor als optisches Label



gesucht. Da fiir die geplanten Analysen keine Zellkern-Firbung mit DAPI
(Aex max: 358 nm (moglich: 300-420 nm)) angedacht war, sollten die Fluorophore diese
ungenutzte Standard-Anregungswellenlinge von 405 nm (am verwendeten LSM 710:
UV-Laserdiode) nutzen konnen.

Daneben wurden UCNPs als mogliche MP-Marker untersucht, da sie sowohl mit einem
NIR- oder Multi-Photonen-Laser visualisierbar sind als auch die Mdglichkeit zur

sensitiven Quantifizierung via ICP-OES (oder auch ICP-MS) bieten.

1.1.1  Evaluation zweier Fluorophore zur MP-Markierung anhand ihrer
photophysikalischen Eigenschaften
Die folgenden Unterkapitel charakterisieren Grundziige von zwei vorausgewéhlten
Fluorophoren des gewiinschten Anregungswellenldngenbereichs:
9,10-Diphenylanthracen (DPA) und Perylen. DPA besitzt zwei Anregungsmaxima: bei
373 nm sowie 393 nm 3%13° Perylen besitzt ebenfalls zwei Peaks in der Absorption des
Anregungslichts, jedoch im etwas Energiedrmeren: ein Maximum bei 438 nm sowie
einen weiteren Peak von iiber 70% (bezogen auf das Maximum) bei 410 nm '3,
Vorteilhaft ist zudem, dass beide Fluorophore sehr hohe Quantenausbeuten von 0,94

(Perylen) und 1,0 (DPA) aufweisen *4133,

1.1.1.1 Fluoreszenzintensititen in Abhingigkeit der Konzentration

Ublicherweise sind die Fluoreszenzintensititen von Fluorophoren unter anderem von

deren Konzentration abhingig '*°.

Entsprechend sollten fiir DPA und Perylen
Konzentrationen zwischen 0-1 m% vermessen werden, um beide Fluorophore
miteinander vergleichen zu konnen sowie deren jeweiliges Doping-Optimum zu

ermitteln.
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Abbildung 5: Fluoreszenzmessungen von knife coated Polystyrolfolien mit DPA (A,C) und Perylen (B, C).
Fluoreszenzspektren in Abhingig der Fluorophor-Konzentration bei einer Anregung bei 405 nm fiir DPA (A) und
Perylen (B). (C) Abhéngigkeit des Fluoreszenzsignals von DPA und Perylen von ihrer Konzentration in den
Polystyrolfolien (jeweils n = 8). Die Anregung erfolgte bei 405 nm.

Sowohl DPA als auch Perylen zeigten eine deutliche Abhédngigkeit der
Fluoreszenzintensititen von ihrer Konzentration. Wie Abbildung 5 zu entnehmen ist, wies
DPA hierbei grundsitzlich hohere Fluoreszenzintensititen auf als Perylen. Wéhrend sich
bei Perylen ein linearer Zusammenhang bis zu 1,0 m% zeigte, flachte die Kurve fiir DPA
zwischen 0,5 m% und 1,0 m% bereits ab, was ein Anzeichen flir Quenching darstellte.
Bei 0,5 m% Doping fluoreszierte DPA mehr als 3x so stark wie Perylen. In Bezug auf die
konzentrationsabhingigen Fluoreszenzsignale erwies sich DPA daher vorteilhaft
gegentiber Perylen. Als optimale Konzentration wurden fiir DPA 0,3 m% gewahlt, um
ausreichende Fluoreszenz bei moglichst geringer Beladung zu erzielen und Quenching
vorzubeugen, wohingegen fiir Perylen 1,0 m% die hochste Fluoreszenzemission erzielte

ohne Quenching zu zeigen und als dessen Optimum festgelegt wurden.



1.1.1.2 Fluoreszenzspektren bei unterschiedlichen Anregungswellenliingen

Des Weiteren wurden die Fluoreszenzspektren von DPA und Perylen bei verschiedenen
Anregungswellenldngen aufgenommen, die in der Fluoreszenzmikroskopie gingig sind.
Konkret bedeutete dies eine Anregung bei 405 nm, 488 nm, 561 nm sowie 633 nm. Diese
MaBnahme diente dazu, sicherzustellen, dass das Fluorophor mit einer Wellenlénge
spezifisch angeregt werden kann und so die parallele Nutzung von verschiedenen

Antikorpern ermoglicht, ohne mit diesen zu tliberlappen.
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Abbildung 6: Fluoreszenzspektren von knife coated Polystyrolfolien bei verschiendenen Anregungswellenldngen mit

DPA (A) und Perylen (B) bei 1%iger Fluorophormarkierung

Fiir DPA zeigte sich bei einer Anregung bei 405 nm ein deutliches Fluoreszenzspektrum
mit einem Maximum bei etwa 420 nm. Alle weiteren Anregungswellenldngen fiihrten
lediglich zu einer minimalen Fluoreszenz (488 nm) bzw. keiner messbaren Fluoreszenz
(561 nm, 633 nm). Perylen wies hingegen neben der deutlichen Anregbarkeit bei 405 nm
auch eine relevante Fluoreszenz auf, wenn mit 488 nm exzitiert wurde. Bei 561 nm sowie

633 nm fiihrte hingegen nicht zu messbarer Fluoreszenz.

1.1.1.3 Photostabilitit

Zuletzt wurden die beiden Fluorophore hinsichtlich ihrer Photostabilitét untersucht, um
zum einen fiir die MP-Eigenproduktion das geeignetere Fluorophor zu wéhlen und zum
anderen die Photostabilitdt des kommerziell erworbenen Mikroplastiks, das mit Perylen
gelabelt war, zu evaluieren. Ob ein Fluorophor Photobleaching, also einem Ausbleichen

des Farbstoffes iiber die Zeit, unterliegt, ist besonders relevant fiir eine langfristige



Detektion des markierten Materials und erleichtert den Laboralltag, wenn Produktion und

Experimente nicht im Abgedunkelten stattfinden miissen.
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Abbildung 7: Photobleaching-Studiemit Anzeige der prozentualen Fluoreszenzabnahme iiber die Zeit. Durchgefiihrt
mit knife coated Polystyrolfolien mit 1% DPA bzw. 1% Perylen (DPA Ex: 385 nm, Em: 410 nm; Perylen Ex: 405 nm,
Em: 476 nm)

Die Photobleaching-Untersuchungen in Abbildung 7 ergaben, dass in Polystyrol
eingebettetes DPA sowie Perylen nach Exposition mit UV-Licht einer Xenon-Blitzlampe
tiber mehrere Stunden noch eine Fluoreszenz von 80% bezogen auf die urspriingliche

Fluoreszenz zeigen.

Insgesamt betrachtet wies DPA eine hohere Fluoreszenzintensitit als Perylen auf sowie
eine spezifische Anregbarkeit bei 405 nm, wohingegen Perylen auch bei
488 nm-Anregungslicht Fluoreszenz zeigte. Beide Farbstoffe zeigten eine hohe

Photostabilitét.

1.1.2  Charakterisierung der hergestelliten UCNPs zur MP-Markierung fiir
quantitative Bestimmungen mittels ICP-OES

Aufgrund ihrer Zusammensetzung, die sich zur Quantifizierung via ICP-OES eignet, und

der sehr hohen Photostabilitit 3% werden UCNPs als alternative Markierungsoption zu

Fluorophoren eingesetzt. Das Umgehen von Photobleaching geht jedoch mit einer

geringen Quantenausbeute von max. 13% *® einher.



Ergebnisse

Die synthetisierten UCNPs wurden vor deren Einbettung in die Polystyrolmatrix

hinsichtlich ihrer Gréenverteilung und Lumineszenz charakterisiert.
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Abbildung 8: Charakterisierung der UCNPs , die als Markierung genutzt werden sollten. (A,B) TEM-Mikrografien
mit zugehorigen GroBenverteilungs-Histogrammen der NaYF4:Yb, Tm-Kernpartikel (A,B) sowie der ummantelten

Partikel aus NaYF4:Yb,Tm@NaYF4.(C,D). Der MafB3stabsbalken entspricht 100 nm.

Die TEM-Aufnahmen aus Abbildung 8 zeigten einheitliche sphirische Partikel mit enger
GroBenverteilung sowohl der Kern-Partikel mit (15,3 £1,1) um, als auch der
ummantelten Partikel mit (22,3 + 1,5) um, die somit eine Hiillendicke von (3,5 + 0,9) um

aufwiesen.
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Abbildung 9: Lumineszenz-Charakterisierung von UCNPs (in Cyclohexan), die zur Einbettung in PS-Matrix
verwendet werden sollten. (A) Lumineszenzspektrum der NaYF4:Yb,Tm-Kernpartikel. (B) Lumineszenzspektrum der
ummantelten Kernpartikel aus NaYF4:Yb,Tm@NaYF4. Die Spektren sind auf die jeweilige Yb**-Konzentration

normalisiert. Die Anregung erfolgte bei Aex = 980 nm mit 156 W-cm™.

Obenstehend abgebildet sind die Lumineszenzspektren der Kernpartikel mit (A) und ohne
Ummantelung (B) bei einer Anregungswellenldnge von 980 nm. Die Peaks der Partikel
waren in ihrer Lage jeweils nahezu identisch, allerdings lag das Emissionsmaximum der
Kernpartikel im Roten (800 nm), wohingegen das Maximum der ummantelten Partikel
sich ins Griine (450-490 nm) verschoben zeigte. Wie den Grafiken zu entnehmen ist,
wiesen die ummantelten Partikel insgesamt eine deutlich stirkere Lichtemission auf als
die blanken Kernpartikel und waren zur Detektion via Lumineszenz daher zu bevorzugen.
Aufgrund des hoheren Gehalts an Yttrium, waren die ummantelten UCNPs auch fiir
ICP-OES-Analysen zu bevorzugen, um eine niedrigeres Quantifizierungslimit zu

erzielen.

Insgesamt wurden homogene UCNPs mit und ohne Hiille synthetisiert, die vor allem

Licht im Roten (ohne Hiille) bzw. Griinen (mit Hiille) emittieren.

1.2 Einbettung der ausgewihlten Label in die Polymermatrix (PS)

Unter Beriicksichtigung der unter 1.1.1 erhobenen Daten erwies sich DPA aufgrund der
spezifischen Anregbarkeit und Fluoreszenzintensitidt bei geringer Konzentration als

préiferiertes Fluorophor. Daneben wurden auch ummantelte UCNPs in die



Polystyrolmatrix der Nanofasern eingebettet, um deren Vorteile hinsichtlich

Photostabilitit und Quantifizierung mittels ICP-OES nutzen zu kdnnen.

1.2.1 Fasercharakteristika

Die elektrogesponnenen PS-Nanofasern zeigten eine schmale GroBenverteilung sowohl

bei Markierung mit DPA ((0,95 + 0,13) um) als auch mit UCNPs ((1,0 = 0,2) um).
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Abbildung 10: Aussehen und Groflenverteilung von Polystyrol-Nanofasern mit 0,3 m% DPA-Markierung (A,B) bzw.
17 m% UCNP-Markierung (C,D). (A) SEM-Aufnahme der DPA-PS-Nanofasern inklusive entsprechender
GroBenverteilung. (B) Visualisierung der DPA-PS-Nanofasern bei Anregung am Fluoreszenzmikroskop (Aex: 405 nm,
1% Laserpower, 0,66 us-Pixel!). (C) Nahaufnahme der PS-Nanofasern mit eingebetteten UCNPs inklusive deren
Faser-GroBenverteilung. (D) Mikroskopische Aufnahme der UCNP-PS-Nanofasern bei Anregung mit einem
2-Photonenlaser (Aex: 980 nm, 1200 mW, 50% Laserpower, 41,26 ps-Pixel') und Detektion mithilfe eines
485 nm-Kurzpassfilters (SP485 IR+).



Die Lumineszenz der markierten PS-Nanofasern (Abbildung 10B,D) zeigte sich bei
Ansicht am LSM sowohl fiir das DPA-Doping als auch das UCNP-Doping homogen, was
eine homogene Einbettung der beiden Label in die Polymermatrix annehmen lieR3.

In den SEM-Aufnahmen der UCNP-PS-Nanofasern (Abbildung 10C) waren darlber

hinaus vereinzelt feine Risse zu erkennen, die eingearbeitete UCNPs freilegten.

1.2.2  Leaching von DPA und UCNPs aus der Matrix

Um die Qualitét der Label-Einbettung in die Polystyrolfasern zu beurteilen, wurde eine
Leaching-Studie durchgefiihrt, die zeigen sollte, wie viel des jeweiligen Labels aus der
Matrix austritt. Diese Messungen dienten zudem als Grundlage fiir die Beurteilung einer

moglichen Zytotoxititit der Label selbst.
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Abbildung 11: Leaching-Studie zur Untersuchung der austretenden Label aus der Polymermatrix in wéssrige
Losungen iiber einen Zeitraum von 5 Wochen. Die Angaben iiber den Balken zeigen die effektive Zeit, die wahrend
eines Dialyseschritts vergangen ist. (A) Ausbluten von DPA aus PS-Nanofasern in eine wissrige Losung liber einen

Zeitraum von 5 Wochen. Die Messung erfolgte iiber Fluoreszenzmessungen. (B) Masseverlust von UCNPs
(entspricht Austreten von UCNPs aus der Matrix) aus NaYF4:Yb,Tm@NaYFs-markierten PS-Nanofasern in eine

wissrige Losung iiber einen Zeitraum von 5 Wochen. Die Quantifizierung erfolgte via ICP-OES.

Hierzu wurden die DPA- sowie UCNP-PS-Nanofasern iiber einen Zeitraum von
insgesamt 5 Wochen in Wasser dialysiert und das Ausbluten von DPA (Abbildung 11A)
bzw. der Masseverlust an UCNPs (Abbildung 11B) erfasst. Beide Nanofaser-Typen
zeigten sehr geringe Labelverluste von 0,0023 m% DPA bzw. 0,2 m% UCNPs. Es ist
daher von einer stabilen Einbettung der beiden Markierungen in die Polymermatrix

auszugehen und auch wéhrend Langzeitexperimenten nicht mit einem Abfall der



Signalintensitit zu rechnen. Die errechneten Konzentrationen an Lanthanoid- sowie
Fluorid-Ionen, die durch den Masseverlust der UCNPs frei werden, lagen mit 3-10* mM

deutlich unterhalb der jeweiligen bisher berichteten Zytotoxizititsgrenzen 6-137-139,

Die Analysen zeigten insgesamt eine homogene Distribution der Label in der

Polymermatrix und ein sehr geringes Leaching dieser Label aus der Matrix heraus.

1.3 Produktion des eigenen Mikroplastiks

Mikroplastik kommt sowohl in der Umwelt groftenteils in Form von Fasern und

Fragmenten vor, als auch im Menschen 2*2>%,

Studien hingegen verwenden
hauptsédchlich sphérische Partikel, obwohl die Partikelform als wichtiger Einflussfaktor
in Bezug auf die Effekte von Mikroplastik gilt 7%

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher realitidtsnahes Mikroplastik hergestellt werden, das
entsprechend von irregulérer Form oder faserig sein sollte.

Dass auch die GroBle des MPs eine entscheidende Rolle spielt, zeigten Studien mit
sphirischen PS-Partikeln, die auf eine starke Korrelation zwischen Partikelgrofle und
Gewebsakkumulation der Partikel hindeuteten. Partikel im GroBenbereich von 4-20 um
zeigten hierbei eine hohere Neigung sich im Gewebe anzusammeln ®. Dem entsprechend
zeigten Stock et al. 7°

Zellen.

eine erhohte Aufnahme von 4 pm groflen PS-Sphéren in intestinale

Fiir die MP-Fragmente wurde daher eine Grof3e von etwa 4 pm angestrebt.

1.3.1  Evaluation der MP-Produktionsstrategien anhand von Grofie und Form

Getestet wurden insgesamt sechs verschiedene Degradierungsansitze, die Vermahlungen
mit einer Planetenkugelmiihle sowie einer Kryomiihle und eine Zerkleinerung mithilfe
eines Ultraturrax-Dispergierers einschlossen.

Wihrend beide Miihlen je nach Mahlkugelgrof3e vorwiegend mit Prall oder Reibung
arbeiten, nutzt eine Kryomiihle zusdtzlich sehr niedrige Temperaturen, um das Material
vorzuversproden. Die Zerkleinerung mit einem Ultraturrax-Dispergierer beruht hingegen

auf einem Rotor-Stator-Prinzip.
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Abbildung 12: Vergleich von Partikelformen und der resultierenden GroBenverteilungen je nach verschiedenen
MP-Produktionsstrategien. (A) MP, das durch Vermahlung mit einer Planetenkugelmiihle mit groBen Mahlkugeln
generiert wurde (7x 10 mm Mahlkugeln; 9 Mahlzyklen a 2 min). (B) MP, das durch Vermahlung mit einer
Planetenkugelmiihle mit kleinen Mahlkugeln generiert wurde (3000x 2 mm Mahlkugeln; 9 Mahlzyklen a 2 min).
(C) MP-Partikel von (A) nach einem zweiten Mahlvorgang mit kleinen Mahlkugeln (3000x 2 mm Mahlkugeln;

9 Mahlzyklen a 2 min). (D) Durch Kryogenvermahlung erzeugtes MP (8x 12 mm Mahlkugeln; 9 Mahlzyklen a 2 min
und 1 min Zwischenkiihlung). (E) MP, das durch Zerkleinerung mithilfe eines Ultraturrax generiert wurde (in
1 m% Sojalecithin-Losung). (F) Faserstiicke aus (E) nach Filtration durch ein 20 pm Metallsieb. (G) Darstellung der

GroBlenverteilungen der verschiedenen Zerkleinerungsmethoden (n > 400). Der Maf3stabsbalken entspricht 20 pm.

Die geringsten Partikelgrofien konnten in Form von Fragmenten mit einem Durchmesser
von (4 £ 3) um bei Verwendung der Planetenkugelmiihle mit sowohl groRen Mahlkugeln
(9x 2 min) als auch im Anschluss kleinen Mahlkugeln (9x 2 min) erzielt werden. Die
Kombination aus Prall- und Reibungskraften erwies sich demnach als vorteilhaft
gegeniber einer Nutzung von ausschlieRlich groRen (Partikeldurchmesser: (17 + 9) um)
oder kleinen (Partikeldurchmesser: (6 + 4) um) Mahlkugeln. Die kryogene Vermahlung
resultierte in deutlich groReren Partikeldurchmessern von (10 = 20) um, wobei die sehr
breite GroRenverteilung zu bemerken ist. Hinzu kamen sichtbare Metallverunreinigungen

im Endprodukt, die einem Abrieb der Mahlwerkzeuge entstammten. Eine Zerkleinerung



Ergebnisse

mithilfe eines Ultraturrax-Dispergierers resultierte in faserigem Mikroplastik mit einer
Lange von (40 = 30) um vor bzw. (20 + 20) um nach Filtration durch ein Metallsieb.

Somit konnten sowohl Mikroplastik-Fasern als auch Mikroplastik-Fragmente hergestellt

werden, deren Formen (Abbildung 13) denen von Mikroplastik aus der Umwelt, wie es

in der Literatur charakterisiert wurde, sehr nahe kommen 72140.141,

Abbildung 13: Abbildung der Formen des produzierten PS-MPs anhand von SEM-Aufhahmen von realititsgetreuem
MP aus Polystyrol, das mithilfe einer Kugelmiihle zu Fragmenten (A) bzw. mithilfe eines Ultraturrax zu Faserstiicken
(B) zerkleinert wurde. Die blaue Umrandung zur Verdeutlichung der Partikelformen erfolgte handisch in Inkscape.

Die Maf3stabsbalken entsprechen je 20 um.

Insgesamt betrachtet erzeugte eine Vermahlung mit groBen sowie anschlieBend kleinen
Mahlkugeln in der Planetenkugelmiihle die kleinsten Mikroplastik-Fragmente. Mithilfe

eines Ultraturrax lieBen sich zudem auch MP-Fasern generieren.

1.3.2  Charakterisierung der optimierten, eigenproduzierten MP-Fragmente zur
Applikation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl DPA- als auch UCNP-markierte PS-MP-

Fragmente hergestellt, die einer spiteren Applikation dienen sollten. Das fluoreszierende

DPA-MP soll in zukiinftigen Anwendungen eingesetzt werden. Fiir den

Distributionsversuch von Mikroplastik im Organismus sollte das UCNP-MP

anschlieBend aufgrund seiner guten Quantifizierbarkeit — ohne einer Kontrollgruppe zu
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bediirfen — erstmalig Verwendung finden. Beide MP-Sorten wurden iiber eine Einbettung
des Labels in die PS-Matrix im Zuge des Elektrospinnings von Nanofasern und
anschlieender Vermahlung in einer Planetenkugelmiihle mit sowohl groflen als auch
nachfolgend kleinen Mahlkugeln produziert.

Das entstandene Mikroplastik wurden hinsichtlich Verdnderungen im Material via FTIR,
beziiglich seiner Grole via SEM und in seiner Suspendierbarkeit via Zeta-Potential-

Messungen charakterisiert.

1.3.2.1 Materialidentifizierung mittels FTIR

Die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie erlaubt die Charakterisierung bzw.
Reinheitskontrolle IR-aktiven Materials.

Nachstehend ist in Abbildung 14 das FTIR-Spektrum des entstandenen MPs aufgetragen.
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Abbildung 14: FTIR-Spektrum des selbst produzierten PS-Mikroplastiks.

Es zeigten sich die fiir PS typischen Banden wie sie in der Literatur beschrieben sind '#:
aromatische ~C-H-Streckschwingungen knapp iber 3000 cm™, asymmetrische
CHa.Streckschwingungen bei etwa 2900 cm™!, die typischen ,Benzolfinger* von
2000-1600 cm™!, aromatische Ringmodi zwischen 1600-1450 cm™, sowie der fiir PS
charakteristische Fingerprint-Bereich.

Daneben waren keine zusitzlichen Peaks ersichtlich, die auf Verdnderungen wie z.B.

Oxidation hingedeutet hétten.

Das Endmaterial konnte somit als Polystyrol bestétigt werden.



1.3.2.2 Formen und Groflen der finalisierten MP-Partikel zur Applikation
Es wurden sowohl DPA- als auch UCNP-markierte MP-Partikel wie vorangehend

beschrieben mithilfe von elektrogesponnenen Nanofasern und nachfolgender

Zerkleinerung durch eine Planetenkugelmiihle hergestellt.
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Abbildung 15: Formen und Grofen der finalen MP-Partikel mit DPA-Markierung (A,B) und UCNP-Markierung
(C,D). (A,C) SEM-Aufnahmen der MP-Fragmente mit dem jeweils zugehorigen GroBenverteilungs-Histogramm.
(B,D) Mikroskopische Aufnahmen der finale Partikel. DPA-MP: Aex = 405 nm, 1% Laserleistung,

0,66 us-Pixel . UCNP-MP: Acx = 980 nm, 1200 mW, 50 % Laserleistung, 41,26 us-Pixel .



Beide MP-Sorten wiesen mit (4,7 £ 2,5) um fiir DPA-MP und (6 £ 3) um fiir UCNP-MP
dhnliche Grofen auf, die auch der erzielten GroBe dieser Produktionsstrategie sehr
nahekommen und somit auf eine gute Reproduzierbarkeit der Methodik hindeuteten.
Beide Partikel-Arten zeigten sich in den SEM-Aufnahmen als irregulidr geformte
Fragmente. Sowohl das DPA-markierte MP (Abbildung 15B) als auch das
UCNP-markierte MP (Abbildung 15D) lieBen sich fluoreszenzmikroskopisch gut
visualisieren mithilfe eines Argonlasers fiir DPA-MP und eines 2-Photonenlasers fiir

UCNP-MP.

1.3.2.3 Zeta-Potential

Die eigens hergestellten Mikroplastik-Partikel sollten zukiinftig vorwiegend in
Suspensionen genutzt werden. Um die Suspendierbarkeit der MP-Fragmente zu ermitteln
und daraus mdgliche Suspensionsstabilisatoren abzuleiten, wurden exemplarisch
unmarkierte Partikel ausgewdhlt und deren Zeta-Potential in destilliertem Wasser
(1 mg-mL") bestimmt.

Die Messungen ergaben ein Zeta-Potential von { = (-31,3 + 1,63) mV. Ab einem Potential

von +30 mV wird eine stabile Dispersion angenommen 1%,

Insgesamt konnte im Rahmen der Charakterisierung die Matrix der produzierten Partikel
als Polystyrol bestitigt werden, wobei die DPA-Partikel etwas kleinere Partikelgrofen
zeigten als solche mit UCNP-Markierung. Fiir die Partikel wurde ein Zeta-Potential von

mehr als -30 mV in Wasser gemessen.

14 Charakterisierung und Qualitiitskontrolle des zugekauften Mikroplastiks

Wie bereits erwédhnt, wurden fiir einen Teil der geplanten Versuche verschiedene
Mikroplastik-Partikel bei der BS-Partikel GmbH kommerziell erworben. Alle Partikel
trugen Perylen in unbestimmter Konzentration als Fluoreszenz-Label.

Bei den Partikeln handelte es sich um sphdrische Polystyrol-Partikel mit einem
angegebenen Durchmesser von 40 um, sowie irreguldre Mikroplastikpartikel aus
Polystyrol (PS), Polypropylen (PP) oder Polyethylenterephthalat (PET) mit jeweils

angegebenem Durchmesser von 20-50 um.



Zur Qualititssicherung fand eine Uberpriifung der grundlegenden Parameter statt, d.h.

des Polymer-Materials, der Form, sowie der Grofe.

14.1 FTIR — Materialkontrolle

Die Uberpriifung der Polymerzusammensetzung erfolgte mithilfe von IR-Spektroskopie,
da die charakteristischen Absorptionsbanden bei spezifischen Wellenldngen einen
Riickschluss auf das zugrundeliegende Material erlauben.

In Abbildung 16 sind die einzelnen Spektren der zugekauften Mikroplastik-Partikel
abgebildet.
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Abbildung 16: FTIR-Spektren der zugekauften Mikroplastik-Partikel.

Die Spektren der beiden zugekauften Polystyrol-Partikel (sphirisch und irregulér) zeigen
Banden bei identischen Wellenldngen, die denen von Polystyrol entsprechen (siche
Banden-Zuordnung unter 1.3.2.1) %2, Auch fiir die erworbenen Polypropylen-Partikel

konnte die Materialidentitit bestdtigt werden, da dieses mit symmetrischen und



asymmetrischen Streckschwingungen von CH3s- und CH>-Gruppen bei etwa 2900 cm’!
und Inversionsschwingungen der Methylgruppen bei ca. 1400 cm™ die typischen
Polypropylen-Banden zeigte '¥2. Der Fingerprintbereich entsprach ebenfalls
Polypropylen-Referenzen. Daneben wurden die Absorptionsbanden des irreguldr
geformten PETs mit jenen aus der Literatur '*3 verglichen: eine Streckschwingung der
Carbonylgruppe (C=0) Gruppe eines aromatischen bei rund 1700 cm™!, eine solche
Schwingung der C-C-O-Verbindung des aromatischen Esters bei 1250 cm™ sowie eine
weitere Streckschwingung der O-C-C-Verbindung dieses Esters bei 1100 cm™l. Die
gemessenen Banden, sowie der Fingerprintbereich, entsprachen den Vergleichsspektren

und belegten die Identitdt des Materials als PET.

1.4.2  Formen und Groéfienverteilung

Da die Form und Grée von Mikroplastik entscheidend Einfluss auf deren Aufnahme und

t 2, wurden die bestellten Partikel zur Uberpriifung

Akkumulation im Organismus nimm
der Herstellerangaben mittels SEM-Aufnahmen hinsichtlich Form und GroBe analysiert.
Geliefert wurden laut Herstellerangaben: spharische PS-Partikel mit einem Durchmesser

von 40 pm, sowie irregulére Partikel aus PS, PP bzw. PET mit jeweils 20-50 pm.



Ergebnisse
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Abbildung 17: Formen und GroBenverteilung der zugekauften Mikroplastik-Partikel anhand

rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen. Der Ma@3stabsbalken entspricht je 20 pm.

Die Auswertung mithilfe von SEM-Aufnahmen bestitigte die jeweils angegebenen
Partikelformen, wobei die irreguldr geformten Partikel viele spitze Anteile aufzeigten.
Hinsichtlich der GréBenverteilungen ergab sich fiir die sphérischen PS-Partikel ein
weitgehend homogenes Bild mit einem Durchmesser von (41,2 +5,1) um. Die
irreguléren Partikel zeigten deutlich breitere GroRenverteilungen von (14,5 £ 12,8) um
fur Polystyrol, (19,0£8,5) um fur Polypropylen sowie (39,4 +15,5) um fur

Polyethylenterephthalat. Im Allgemeinen zeigten alle irreguldren Partikel-Sorten sehr



viele Partikel unterhalb des angegebenen GroRenbereichs von 20-50 um, was fir die
Beurteilung von Partikelfunden im Gewebe Berlcksichtigung finden musste.

Anhand der gezeigten Daten ldsst sich zusammenfassen, dass die zugekauften Partikel in
Material und Form den Angaben des Herstellers entsprachen. Hinsichtlich der Grofe
wurden vor allem fiir die irreguldren PS- sowie PP-Fragmente allerdings erhebliche
Abweichungen zugunsten kleinerer Partikeldurchmesser deutlich. Grundsitzlich
enthielten alle irreguldren MP-Sorten eine Vielzahl an Partikeln mit einem Durchmesser

unterhalb der angegebenen 20 um.

2. Deposition von MP im Organismus der Maus

Ziel der Analysen dieses Kapitels war die Aufkldrung von Verteilung, Ablagerung und
Ausscheidung von Mikroplastik-Fragmenten. Hierzu erfolgte zum einen eine quantitative
Auswertung der Distribution von MP in der Maus sowie dessen Ausscheidung mit Stuhl
oder Fédzes sowie zum anderen eine qualitative Beurteilung von MP-Ablagerungen in

verschiedenen Organen einer Maus.

2.1 Quantitative Vermessung der Ausscheidung und Distribution von
Mikroplastik-Fragmenten in der Maus — Mikroplastik akkumuliert bereits

nach einmaliger oraler Exposition in verschiedenen Organen

Um potentiell gesundheitsschidliche Effekte von Partikeln zu untersuchen, ist es
zundchst sinnvoll, die Betroffenheit verschiedener Organe beziiglich einer Ablagerung
bzw. Akkumulation der Partikel auszumachen. Dies bildet die Basis fiir nachfolgende
Analysen von Auswirkungen auf besonders belastete Organe oder solche, die sich von
einem Schaden durch die Belastung nur in Maflen erholen konnen.

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber die quantitative Verteilung von realitéitsnahen
Mikroplastik-Fragmenten im Korper der Maus sowie deren Ausscheidung. Hierzu wurde
das UCNP-markierte Mikroplastik oral in die Médgen von Miusen eingebracht, wobei
eine akute Exposition (einmalig) sowie eine chronische Exposition (tiglich iiber 7 Tage)

simuliert wurden. Die Analyse erfolgte mittels ICP-OES.



2.1.1  Exkretion des Mikroplastiks vorwiegend iiber Fizes

Im Rahmen der Distributionsanalysen stellte sich die wichtige Frage, auf welchem Weg
oral aufgenommenes MP den Organismus wieder verldsst. Da bei Einbringen von
Partikeln nicht mit einer Ausscheidung iiber die Haut zu rechnen war, wurden Urin sowie
Fézes als mogliche Exkretionsoptionen untersucht. Die Quantifizierung der
MP-Ausscheidung mit Urin oder Fézes erfolgte anhand von Proben, die jeweils iiber 24 h
im Anschluss an die letzte MP-Applikation gesammelt wurden. In Abbildung 18 sind die
Absolutwerte der jeweils ausgeschiedenen Mikroplastikmassen aufgetragen, um einen

direkten Vergleich zu ermdglichen.
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Abbildung 18: Ausscheidung oral aufgenommenen Mikroplastiks iiber Urin und Fézes. Die MP-Applikation des
UCNP-dotierten PS-MPs erfolgte einmalig (akut) bzw. {iber 7 Tage (chronisch). Das Probenmaterial wurde jeweils

iiber 24 h im Anschluss in die letzte Applikation gewonnen.

Akut wurde etwa die 15.000fache Menge an MP {iiber die Fizes ausgeschieden im
Vergleich zur Exkretion mit dem Urin. Auch chronisch (nach 7 Tagen) bildete sich ab,
dass etwa die 10.000fache Menge den Organismus mit den Fizes verlie3. Sowohl bei der
Betrachtung der Urin- als auch der Fézes-Werte zeigte sich der Trend, dass mit einer

langerfristigen Mikroplastik-Exposition eine erhohte Ausscheidung einherging.

2.1.2 MP-Akkumulation in Milz, Hoden und Pankreas besonders stark

Neben der Exkretion des Plastiks, war die Ablagerung der Partikel in den Organen von
besonderem Interesse. Hier erfolgte ebenfalls eine Gegeniiberstellung der akuten und
chronischen Werte, wobei die gefundenen MP-Mengen allerdings auf das Gewicht des
jeweiligen Organs bezogen wurde, um Unterschiede in den OrgangréBen zu

berticksichtigen. Um zu iiberpriifen, ob nach der Organentnahme noch grofere Mengen



MP im Korpus und damit in den restlichen Korperanteilen wie z.B. Fettgewebe oder

Muskulatur verblieben waren, wurde auch dieser verascht und mittels ICP-OES

analysiert.
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Abbildung 19: Prozentuale Belastung verschiedener Organe und dem iibrigen Korpus nach einmaliger (akut) bzw.
siebentégiger (chronisch) orale Applikation von UCNP-dotierten Mikroplastik-Fragmenten aus Polystyrol. Fiir die

prozentuale Angabe wurden die gefundenen Massen auf das jeweilige Organgewicht bezogen.

Die Auswertung der in Abbildung 19 dargestellten Organe zeigt bis auf den Magen immer
einen ansteigenden Trend von akuter zu chronischer Exposition. Besonders ausgepragt

sind dabei die Unterschiede in Darm und Milz, die sich beide statistisch signifikant



zeigen. Bei Magen und Darm gilt grundsitzlich zu berticksichtigen, dass die Organe vor
der Veraschung nicht gespiilt wurden und sich deren Organgewicht somit zu groflen
Teilen aus dem enthaltenen Chymus ergibt. Den Daten fiir Herz, Hoden, Lunge und Milz
ist zu entnehmen, dass nach akuter Gabe noch kein Mikroplastik detektiert werden
konnte, die chronische Gabe jedoch zu einer sichtbaren Akkumulation an Partikeln
geflihrt hat. Betrachtet man die prozentualen Anteile — Magen und Darm wegen der
Gewichtsverzerrung durch den Chymus exkludiert — so zeigten sich vor allem die Milz,
die Hoden sowie das Pankreas besonders von Mikroplastik-Ablagerungen betroffen.
Davon abgesehen fallt auf, dass in Gehirn, Leber, Niere und Pankreas — Organen, die
nicht wie Magen oder Darm direkt mit dem applizierten Material in Kontakt kamen —
bereits nach einmaliger oraler Applikation erhebliche Mengen an MP zu finden war. Im

restlichen Korpus verblieb ein sehr geringer Anteil an Partikeln.

2.1.3  99% oral aufgenommenen Mikroplastiks werden mit Fizes eliminiert

Ein Kernelement dieser Arbeit war die Quantifizierung von Distribution und Exkretion
von oral aufgenommenem Mikroplastik in der Maus. Die Daten der ICP-OES-Messungen
sind in Abbildung 20 grafisch dargestellt als prozentualen Anteil am gesamten
detektierten Mikroplastik, wobei zwischen akuter Gabe (einmalig 10 mg) und einer
chronischen Gabe (7 Tage, 10 mg tdglich) unterschieden wurde.

Bei beiden Applikationszeitrdumen entsprachen die in den letzten 24 h gesammelten
Fazes etwa 99% des gefundenen MPs, wihrend die Ausscheidung iiber den Urin einen
sehr viel geringeren Teil ausmachte. Entsprechend wurde zum einen ein grofer Teil im
Darm gefunden, der noch Chymus enthielt, sowie auch Ablagerungen in der Niere, die
mit der Applikationsdauer anstiegen. Massetechnisch betrachtet wurde von allen Organen
in der Leber am meisten MP detektiert, gefolgt von Pankreas und Gehirn. Herz, Hoden,
Lunge und Milz zeigten im Zuge der siebentigigen MP-Applikation messbare
Ablagerungen des Plastiks. Hierbei waren in Lunge und Herz deutlich weniger Partikel
zu finden als in Hoden und Milz. Da die Einbringung des MPs iiber eine orale Gavage
direkt in den Magen erfolgte, wurden auch hier groBere Mengen Plastik gefunden. Der
restliche Korpus, der z.B. Fettgewebe, Knochen oder auch Muskulatur enthielt, wies im

Durchschnitt der chronischen Gruppe nur noch rund 0,017% auf.
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Abbildung 20: Prozentuale Verteilung des detektierten Mikroplastiks (Polystyrol-Fragmente mit UCNP-Dotierung) in
Organen, restlichem Korpus, sowie Exkrementen. Dargestellt ist der jeweilige Anteil an der Gesamtmenge des im

Tier detektieren Mikroplastiks.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Exkretion vorwiegend iiber die Fézes
stattfindet und auf diesem Wege etwa 99% des oral aufgenommenen MPs ausgeschieden
werden. Grundsitzlich zeigten alle Organe messbare Ablagerungen, wobei in Bezug auf
die reine Plastikmasse die Leber das meiste MP aufwies, gefolgt vom Pankreas. Bezogen
auf das Gewicht des jeweiligen Organs hingegen, waren Milz, Hoden und Pankreas

besonders betroffen.

2.2 MP-Funde in Organen und deren Lokalisation — jedes histologisch

untersuchte Organ zeigte MP-Ablagerungen

Die qualitative Bewertung von MP-Ablagerungen erfolgte in verschiedenen Organen
nach oraler Applikation wie unter 3.2 in den Methoden beschrieben. Die fiir diesen
Versuchsteil —ausgewerteten Tiere erhielten iiber 10 Tage tiglich 2,5 mg

Polystyrol-MP-Fragmente via oraler Gavage.



2.2.1  Gehirn
Wie unterstehender Abbildung 21 zu entnehmen ist, wurden in der Gehirnsubstanz MP-
Partikel gefunden. Die Partikel waren sowohl von kleinerer als auch grofler Dimension

und waren zum Teil in direkter Ndhe zu BlutgefaBen lokalisiert.

Abbildung 21: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Schnitten des Gehirns einer Maus nach

Applikation von fragmentformigem PS-MP mit anschlieBender Phalloidin-Farbung (gelb). Der Malistabsbalken
entspricht je 20 um.



2.2.2 Herz

Auch im Herzgewebe von Tieren, die die PS-Fragmente erhalten hatten, konnten
vereinzelt Mikroplastik-Partikel detektiert werden. Teils wurden gréBere Partikel mit eher
spitzen Formen erkennbar, teils auch kleinere Partikel, die weniger ausgeprigte Ecken

aufwiesen.

Abbildung 22: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Schnitten des Herzens einer Maus nach

Applikation von fragmentformigem PS-MP mit anschlieBender Phalloidin-Farbung (gelb). Der MafB3stabsbalken
entspricht 20 pm.



2.2.3 Lunge

In den Lungenschnitten der Versuchstiere wurden groflere Mengen an MP-Fragmenten
gefunden.

Auffallend war dabei, dass hier teils dichte Ansammlungen einer Vielzahl an Partikeln
auf kleiner Fliche zu sehen waren. Ein bedeutender Anteil der PS-Fragmente zeigte sich

zudem von Aktin-Strukturen (vgl. Phalloidin-Farbung) umschlossen.



Abbildung 23: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Schnitten der Lunge einer Maus nach

Applikation von fragmentformigem PS-MP mit anschlieBender Phalloidin-Farbung (gelb). Der MafBstabsbalken
entspricht je 20 pm.



2.24  Leber
Auch die Leber wies eine Deposition des oral applizierten Mikroplastiks auf. Wie
Abbildung 24 zeigt, waren die Partikel in Hepatozyten, Sinusiden bzw. bei Zentralvenen

zu sehen.

Abbildung 24: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Schnitten der Leber einer Maus nach

Applikation von fragmentformigem PS-MP mit anschlieBender Phalloidin-Farbung (gelb). Der MafB3stabsbalken
entspricht je 20 um.



2.2.5 Magen
Da das Mikroplastik iiber eine orale Gavage in den Magen eingebracht worden war, war
davon auszugehen, dass sich dort Partikel finden wiirden. Nach den Waschprozessen des

Magens, die vorgenommen wurden, um storenden Chymusresten beizukommen, waren

wenige Fragmente zu erkennen.

Abbildung 25: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Proben des Magens einer Maus nach
Applikation von fragmentférmigem PS-MP mit anschlieBender Phalloidin-Féarbung (gelb). Die Grafiken zeigen

Aufnahmen von der luminale Seite des Magens. Der MaBstabsbalken entspricht je 20 um.

2.2.6 Proximaler Diinndarm

Im Zuge des Organ-Screenings wurden auch Abschnitte zu Beginn (proximal) und gegen
Ende (distal) des Diinndarms {iberpriift. Wie beim Magen wurden Waschprozesse
durchgefiihrt, um Darminhalt zu entfernen, der die Untersuchungen gestort hitte.
Entsprechend konnten auch im proximalen Diinndarm primér Partikel gefunden werden,
die bereits durch Darmzellen aufgenommen wurden oder vereinzelt noch dem Epithel auf
der luminalen Seite anhafteten. Aufnahmen von der basolateralen Seite des Darms zeigten

auch Partikel, die in die duBeren muskuldren Strukturen des Darms gelangt waren.



Abbildung 26: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Anteilen des proximalen Diinndarms einer

Maus nach Applikation von fragmentférmigem PS-MP mit anschliefender Phalloidin-Féarbung (gelb). (A,C,D)
Mikroskopische Aufhahme von der basolateralen Seite des Darms. (B) Mikroskopische Aufnahme von der luminalen

Seite des Darms. Der Maf3stabsbalken entspricht je 20 um.

2.2.7 Distaler Diinndarm

Fiir die distalen Darmabschnitte verhielt es sich wie fiir die proximalen Anteile bzw. den
Magen. Auch hier waren nach den Reinigungsschritten wenige MP-Fragmente
vorzufinden, die sich teils in muskuldren Schichten des Darms befanden, teils ihren Weg

in eine Darmzotte fanden (Abbildung 27C) bzw. bereits gefunden hatten.



Abbildung 27: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Proben des distalen Diinndarms einer Maus
nach Applikation von fragmentformigem PS-MP und anschlieSender Phalloidin-Farbung (gelb). (A,C,D,E,F)
Mikroskopische Aufnahme von der basolateralen Seite des Darms. (B) Mikroskopische Aufnahme von der

basolateralen Seite des Darms. Der Maf}stabsbalken entspricht je 20 um.

2.2.8 Hoden
Als innere Fortpflanzungsorgane des ménnlichen Geschlechts wurden auch die Hoden
der Tiere auf MP-Ablagerungen untersucht. Hierbei zeigten sich sehr vereinzelt kleinere

Partikel, die sich vorwiegend zwischen den Hodenlédppchen befanden.

Abbildung 28: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Schnitten des Hoden einer Maus nach

Applikation von fragmentformigem PS-MP und anschlieBender Phalloidin-Féarbung (gelb). Der Maf3stabsbalken
entspricht je 20 pm.



2.2.9  Skelettmuskel (Quadrizeps)

Neben den klassischen Organen wurde den Versuchstieren auch der rechte Quadrizeps

entnommen und auf eine Deposition von Mikroplastik untersucht. Hierbei présentierte

sich lediglich eine sehr geringe Anzahl an PS-Fragmenten, die sich alle zwischen

Muskelfaserbiindeln befanden.

Abbildung 29: Mikroplastik-Funde (cyan) in histologisch aufgearbeiteten Schnitten der Quadrizeps-Muskulatur einer
Applikation von fragmentformigem PS-MP und anschlieBender Maus nach Phalloidin-Farbung (gelb). Der
Maf3stabsbalken entspricht je 20 um.

Insgesamt wurden in allen untersuchten Organen Mikroplastik-Partikel identifiziert. Die
Lunge fiel hierbei mit besonders grolen MP-Akkumulationen auf, wdhrend sich in

Muskulatur, Hoden und Magen deutlich geringere Mengen Plastik fanden.



3. Lokalisation von Mikroplastik in der Niere in vivo: MP-Funde in

Gefifien, Glomeruli und Tubuli

Der Fokus dieser Arbeit lag auf den Auswirkungen von Mikroplastik auf die Niere, da sie
mit ihrem eingeschrinkten Regenerationspotential als besonders vulnerabel gilt. Basis
hierfiir bildete zunéchst die Lokalisation von MP-Partikeln in dem Organ. Wie in den
Methoden unter 3.2 beschrieben, wurde hierzu Mausen in einem in vivo Experiment
Mikroplastik verschiedener Polymere bzw. Form iiber 5 bzw. 10 Tage iiber eine orale
Gavage in den Magen appliziert und deren Nieren histologisch untersucht. Konkret
wurden sowohl Polystyrol-Sphdren als auch -Fragmente, sowie Polypropylen- und
PET-Fragmente appliziert. Zudem erhielt eine Kontrollgruppe das reine

Suspensionsmedium (1% Sojalecithin in Wasser) ohne Mikroplastik.

3.1.1 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe zeigten sich keine grofleren Strukturen, die bei einer Anregung bei
405 nm stark fluoreszierten und somit MP-Partikel hitten sein konnen. Sichtbar waren
bei dieser Anregung allerdings kleine kreisformige Erscheinungen, die sich grundsétzlich
in direkter Angrenzung an einen Zellkern befanden. Strukturell wurden keine
Verdnderungen der Nierengewebe beobachtet. Zwischen den 5- und 10-Tages-Tieren

zeigten sich keine Unterschiede.
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Abbildung 30: Histologisches Erscheinungsbild der Nieren der Kontrolltiere. (A-C) Applikation an 5
aufeinanderfolgenden Tagen. (D-F) Applikation an 10 aufeinanderfolgenden Tagen. Die jeweiligen Antikdrper-
Farbungen sind den Farben entsprechend unten links in den Aufnahmen zu entnehmen. Die Mafstabsbalken

entsprechen jeweils 20 um.

3.1.2  Sphirische Polystyrol-Partikel

Die histologische Auswertung der Gruppe, der sphérische PS-Partikel appliziert worden
waren, reproduzierte das Erscheinungsbild der Kontrollgruppe. Anhand der Grée und
Form von fluoreszierenden Strukturen bei der richtigen Anregungswellenlénge, konnte
auch hier eine Detektion des applizierten Mikroplastiks ausgeschlossen werden. Sichtbar
waren auch in diesem Fall — wie in der Kontrollgruppe — lediglich kleine runde Punkte,
die sich in direkter Ndhe zu Zellkernen befanden. In dieser Gruppe wurden ebenfalls

keine Unterschiede zwischen den beiden Applikationszeitrdumen deutlich.
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Abbildung 31: Mikroskopische Aufnahmen von Nierenschnitten der Mause, denen sphérische PS-Partikel appliziert
wurden. (A-C) Applikation iiber 5 konsekutive Tage. (D-F) Applikation iiber 10 konsekutive Tage. Die jeweiligen

Férbungen sind den einzelnen Grafiken unten links zu entnehmen. Der Maf3stabsbalken entspricht je 20 pm.

3.1.3  Irregulire Polystyrol-Fragmente

Neben sphérischen Polystyrol-Partikeln wurden zum Vergleich der Formeffekte auch
irreguldr geformte PS-Fragmente in diesem in vivo Versuch eingesetzt.

Die Untersuchungen der resultierenden Nierenschnitte zeigten Ablagerungen von
Partikeln, die anhand ihrer zutreffenden Fluoreszenz, Form und GroBe als das applizierte
Mikroplastik identifiziert wurde. Die Fragmente befanden sich sowohl in kleineren
peritubuldren Gefdflen, in Glomeruli, sowie in kortikalen Tubuli. Wie in Abbildung 32F
zu sehen, fanden sich kleinere Partikel auch direkt an Cubilin in proximalen
Tubulusabschnitten  angelagert. Zwischen dem  fiinf- bzw. zehntdgigem

Applikationszeitraum wurden keine Differenzen festgestellt.
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Abbildung 32: Mikroskopische Aufnahmen von Nierenschnitten der Méuse, denen irregulére PS-Fragmente appliziert
wurden. (A-F) Applikation an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. (G-L) Applikation an 10 aufeinanderfolgenden Tagen.
Die jeweiligen Farbungen sind den einzelnen Grafiken unten links zu entnehmen. Der Maf3stabsbalken entspricht je

20 pm.



Neben den Funden in den Gefdllen, Glomeruli und Tubuli fiel auf, dass manche Partikel

zu einer Attraktion von Immunzellen, genauer B-Zellen sowie Makrophagen, fiihrten.

Collagen Il

Abbildung 33: Co-Lokalisation von Mikroplastik-Fragmenten (intensiv cyan) mit Immunzellen nach fiinftagiger
Applikation. (A) Antikorperfarbung gegen CD20 zeigt eine dem peritubuldren MP-Partikel anhaftende B-Zelle
(magenta). (B) Abbildung einer Makrophage (magenta) durch Antikdrperfarbung gegen F4/80, die ein MP-Fragment
umschlieit. Der MafBstabsbalken entspricht je 20 um.

3.1.4  Irregulire Polypropylen-Fragmente

Um nicht nur die Form, sondern auch verschiedene Polymere von Mikroplastik als
Einflussfaktor zu evaluieren, wurden neben den irreguldren PS-Fragmenten auch
irreguldre Partikel aus Polypropylen appliziert.

Die visuelle Auswertung der priparierten Nierenproben prisentierte ebenfalls eine
Deposition kleinerer sowie durchaus grofer Fragmente, die sowohl in peritubuldren
GeféaBen als auch in Glomeruli und Tubuli des Kortex zu finden waren. Der Grof3teil der
tubuldr gefundenen Fragmente zeigten deutlich ausgeprigte Ecken bzw. Spitzen und
zeigten sich scheinbar im Tubuluslumen verhakt.

Die Funde und Auspridgungen der 5- und der 10-Tages-Gruppe zeigten keine

Unterschiede.
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Abbildung 34: Mikroskopische Aufnahmen von Nierenschnitten der Méuse, denen irregulédre PP-Fragmente appliziert
wurden. (A-F) Applikation an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. (G-L) Applikation an 10 aufeinanderfolgenden Tagen.
Die jeweiligen Farbungen sind den einzelnen Grafiken unten links zu entnehmen. Der Maf3stabsbalken entspricht je

20 pm.



3.1.5 Irregulire PET-Fragmente
Neben Polystyrol und Polypropylen wurde auch PET in irreguldrer Fragmentform {iber
einen Zeitraum von 5 bzw. 10 Tagen {iber eine orale Gavage in den Magen von Mausen

eingebracht.

Abbildung 35: Aufnahmen eines PET-Mikroplastik-Fragments in einer Gefd3abzweigung. (A) MP-Partikel in

gefaBdhnlicher Struktur befindlich. (B) Abbild einer 3D-Rekonstruktion einer nachtréglichen Farbung gegen CD31
zur Darstellung von Gefédfen, die ein Festsitzen des Partikels in einer Gefalabzweigung bestatigt. Der

Maf3stabsbalken entspricht 20 um.

Hierbei wurden wie bei den anderen Tieren, denen fragmentformiges MP appliziert
worden war, ebenfalls Partikel in Gefdlen gefunden. Wie Abbildung 35 zeigt, fanden sich
auch groflere Fragmente in dickeren Gefdabschnitten, wobei der gezeigte Partikel sich
an einer Gefallgabelung stecken geblieben présentierte. Dass es sich bei der umgebenden
Struktur um ein Blutgefdl handelte, wurde anhand einer nachtréglichen Farbung gegen
CD31 belegt.

Dartiber hinaus wurden PET-Fragmente abermals in Glomeruli sowie kortikalen Tubuli
gefunden und anhand ihrer Fluoreszenz, Form und Grofe als das applizierte MP
identifiziert. Hierbei zeigten sich erneut an Cubilin angelagerte Partikel in proximalen
Tubuli und ausgeprigte spitze Auspriagungen bei der Mehrheit der in Tubuli gelangten
MP-Fragmente. Ob die Applikation des Mikroplastiks fiir 5 oder 10 Tage stattgefunden

hatte, zeigte keine auffallenden Auswirkungen auf die strukturelle Integritét der Nieren.
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Abbildung 36: Mikroskopische Aufnahmen von Nierenschnitten der Méuse, denen irreguldre PET-Fragmente
appliziert wurden. (A-F) Applikation an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. (G-L) Applikation an 10
aufeinanderfolgenden Tagen. Die jeweiligen Farbungen sind den einzelnen Grafiken unten links zu entnehmen. Der

Mafstabsbalken entspricht je 20 pm.



AbschlieBend ldsst sich zusammenfassen, dass in den Kontrolltieren sowie der Gruppe,
die sphirische Polystyrol-Partikel erhielt, keine Mikroplastikpartikel in der Niere
gefunden werden konnten. Dagegen wurden bei den Tieren, die fragmentformiges
Mikroplastik (PS, PP bzw. PET) erhielten, Partikel-Ablagerungen in Gefaf3en,
Glomeruli sowie Tubuli gefunden. Dariiber hinaus fiihrten manche Partikel zu einer

Attraktion von Immunzellen.

4. Uberpriifung der Integritit der glomeruliren

Filtrationsbarriere nach MP-Applikation

Herzstiick der vorliegenden Arbeit sollte die Kldarung von Effekten von Mikroplastik auf
die Struktur und Funktion der Niere darstellen. Hierzu wurden isoliert perfundierte
Nieren der Maus mit und ohne Zusatz von fluoreszentem Albumin mit Mikroplastik in
einem ex vivo Aufbau préipariert.

Die ipN als ex vivo Modell ermdglicht eine gezielte und dosisgenaue Applikation, weist
kontrollierte Bedingungen beziiglich Parametern wie z.B. dem Perfusionsdruck auf und
ist gleichzeitig unabhingig von intestinalen Resorptionsmechanismen. Systemische

Einfliisse, wie beispielsweise durch Hormone, werden hingegen exkludiert.

4.1 MP-Applikation ex vivo in ipN reproduzierte Funde der in vivo Versuche

Zunichst sollte iiberpriift werden, ob sich in der ipN die gleichen Lokalisationsmuster
wie im in vivo Versuch zeigen und die ipN damit als ex vivo Modell geeignet ist. In den
Experimenten der ipN wurde ein Teil der Mausnieren mit 1 bzw. 5 mg der zugekauften
Mikroplastik-Fragmente aus Polystyrol perfundiert, vereinzelt mit einem Zusatz

fluoreszenten Albumins, und das Material im Anschluss histologisch untersucht.

4.1.1 MP-Funde in Gefilien ex vivo

Nachfolgend abgebildet sind MP-Fragmente, die sich nach der histologischen Fiarbung
mit fluoreszierendem Phalloidin, welches an F-Aktin bindet und so dessen Strukturen

darstellt, fanden.



Abbildung 37: Mikroskopische Abbildung von Mikroplastik-Fragmenten (cyan) aus Polysytrol in Blutgefden der

perfundierten ipNs. Die Darstellung erfolgte mithilfe von Phalloidin-Féarbungen (gelb). Der Maf3stabsbalken
entspricht je 20 um.

Wie Abbildung 37 zu entnehmen ist, waren sowohl in groeren Gefdflen als auch in
kleinen peritubuldren Kapillaren MP-Fragmente zu finden. Dabei zeigten sich auch
Partikel in der direkten Zufiihrung zu Glomeruli iiber das Vas afferens sowie Partikel, die

an Gefdllabzweigungen hingengeblieben waren.



Phalloidin

Abbildung 38: Abbild der 3D-Rekonstruktion eines Blutgefafes, das fragmentfarniges PS-Mikroplastik (cyan) enthélt
und in dessen Umgebung ins Interstitium ausgetretenes, fluoreszentes Albumin (magenta) zu sehen ist. Die

Darstellung der Gewebsstruktur erfolgte mithilfe einer Phalloidin-Féarbung (gelb).

Verschiedenen Mikroplastik-ipNs, die mit einem Zusatz von Alexa-BSA perfundiert
wurden, war dariiber hinaus zu entnehmen, dass aus Gefal3en, welche MP-Fragmente

enthielten, Albumin in das Interstitium ausgetreten war.



4.1.2 MP-Funde in Glomeruli ex vivo

Auch in Glomeruli wurden nach MP-Infusion in ipNs Mikroplastik-Fragmente gefunden,

die in den glomeruldren Kapillaren festzustecken schienen.

Abbildung 39: Mikroskopische Abbildung von PS-Mikroplastik-Fragmenten (cyan) in Glomeruli der perfundierten

ipNs. Die Darstellung erfolgte mithilfe von Phalloidin-Farbungen (gelb). Der MafBstabsbalken entspricht je 20 pm.

Von besonderem Interesse war ein Fund, der in Abbildung 40 dargestellt ist. Hierbei
zeigte sich ein MP-Fragment im Ubergang vom Glomerulus in den proximalen Tubulus,
wo er in dessen Epithel hineingebohrt schien. Durch Abschaltung des anregenden Lasers
konnte verifiziert werden, dass sich der Partikel nicht dem Schnitt obenauf befand,

sondern die Integritdt des Tubulusepithels in der Tat strukturell geschédigt hatte.



Abbildung 40: Mikroplastik-Fragmente aus Polystyrol (cyan) im Glomerulus sowie im Ubergang von Glomerulus zu

proximalem Tubulus mit Anregung des Plastiks (A) sowie ohne dessen Anregung (B). Die Gewebsstruktur wurde mit

einer Phalloidin-Farbung (gelb) abgebildet. Der Maf3stabsbalken entspricht 20 pm.

4.1.3 MP-Funde in Tubuli ex vivo

Passend zu dem Fund des MP-Partikels, der sich kurz nach dem Ubergang aus dem
Glomerulus in das Tubulusepithel gebohrt hatte, wurden in den ipN-Experimenten in
mehreren Tubuli MP-Fragmente gefunden. Da fiir diese Partikel kein anderer Weg in den
Tubulus fithren konnte, mussten auch diese die glomeruldre Filtrationsbarriere

iiberwunden haben, um den Glomerulus in Richtung des Tubulussystems zu verlassen.



Abbildung 41: Mikroskopische Abbildung von PS-Mikroplastik-Fragmenten (cyan) in Tubuli der perfundierten ipNs.

Die Darstellung erfolgte mithilfe von Phalloidin-Farbungen (gelb). Der Malistabsbalken entspricht je 20 um.

Insgesamt wurden die MP-Partikel bei den gezeigten Untersuchungen erneut in
Blutgefaen, Glomeruli sowie Tubuli gefunden und reproduzierten somit die MP-

Lokalisation der in vivo Versuche.

4.2 Mikroplastik fiihrte zu gesteigerter Albumin-Reabsorption im proximalen

Tubulus

Im Rahmen der Uberpriifung der Integritit der GFB wurde die Reabsorption eines
fluoreszenzmarkierten Albumins (Alexa-BSA 594®) im proximalen Tubulus untersucht.
Albumin ist mit 69 kDa im Normalfall zu groB3, um die GFB zu {iberwinden. Wenn es
z.B. durch Schidigungen der GFB zu einer Filtration in das Tubulus-System kommt, so
wird das Albumin vorwiegend im proximalen Tubulus endozytiert '**. Proximal
aufgenommenes Albumin kann durch eine in dieser Arbeit verwendete
Fluoreszenzmarkierung mikroskopisch detektiert und semiquantitativ beurteilt werden.

Die Préparation der ipNs erfolgte wie unter 4.1 (Methoden) beschrieben. Die Messwerte

in den proximalen Tubuli, die wie unter 4.2 (Methoden) beschrieben ermittelt wurden,



unterteilten sich in die Gruppen ,,Kontrolle® und ,,Mikroplastik®. Zur Kontroll-Gruppe
gehorten jeweils die proximalen Tubuli, in deren assoziierten Glomeruli kein MP zu
finden war. Entsprechend bestand die Mikroplastik-Gruppe aus all jenen proximalen
Tubuli, deren Glomeruli MP beinhalteten.

Aufgrund der interindividuellen Unterschiede wurden zundchst die einzelnen ipNs
beziiglich ihrer Kontroll- und Mikroplastik-Gruppe statistisch miteinander verglichen.
Anschlieend fand eine Gesamtauswertung zwischen allen drei ipNs statt, wobei die
Werte der Mikroplastik-Gruppe jeweils auf deren zugehorige Kontrollgruppe bezogen

wurden, um die interindividuellen Unterschiede zwischen den ipNs zu beriicksichtigen.

4.2.1 Einzelauswertung

Im Zuge der Einzelauswertungen der ipNs wurde zunidchst je ein Test auf
Normalverteilung durchgefiihrt. Dieser Shapiro-Wilks-Test ergab mit Werten von
maximal 0,019 (MP-Gruppe der ipN Nr. 3), dass samtliche Gruppen nicht normalverteilt
sind. Entsprechend wurde fiir alle drei ipNs zur Auswertung der zweiseitige Mann-
Whitney-U-Test als nicht-parametrischer Test gewéhlt und auf einem Signifikanzniveau

von a = 0,05 durchgefiihrt.

Kontrolle MP Kontrolle MP Kontrolle MP
Gruppengrofien n=205 n=117 n=223 n=188 n =665 n=163
Median 0,2975 0,3385 0,6539 1,057 0,7798 0,9700
1. Quartil 0,2558 0,2860 0,4366 0,6381 0,6017 0,7454
3. Quartil 0,3731 0,3949 0,9280 1,3326 0,9891 1,2439
Arithmetisches Mittel 0,3140 0,3497 0,7573 1,0661 0,8171 1,0006
Standardabweichung 0,08721 0,08755 0,4122 0,5592 0,2793 0,3554
Shapiro-Wilks-Test <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,019
Normalverteilung? Nein Nein Nein Nein Nein Nein
M”""&ZZZZ;{;)U'T”’ 0,0003 = =+ <0,0001 = **¥* <0,0001 = **¥*

Tabelle 1: Ubersicht der statistischen Parameter der Einzelauswertung der ipNs mit fluoreszenzmarkiertem Albumin

(Alexa-BSA 594®).




Der Mann-Whitney-U-Test ergab fiir ipN Nr. 1 einen p-Wert von 0,0003 und somit einen
hochst signifikanten Unterschied zwischen der Mikroplastik- und der Kontrollgruppe.
Ahnlich verhielt es sich bei ipN Nr. 2 sowie ipN Nr. 3, die mit p-Werten von jeweils
<0,0001 ebenfalls hochst signifikante Unterschiede zeigten.

ipN Nr. 1 ipN Nr. 2

EE £ 3k ok
0.5 0.003! <0.0001

0.6+

0.44

Fluoreszenzintensitat
Alexa-BSA (594 nm) [/
Phalleidin (647 nm)
Fluoreszenzintensitat
Alexa-BSA (594 nm)/
Phalloidin (647 nm)

0.2

T T t t
Kontrolle Mikroplastik Kontrolle Mikroplastik

ipN Nr. 3

*kkk

<0.0001!

Fluoreszenzintensitat
Alexa-BSA (594 nm)/
Phalloidin (647 nm)

T T
Kontrolle Mikroplastik

Abbildung 42: Violin-Plots der statistischen Einzelauswertungen der ipN-Versuche zur proximalen Albumin-

Reabsorption.

Die Ergebnisse der Einzelauswertungen sind grafisch in Abbildung 42 als Violin-Plots
dargestellt. Diese Darstellung zeigt die Verteilung der Datenpunkte und enthélt sowohl
Median (mittig, grob gestrichelt), als auch erstes (unten, fein gestrichelt) und drittes

Quartil (oben, fein gestrichelt). Die zugehorigen Werte sind Tabelle 1 zu entnehmen.



4.2.2 Gesamtauswertung

In einem zweiten Ansatz wurden die arithmetischen Mittelwerte der drei ipNs zusammen
ausgewertet.

Hierzu wurden die Mikroplastik- und Kontrollgruppe einer ipN vorab miteinander
gepaart, indem der Wert der Mikroplastikgruppe auf die Kontrollgruppe normalisiert
wurden (arithmetisches Mittel MP-Gruppe bzw. Kontrollgruppe dividiert durch
arithmetisches Mittel Kontrollgruppe = ,,fold change) und der Kontrollgruppen-Wert
folglich auf 1,00 (100%) festgesetzt wurde.

ipN 1 ipN 2 ipN 3 ipN 1 ipN 2 ipN 3
Gruppengrifien n=3 n=3
Arithmetisches Mittel 0,3140 0,7573 0,8171 0,3497 1,0661 1,0006
Standardabweichung 0,08721 0,4122 0,2793 0,0876 0,5592 0,3554
Fold Change
(Bezug: eigene Kontrolle) ’ . . LB ) 29
Arithmetisches Mittel
nach Normalisierung/Paarung 1,000 1,249
Standardabweichung
nach Normalisierung/Paarung oo DD
Shapiro-Wilks-Test n zu klein n zu klein
Normalverteilung? — —
Ungepaarter t-Test (7weiseitig) 0,0441 = *

Tabelle 2: Ubersicht der statistischen Parameter der Gesamtauswertung der ipNs mit fluoreszenzmarkiertem Albumin

(Alexa-BSA 594%).

Aufgrund der geringen Stichprobengréf3e von n = 3 konnte kein aussagekréftiger Test auf
Normalverteilung durchgefiihrt werden. Es wurde sich daher fiir einen zweiseitigen,
ungepaarten t-Test mit einem Signifikanzniveau von a = 0,05 entschieden, da dieser Test
relativ robust gegeniiber einer Verletzung der Normalverteilungsannahme ist und durch
die Bezugnahme auf die eigene Kontrollgruppe bereits eine Paarung der
zusammengehdrigen Gruppen vollzogen war. Der t-Test ergab einen p-Wert von 0,0441
und somit einen signifikanten Unterschied zwischen der Mikroplastik- und der

Kontrollgruppe.



Gesamtauswertung ipN Nr. 1-3
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Abbildung 43: Balkendiagramm der statistischen Gesamtauswertung der ipN-Versuche zur proximalen Albumin-

Reabsorption.

Im Gesamten betrachtet zeigten sowohl die Einzelauswertungen als auch die gemeinsame
Auswertung aller ipNs zusammen, dass ein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontroll- und der Mikroplastikgruppe besteht, wobei die MP-Gruppe eine gesteigerte

Reabsorption von Albumin im proximalen Tubulus zeigte.



V. DISKUSSION

1. Nanofasern — ein vielversprechendes Grundmaterial zur
Herstellung von  realititsgetreuem  Mikroplastik  zu

Forschungszwecken

Dass der Mensch der tiglichen Aufnahme von Mikroplastik unweigerlich ausgesetzt ist,
ist unumstritten. Es ist daher essentiell zu verstehen, welche Risiken und Konsequenzen
diese Exposition birgt. Die Partikel, die derzeit fiir Toxizititsstudien verwendet werden,
zeigen allerdings deutliche Abweichungen zu denen, die tatsdchlich in der Umwelt
vorkommen und auch im Menschen gefunden wurden 2. Ziel dieser Arbeit war es daher,
dieser Diskrepanz beizukommen und Mikroplastik-Fragmente sowie -Fasern zu
produzieren, die sich mit eingebetteten optischen Labeln zuverldssig und langfristig

detektieren lassen.

1.1 DPA als Fluoreszenzmarker favorisiert gegeniiber Perylen

Die Priselektion zur fluoreszenten Markierung ergab DPA und Perylen als mogliche
Label, da beide mit der gewiinschten Wellenlinge von 405 nm angeregt werden
kénnen 134135,

Um die beiden Markierungen gegeneinander zu vergleichen, wurden Untersuchungen zu
den Emissionsbanden, der Fluoreszenzintensitit, der Anregbarkeit bei verschiedenen
Wellenldngen sowie der Photostabilitidt durchgefiihrt. Die Tests erfolgten mithilfe von
diinnen Polystyrolfolien, in die das jeweilige Fluorophor in der gewiinschten
Konzentration eingebettet worden war.

DPA zeigte sich hinsichtlich der Emissionsbanden vorteilhaft, da es lediglich eine
Emissionsbande bei etwa 450 nm aufwies, wahrend Perylen mit zwei Peaks (450 nm und
480 nm) deutlich breiter emittierte. Daneben wies DPA bis zu dreimal hoéhere
Fluoreszenzintensititen als Perylen bei gleicher Fluorophorkonzentration auf, was

insofern vorteilhaft ist, als dass zur Markierung geringere Mengen DPA eingesetzt werden

konnen. Aus einer geringeren Fluorophorbeladung resultiert ein geringeres Leaching aus



der Matrix, was mogliche Auswirkungen austretenden Labels aus dem MP minimiert.
Verglichen mit der Literatur sind diese Ergebnisse schliissig, da DPA ein Quantumyield
von 1,0 konstatiert wird, wihrend dieser fiir Perylen mit 0,94 geringer ausfillt 1*+133,
Darliber hinaus wurden Emissionsanalysen nach Anregung bei verschiedenen
Wellenldngen  durchgefiihrt.  Getestet ~ wurden  hierbei  die  géngigsten
Anregungswellenldngen, die in Fluoreszenzmikroskopen verbaut sind: 405 nm, 488 nm,
561 nm sowie 633 nm. Die Messungen ergaben, dass DPA lediglich bei 405 nm angeregt
werden kann, wéihrend Perylen auch bei 488 nm noch eine bemerkenswerte Emission
zeigte. Diese Emission ist insofern problematisch, als dass es damit zu einer Uberlappung
mit der Autofluoreszenz von z.B. Nierengewebe kommt, sowie mit Antikorperfarbungen,
die diese Wellenlange zur Detektion nutzen.

Abgesehen von den Emissionsuntersuchungen wurde fiir beide Fluorphore eine hohe
Photostabilitdt festgestellt. Nach mehrstiindiger Exposition unter starkem UV-Licht
wiesen DPA und Perylen noch jeweils 80% ihrer urspriinglichen Fluoreszenzintensitat
auf, was als geringes Photobleaching zu werten ist. Anhand dieser Daten kdnnen beide
Fluorophore als photostabil beziiglich kurz- bzw. mittelfristiger Tageslichtexposition
betrachtet werden und ermoglichen unabgedunkelte Labor-Arbeiten
(Probenvorbereitung, Handhabung in der Zellkultur, etc.) mit dem Material. Dartiber
hinaus ist eine Detektion von Material, das mit DPA oder Perylen markiert wurde, auch
nach ldngerer Zeit moglich. Nichtsdestotrotz sollte das Material in der Dunkelheit
gelagert werden.

Insgesamt ergaben die Fluorophoruntersuchungen, dass DPA aufgrund der schmaleren
Emissionspeaks, der stirkeren Fluoreszenz sowie der spezifischeren Anregbarkeit
Perylen vorzuziehen ist. Fiir die Einbettung von DPA in Mikroplastik wurde aufgrund der
Fluoreszenzdaten eine Markierungskonzentration von 0,3% festgelegt, da diese
ausreichend starke Fluoreszenzintensitdten zeigt, noch keinem Self-Quenching unterliegt

und gleichzeitig ein potentielles Ausbluten und dessen Einfliisse gering halt.

1.2 UCNPs: eine vielseitige Markierungsoption zur Detektion von MP

Upconverting Nanoparticles (UCNPs) bieten einige Vorteile: Sie ermoglichen sowohl
eine visuelle Detektion, als auch eine quantitative Auswertung mittels ICP-OES oder

ICP-MS °* und unterliegen keinem Photobleaching %%, Die Anregung im Infraroten



(980 nm) ermdglicht zudem eine hohe Penetrationstiefe bei Detektion in Gewebe %2,

wihrend nur eine geringe Autofluoreszenz beobachtet wurde *°.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aufgrund der vorteilhaften FEigenschaften
[Yb,Tm]-gedopte UCNPs zur Einbettung in Polystyrol-MP synthetisiert. Die
Quantifizierbarkeit sollte spédter zur Distributions- und Exkretionsanalyse genutzt
werden. Die Partikel zeigten eine homogene Grofenverteilung, die auch nach
Ummantelung mit einer NaYF4-Hiille zur Steigerung der optischen Emission homogen
blieb. Die einheitlichen Grofen stellten die Grundlage fiir eine homogene Verteilung in
der PS-Matrix dar. Desweiteren exhibierten die UCNPs eine starke Lumineszenz, die sich
bei den umbhiillten UCNPs vorwiegend im Griinen bei etwa 480 nm zeigte.

Bei der Nutzung von UCNPs als optisches Label sind allerdings zwei Faktoren zu
beachten: Zum einen besitzen UCNPs eine sehr geringe Quantenausbeute von maximal
13% . Entsprechend werden zur Anregung hohe Leistungsdichten bzw.
Laserintensititen bendtigt oder hohe Dopingraten in der umgebenden Matrix . Zum
Anderen lumineszieren die Partikel nach Anregung sehr lange '*°. Zu bedenken ist dabei,
dass einige Photodetektoren auf dem Prinzip basieren, dass sie das emittierte Licht aus
der gesamten Probe aufnehmen und dem Punkt zuweisen, an dem in diesem Moment
angeregt wird. Wenn UCNPs nun sehr lange nach ihrer eigentlichen Anregung
lumineszieren, so entsteht mit diesen Detektoren ein streifig leuchtendes Bild. In der
Praxis bedeutet das, dass dem Problem nur beizukommen ist, indem sehr langsame
Scan-Zeiten gefahren werden, was wiederum ein erhohtes Potential zur
Gewebsschidigung bedeutet.

Perspektivisch gesehen, bieten UCNPs eine hervorragende Maoglichkeit zum
Multiplexing, da die Emissionswellenléngen der Partikel durch das Lanthanoid-Doping
adjustiert werden konnen 7. Demnach wire es dank UCNP-Labeln méglich,
verschiedene MP-Polymere oder MP-Formen mit unterschiedlich emittierenden UCNP

zu beladen und alle gleichzeitig bei 980 nm anzuregen 5793148

einer Wellenlidnge, die
fiir Antikorperfirbungen standardméfBig ohnehin keine Verwendung findet. Die
jeweiligen Emissionen wiirden anschlieend Aufschluss dariiber geben, ob bestimmte
Partikelarten z.B. stirker akkumulieren oder an unterschiedlichen Orten im Organismus

wiederzufinden sind.



Dariiber hinaus bietet eine Integration von UCNPs als optisches Label den groBBen Vorteil,
dass eine Alterung des Mikroplastiks, so wie sie in der Natur stattfindet, kiinstlich mit
z.B. UV-Licht nachgestellt '**!%° werden kann ohne EinbuBen in der lumineszenten

Detektion zu verzeichnen.

1.3 Nanofaser-Setup ermoglicht stabile und homogene Integration von Labeln

Vor der Zerkleinerung der Polystyrol-Nanofasern wurde in diese beim Spinning-Prozess
DPA bzw. UCNPs als Markierung eingebettet. Die entstandenen Fasern waren mit
Durchmessern von 0,95 um (DPA) und 1,0 um (UCNPs) in etwa gleich dick, was eine
gute  Reproduzierbarkeit der PS-Nanofasern-Herstellung bezeugt.  Sowohl
DPA-PS-Fasern als auch UCNP-PS-Fasern zeigten bei mikroskopischer Betrachtung eine
gleichméfige Lumineszenz, was eine homogene Verteilung der Label indiziert. Somit
kann auch nach der folgenden Zerkleinerung zu Mikroplastik davon ausgegangen
werden, dass jeder MP-Partikel ausreichend mit Label zur Detektion beladen ist.

Neben der mikroskopischen Beurteilung schloss sich eine Leaching-Studie an, um das
Ausbluten der Label aus der PS-Matrix zu quantifizieren. Sowohl fiir DPA- als auch fiir
die UCNP-Nanofasern zeigte sich mit insgesamt 0,0023 m% (DPA) bzw. wie 0,2 m%
(UCNPs) ein sehr geringes Ausbluten. Somit ist von einer stabilen Einbettung
auszugehen, wobei die freigewordenen Lanthanoid- und Fluoridkonzentration sich
deutlich unterhalb der dokumentierten Zytotoxizititsgrenzen liegen '37-13%151,
Zusammenfassend lésst sich die Einbettung der Markierungen in die PS-Nanofasern als
homogen und stabil beschreiben. Das direkte Einarbeiten der Label in die Polymermatrix
im Spinningprozess bietet somit perspektivisch die Moglichkeit, je nach gewiinschter
Applikation unterschiedliche Farbstoffe zu integrieren, sowie auch weitere schidliche
Substanzen wie Weichmacher oder Schwermetalle, die in der Umwelt in oder an den
Partikeln vorkommen und so ihre Toxizitdt erhdhen konnten. Auch ein Wechsel auf
andere Polymere ist mdglich, solange sich diese mit Hochspannung zu Nanofasern

verspinnen lassen.



14 Nanofasern ermoglichen Herstellung kleiner MP-Fragmente sowie MP-

Fasern

Zur Zerkleinerung der PS-Nanofasern zu Mikroplastik wurden verschiedene Strategien
evaluiert: Die Vermahlungen erfolgten mit Kugelmiihlen, wobei gro3e und/oder kleine
Mahlkugeln zum Einsatz kamen. Daneben wurde ein Hochleistungs-Dispergierer
(Ultraturrax) zur Herstellung von Mikroplastik-Fasern erprobt.

Die besten Ergebnisse zur Fragment-Herstellung wurden mit der Planetenkugelmiihle
erzielt, wenn nach der Vorvermahlung zunichst mit groBen, anschlieBend mit kleinen
Kugeln vermahlen wurde. Durch diese Kombination aus Prall- und Reibungswirkung der
verschiedenen KugelgroBen konnten Fragmente mit einem Durchmesser von (4 £ 3) um
gewonnen werden.

Uberraschenderweise ergab die kryogene Vermahlung lediglich groBe Partikel mit breiter
Streuung ((10 + 20) um), obwohl aufgrund der niedrigen Temperatur eine erhohte
Sprodigkeit des Materials und damit eine bessere Zerkleinerung zu erwarten gewesen
wiére. Eine mogliche Erkldrung fiir das Ergebnis liegt in der Tatsache, dass die
Vermahlung extern stattfand und hier zwar auch Zyklen von 9x 2 min stattfanden, die
allerdings nur mit groen Kugeln umgesetzt wurde. Zudem wurden durch das komplexe
Handling des stickstoffgekiihlten ~Mahlbechers keine Vorvermahlungsschritte
durchgefiihrt. Diese erwiesen sich im Handling mit der Planetenkugelmiihle jedoch als
essentiell, da aufgrund der starken Volumenverkleinerung von Fasern zu Fragmenten
ansonsten keine addquate Fiillung des Mahlbechers moglich war, die wesentlich zur
erfolgreichen Vermahlung beitrdgt und Metallabrieb minimiert.

Die hergestellten Fragmente besitzen mit 4 pm Durchmesser eine Grof3e, die sowohl gut
von Zellen aufgenommen 7°, als auch intestinal resorbiert werden kann. Dariiber hinaus

liegen sie auch im respirierbaren Bereich '°%!%3

und konnten somit sogar bei inhalativen
Applikationen Anwendung finden.

Abgesehen von den MP-Fragmenten konnten mithilfe des Hochleistungs-Dispergierers
(Ultraturrax), der auf einem Rotor-Stator-Prinzip beruht, und einer anschliefenden
Filtration MP-Fasern mit MaBen von etwa 1x1x20 um erzielt werden. Mit
Optimierungen, wie z.B. langeren Scherzeiten, konnten in Zukunft noch kiirzere

Faserstiicke erzielt werden, wenn dies fiir eine spezielle Anwendung gewiinscht sein

sollte.



1.5 Charakterisierung zeigt realititsnahe Mikroplastik-Partikel

AbschlieBend wurde das Material sowohl {ber FTIR-Messungen als auch
Rasterelektronenmikroskopie in Identitdt, Form und GroBe charakterisiert.

Die FTIR-Messungen ergaben, dass durch die Vermahlung keine Verdnderungen in der
Polystyrolmatrix erzeugt wurden, da keine zusdtzlichen Banden in Form von
beispielsweise Oxidationspeaks auftraten.

Die erhaltenen Durchmesser lagen mit 4,7 um (DPA-PS) und 6 um (UCNP-PS) nah
beieinander und verdeutlichten so die hohe Reproduzierbarkeit der hergestellten MP-
Fragmente.

Von besonderem Interesse war im Rahmen der Produktion neben der Grofe auch die
Form der Partikel, da diese wie bereits erwihnt Einfluss auf die Effekte von MP %’ ausiibt.
Die SEM-Aufnahmen der hergestellten Fragmente aus Mikroplastik zeigten eine raue
Oberflache sowie unregelmifige Formen, die denen von MP aus der Natur sehr nahe
kommen 72140154 Aych die fasrigen Partikel wiesen Strukturen auf, wie sie auch in der
Umwelt z.B. nach Waschprozessen von Kleidung zu sehen sind '*°.

Die produzierten MP-Fasern und -Fragmente bilden somit eine wichtige Ressource fiir
MP-Studien, die die Formen der Partikel in der Umgebung beriicksichtigen und somit

realistische Ergebnisse zu potentiellen Gefahren von Mikroplastik erzielen konnen.

1.6 Einsatz nicht-ionische Tenside zur Stabilisierung von MP-Suspension

Mit der Produktion von MP-Partikel ist in der Regel erst die halbe Arbeit erledigt. Eine
Hiirde besteht danach in vielen Féllen vor allem darin, die Partikel so stabil zu
suspendieren, dass die Dosiergenauigkeit gewdihrleistet ist und keine Agglomerate
entstehen, die spéter z.B. Gefédlle verstopft konnen.

Einen Anhaltspunkt fir die Stabilitdt von Partikelsuspensionen bietet das Zetapotential.
Mit einem gemessenen Potential von -31 mV in destilliertem Wasser wird die Suspension
des MPs gerade noch als stabil angenommen . Destilliertes Wasser ist weitgehend frei
von lonen — es hat also eine geringe lonenstdrke, was flr die Stabilitat von Suspensionen
vorteilhaft ist. An diesem Punkt sei erwéhnt, dass die zugrundeliegende DLVO-Theorie
mit Idealisierungen arbeitet, die in der Interpretation bedacht werden sollten. So wird von
sphérischen Partikeln gleicher GrofRe in Wasser und einem geringen Feststoffgehalt

ausgegangen.



Wihrend eine Applikation der Partikel in destilliertem Wasser fiir orale Applikationen
unter gewissen Voraussetzungen mdglich ist, bestehen fiir parenterale Applikationen
deutlich strengere Grenzen. So muss z.B. fiir intravendse Injektionen ein nahezu
physiologischer pH-Wert sowie eine Osmolaritdt von etwa 300 mosmol (isoton bezogen
auf das Blutplasma) eingehalten werden. Die hohe Ionenstirke von 300 mosmol fiihrt
jedoch bei Partikeln zu einer Absenkung des Zetapotentials gegen Null. Entsprechend
sinkt die Stabilitit des System, eine Zusammenlagerung der Partikel wird bei hohen
Ionenstirken immer weiter erleichtert und Suspensions-Stabilisatoren werden nétig 6.
Grundsitzlich miissen neben dem Zetapotential bei derart hydrophoben Partikeln auch
hydrophobe Wechselwirkungen mit den anderen Partikeln bedacht werden, die eine
Zusammenlagerung der Partikel oder auch eine Adsorption an Winde von
Plastikbehéltnissen stark begiinstigen.

Zur Stabilisierung eines solchen Systems sind verschiedene Zusétze denkbar,
beispielsweise Viskositétserhdher, Peptisatoren oder nicht-ionische Tenside.

Eine erhohte Viskositit und somit eine behinderte Zusammenlagerung kénnen Stoffe wie
Hydroxyethylcellulose bezwecken. Hierbei gilt allerdings zu bedenken, dass die
Viskositdt von lonenstirke, pH-Wert oder Temperatur beeinflusst werden und eine
viskose Suspension in der Handhabung bzw. Applikation durch Kaniilen hinderlich sein
kann. Peptisatoren, wie z.B. Calciumtartrat oder Natriumcitrat, sind mehrfach negativ
geladen (mehrprotonige Séduren) und konnen das Nernst-Potential (= das Potential am
Partikel selbst; Oberflachenpotential) iiberkompensieren und somit zu einer Erhohung
des Zetapotentialbetrags fiihren, was wiederum die Suspension stabilisieren kann. Je nach
Applikationsart muss hierbei allerdings beachtet werden, dass solche Peptisatoren sowohl
Einfluss auf den pH-Wert als auch auf die Osmolaritit nehmen.

In Bezug auf die hydrophoben PS-Partikel, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt
wurden, stellen nicht-ionische Tenside, wie z.B. Polysorbate oder Poloxamere, die beste
Option dar. Sie besitzen auf der einen Seite einen hydrophoben Teil, der sich gut an die
hydrophobe Oberfldche der PS-Partikel anlagern kann, und auf der anderen Seite mehrere
hydrophile Reste (im Fall von Polysorbat aus Polyethern), die eine Losung in Wasser
ermdglichen und sich gleichzeitig durch die Lange dieser hydrophilen Ketten gegenseitig

auf Distanz zueinander halten. Somit steigt die Benetzbarkeit der Partikel in Wasser und



Agglomerationen werden unterbunden, wihrend kein nennenswerter Einfluss auf den

pH-Wert oder die Osmolaritit genommen wird.

1.7 Kommerziell erworbene Partikel weichen von angegebenen Grofien ab

Zuletzt wurden auch die kommerziell erworbenen Partikel zur Qualitdtskontrolle
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, der Form und der PartikelgroBen charakterisiert.
Die angegebenen Materialien und Formen konnten dabei bestdtigt werden, wobei
anzumerken ist, dass die irregulidr geformten Fragmente deutlich prominentere Spitzen
und Ecken aufwiesen als das intern produzierte Mikroplastik. Diese Tatsache liegt
vermutlich in den verschiedenen Herstellungsprozessen begriindet, wobei zur Produktion
der zugekauften Partikel laut Herstellerangaben Laserablation zum Einsatz kam.

Im Hinblick auf die GroBe stellte sich heraus, dass die zugekauften MP-Fraktionen bis
auf die sphérischen Partikel nicht den Herstellerangaben entsprachen. Alle irregulér
geformten MP-Sorten (PS, PP, PET) beinhalteten neben den angegebenen 20-50 um
groflen Partikel in allen Féllen auch deutlich kleinere Partikel. Im Falle von PET waren
zudem auch GroBen jenseits der 50 pm prisent. Uberraschenderweise lagen die
Partikeldurchmesser fiir die irreguldren PS- und PP-Fragmente sogar im Durchschnitt mit
14,5 bzw. 19,0 um unterhalb der angegeben 20 um als Untergrenze. Diese Abweichungen
von den gewiinschten Groflen erschwerten den Vergleich mit den PS-Sphiren, da diese
mit einer engen Verteilung um etwa 40 um nun deutlich groBer waren als die

entsprechenden Fragmente.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass mithilfe der elektrogesponnenen Nanofasern
sowohl die stabile Einbettung verschiedener Label als auch die Zerkleinerung in
fragment-  sowie  faserformiges  Mikroplastik  ermoglicht  wurde.  Diese
Produktionsstrategie erdffnet neben der Adaptierung des Labels je nach
Applikationswunsch auch die Maoglichkeit zur Produktion von Mikroplastik
verschiedenster Polymere, solange sich diese zu Nanofasern spinnen lassen. Je nach
Zerkleinerungstechnik kénnen anhand der Vermahlungszeiten, -Zyklen und Kugelgro3en

auch andere GroBlenverteilung erzielt werden.



2. Mikroplastik in allen untersuchten Organen zu finden

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit stellten Untersuchungen zur Toxikokinetik
von oral aufgenommenen Mikroplastikfragmenten dar. Mithilfe von UCNP-markiertem
PS-MP sollten sowohl die Ausscheidungswege als auch besonders betroffene Organe
identifiziert werden. Neben der Quantifizierung erfolgte auch eine qualitative Analyse,

die Informationen iiber die Lokalisation der Partikel in den Organen preisgeben sollte.

2.1 Fenestriertes oder diskontinuierliches Endothel begiinstigt Mikroplastik-
Ablagerungen

Im Zuge der Distributionsanalyse wurde Médusen einmalig (akut) bzw. iiber 7 Tage
(chronisch) iiber eine orale Gavage Mikroplastik appliziert. Nach akuter Exposition
konnte MP in Darm, Gehirn, Leber, Magen, Niere und Pankreas detektiert werden. Nach
chronischer Exposition zeigte sich bis auf den Magen in all diesen Organen die Tendenz,
dass die ldngere Exposition einen Anstieg der MP-Konzentration bezogen auf das
Organgewicht bedeutet. Dariiber hinaus hatten sich nach dieser siebentigigen
Applikation auch in den librigen Organen Herz, Hoden und Milz MP-Partikel abgelagert.
Bei den Magen- und Darmproben gilt es zu beachten, dass beide Organe vor der
Verarbeitung nicht gewaschen wurden und somit der Chymus mitsamt enthaltenem MP
darin verblieb. Entsprechend erlauben die ermittelten Werte fiir Magen und Darm keine
Riickschliisse auf die jeweils aufgenommenen Mengen an Mikroplastik. Im Darm wurde
im Gegensatz zum Magen allerdings signifikant mehr MP detektiert, was insofern
bemerkenswert ist, als dass die Transitzeit durch den Darm einer Maus etwa 6-8 h betragt
157 und somit eigentlich kein MP der vorhergehenden Tage hiitte im Chymus detektiert
werden sollen. Moglicherweise wurde hier also tatsdchlich eine erhohte Aufnahme des
MP innerhalb des Darms und daraus resultierend die Akkumulation beobachtet.

Auch im Korpus, also dem restlichen Korper der Maus nach Organentnahme, wurden
grolere Mengen an MP gefunden, was darauf schlieBen ldsst, dass auch MP in
Muskulatur, Fett- und Bindegewebe, Gefdlen oder Knochen verblieben ist.

Die hohe Standardabweichung der chronischen Exposition liegt in den Werten eines
Individuums begriindet, bei dem deutlich hohere MP-Ablagerungen in allen Organen

detektiert wurden, was fiir eine grundsétzlich hohere Aufnahme vom Magen-Darm-Trakt



in die Zirkulation spricht. Der Grund hierfiir konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht
abschlieBend gekléart werden, jedoch wére eine erhdhte Durchlissigkeit des Darms z.B.
im Rahmen eines ,,leaky gut* denkbar.

Bezogen auf das Organgewicht zeigten Hoden, Milz und Pankreas die hochsten
MP-Konzentrationen. Was diesen drei Organen gemein ist, ist ein fenestriertes (Hoden,
Pankreas) bzw. diskontinuierliches (Milz) Endothel %1%, Diese Poren bzw.
Unterbrechungen im Endothel konnten es MP-Partikeln erleichtern, die Blutbahn in
diesen Organen zu verlassen und dort so hohere MP-Ablagerungen begiinstigen. Dass
Mikroplastik die Spermatogenese bzw. Reproduktionsfiahigkeit beeintridchtigen kann,

t 161163 ynd liefert zusammen mit der in dieser Arbeit

wurde bereits mehrfach gezeig
dokumentierten starken Ablagerung des Materials in den Hoden Anlass zu weiteren
Untersuchungen.

Betrachtet man die Funktionsweise der Milz, die neben immunologischen Funktionen
auch alte oder fehlerhafte Erythrozyten mit ihrem Filtersystem in der roten Pulpa aus der
Zirkulation entfernen soll ', erscheint es logisch, dass in diesem Maschenwerk neben
den alten Erythrozyten auch Mikroplastikpartikel hdngen bleiben, die im Gegensatz zu
den roten Blutkorperchen jedoch nicht von Makrophagen abgebaut werden konnen und
so in der Milz verbleiben. In diesem Zuge ist es denkbar, dass das Mikroplastik die
Funktionen der Milz beeintrachtigen koénnte und somit auch Einfluss auf z.B. die
Infektabwehr nimmt, was bereits in vivo beobachtet wurde .

Im Pankreas findet sich das fenestrierte Endothel ebenfalls nicht ubiquitdr, sondern
lediglich im endokrinen Teil. Ohne die Mengen des gefundenen MP im Pankreas den
endo- oder exokrinen Anteilen zuordnen zu kénnen, ist aufgrund der Fenestrierung von
einer verstirkten Ablagerung im endokrinen Pankreas auszugehen. Es ist daher plausibel,
dass diese Akkumulation zu endokrinen Stérungen flihren konnte. Neuste
Veroftentlichungen zeigten, dass eine Mikroplastik-Exposition mit einem erhdhten
Risiko fiir Diabetes mellitus einherging '°°, was im Einklang mit den hier erhobenen
Daten steht und in einer Beeintrichtigung des endokrinen Pankreas begriindet liegen
konnte.

Absolut betrachtet zeigte neben Magen und Darm (siehe Diskussion bzgl. Chymus) die
Leber die stirksten MP-Ablagerungen. Die Leber ist stark vaskularisiert und besitzt

ebenfalls ein diskontinuierliches Endothel in den Sinusoiden '®7, durch welches die



MP-Partikel leichter die Blutbahn in das umliegende Gewebe verlassen konnen und so
im Organ akkumulieren.

Dartiber hinaus fielen in den absoluten Werten auch deutliche Ablagerungen im Gehirn
auf. Dies steht im Einklang mit Funden im Menschen ¢! und ist aufgrund der neusten
wissenschaftlichen Erkenntnisse durchaus besorgniserregend, da MP im Gehirn bei
Miusen zu zerebralen Thrombosen fiihrte %%,

Denkt man nun das Schema weiter, dass MP vor allem in Regionen mit fenestriertem bzw.
diskontinuierlichem Endothel akkumuliert, so miisste auch das Knochenmark betroffen
sein (hier Teil der Probe ,,Korpus®). Unterstiitzt wird diese These von jiingsten Funden
im Menschen, die tatsdchlich Mikroplastik im Knochenmark detektierten, vorwiegend in
einer GroBe zwischen 20-100 pm 2,

Interessant wird es in dieser Hinsicht auch bei Tumorgewebe, da neu entstehende
Kapillaren, die Tumore versorgen, ebenfalls ein diskontinuierliches Endothel und somit
eine Hyperpermeabilitit aufweisen %1% Der Hypothese folgend miisste sich somit auch
in Tumorgewebe mehr Mikroplastik ablagern, was fiir Lungentumoren im Vergleich zu
normalem Lungengewebe kiirzlich belegt wurde *>.

Neben Tumoren konnen auch andere pathologische Vorginge, wie beispielsweise
Entziindungen, zu vergroBerten endothelialen Zwischenriumen fiihren ' und so
moglicherweise eine Ablagerung von MP erleichtern, was in diesen bereits belasteten
Arealen vermutlich einen zusdtzlichen Nachteil im Hinblick auf eine Genesung darstellen

wiirde.

2.2 ExKkretion von MP iiberraschenderweise auch mit Urin

Zur Untersuchung der Exkretion von MP-Fragmenten wurden im Tierversuch Urin sowie
Fézes jeweils tiber 23 h Urin nach der letzten MP-Applikation aufgefangen.

Dass ein Grofiteil des oral aufgenommenen Mikroplastiks mit den Fézes eliminiert wird,
war insofern wenig liberraschend, als dass in den Magen applizierte Partikel zwangslaufig
in den Darm iibertreten wiirden und von dort in die Fizes gelangen, wenn keine
Aufnahme der Partikel stattfindet. Demnach ist es schliissig, dass etwa 99% des
insgesamt gefundenen Plastiks mit den Fazes eliminiert wurden. Das iibrige Prozent, dass
es in die Zirkulation schafft, mag im ersten Moment nach wenig klingen, stellt jedoch je

nach Expositionshohe eine nicht zu vernachldssigende Menge dar.



Mit einer intestinalen Passagezeit von 6-8 h !°7, konnte zudem davon ausgegangen
werden, dass der Anteil an der applizierten MP-Menge pro Tag innerhalb von 24 h
vollstindig mit den Fazes ausgeschieden wird. Die erhobenen Daten zeigten keinen
signifikanten Unterschied zwischen der mit den Fazes ausgeschiedenen Menge nach
akuter bzw. chronischer Exposition, was aufgrund der Tatsache, dass in den Fizes
aufgrund der Passagezeit keine Akkumulation stattfinden konnte, schliissig ist.

Uberraschenderweise wurde jedoch auch im Urin eine Ausscheidung von Mikroplastik-
Partikeln detektiert. Fiir diese Beobachtung ist es unumginglich, dass MP nach der
Applikation in die Zirkulation aufgenommen worden sein muss und auf diesem Weg in
die Nieren gelangt ist. Damit eine Substanz schlussendlich mit dem Urin ausgeschieden
wird, sind drei Mechanismen physiologisch: eine glomeruldre Filtration, eine tubuldre
Riickresorption und zuletzt eine tubuldre Sekretion in den Urin "%, Aufgrund der
Hydrophobizitdt und GroBe der Partikel ist eine tubuldre Riickresorption oder aktive
Sekretion nicht denkbar. Aufgrund der Grofle von etwa 6 um im Durchmesser, ist jedoch
auch eine freie Filtration ausgeschlossen. Was bleibt, ist somit die Option, dass die
Partikel die GFB im Zuge einer Schiddigung {iiberwinden konnten und so ins
Tubulussystem und damit den Urin gelangt sind. Die Scharfkantigkeit der Partikel konnte
dariiber hinaus ein Austreten der Partikel aus dem Blutstrom ins Interstitium und ein
weiteres Durchbohren des Parchenyms bis in einen Tubulus bewirkt haben, allerdings ist
diese Moglichkeit statistisch und histologisch betrachtet sehr unwahrscheinlich.

Auch wenn diese Ergebnisse durchaus Fragen nach dem Ubertritt in den Urin offen
lassen, so stehen sie trotzdem im Einklang mit Exkretionsanalysen am Menschen, bei
denen neben groeren Mengen MP-Fragmenten in den Fézes ebenfalls MP-Partikel im

Urin gefunden wurden %

2.3 Qualitative Untersuchungen zu MP in den Organen

Das histologische Organ-Screening erfolgte mithilfe von Mausen, die iiber 10 Tage das
zugekaufte, irreguldre PS-Mikroplastik oral appliziert bekommen hatten. Aufgrund der
Perfusionsfixierung der Tiere war in diesem Versuchsaufbau grundsitzlich mit weniger
MP-Funden als bei den nicht perfundierten Tieren der Distributionsanalyse zu rechnen
und daher mit einer Unterschitzung der eigentlichen Mengen, da mit der Perfusion auch

MP aus dem System gespiilt werden kann. Zudem wurden nicht das komplette



Organgewebe untersucht und ein Einfluss lokaler Verteilungsmuster ist somit nicht
auszuschlieflen.

Unter Beriicksichtigung aller Aspekte stehen die qualitativen Analysen trotzdem im
Einklang mit der quantitativen Beurteilung. So zeigten sich vereinzelt Partikel im Herzen
sowie in der Skelettmuskulatur (Quadrizeps) sowie etwas haufiger in Leber, Hoden und
Gehirn. Besonders im Gehirn fiel dabei eine Nédhe der Partikel zu Blutgefden auf. Die
Funde in der Niere werden im nichsten Kapitel detailliert abgebildet.

Abweichend von den Quantifizierungswerten wurden im Magen sowie proximalen und
distalen Teilen des Diinndarms nur wenige Partikel detektiert. Dieser Unterschied ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit der unterschiedlichen Probenaufarbeitung geschuldet, da fiir
die Quantifizierung keine Reinigung von Magen und Darm stattfand, fiir die
histologischen Untersuchungen allerdings mehrere Waschschritte von Noten waren, um
unspezifische Fluoreszenzsignale zu vermeiden. Im Zuge des Waschens wurde alles im
Chymus enthaltene Mikroplastik entfernt und es konnten lediglich aufgenommenen
MP-Fragmente gefunden werden.

Ein deutlicher Unterschied zeigte sich bei der Untersuchung der Lunge, da in den
histologischen Proben grofle Mengen an MP-Ablagerungen sichtbar wurden. Bei der
Distributionsanalyse zeigten sich allerdings deutlich geringere Akkumulationen.
Begriindet liegt diese Diskrepanz vermutlich in den Gro3enunterschieden der applizierten
Partikel. Wahrend bei der quantitativen Auswertung das selbst produzierte UCNP-PS mit
einem Durchmesser von 6 um zum Einsatz kam, wurden im Rahmen der qualitativen
Analyse die zugekauften PS-Fragmente mit Durchmessern von (14,5 + 12,8) um
eingesetzt. Neben der hohen MP-Menge fiel in der Lunge auf, dass der GroBteil der
gefundenen MP-Fragmente von Aktin-reichen Strukturen (vgl. Phalloidin-Firbung)
eingeschlossen schien. Fiir diese Strukturen gibt es zwei mogliche Erklarungsansétze:
Zum einen konnten diese Strukturen konkret a-SMA (alpha Smooth Muscle Actin)
darstellen, welches einen Marker fir aktivierte Fibroblasten darstellt und in
Remodelingprozessen, wie z.B. im Rahmen einer Lungenfibrose, erhoht ist !, Diese
Funde wiirden demnach fibrotische Prozesse in der Lunge durch die Ablagerung von
groen MP-Fragmenten nach oraler Applikation implizieren. Zum anderen kdnnte das
Aktin auch Teil des Zytoskeletts von Makrophagen sein, die im Rahmen der Phagozytose

zu multinukledren Riesenzellen (Fremdkorperriesenzellen oder Langhans-Riesenzellen)



fusioniert sind. Neben der Tatsache, dass diese Riesenzellen auch auf Implantaten
prominent sind !”2, stellt dieser Zelltyp ein hiufiges Merkmal einiger chronischer
Entziindungszustinde der Lunge dar, welche wiederum hédufig zu fibrotischen
Verinderungen und Granulomatomen fiihren '7?. Die zugrunde liegenden Abliufe und die
Auswirkungen von oral aufgenommenem Mikroplastik auf die Lunge werfen somit neben
den Effekten auf Fortpflanzungsorgane, die Milz oder das endokrine Pankreas wichtige

Forschungsfragen auf, auch im Bezug auf eine Immunzellbeteiligung.

24 MP-Aufnahme nach oraler Exposition: Persorption im Darm und

Transport mit Lymphe

Sowohl bei den quantitativen als auch bei den qualitativen Untersuchungen der
Distribution von oral aufgenommenen MP-Fragmenten kommt die Frage auf, auf
welchem Weg die Partikel zu den Organen gelangen. Es scheint logisch, dass eine
groBrdumige Verteilung schlussendlich tiber den Blutkreislauf stattfindet. Auf welchem
Weg die Partikel allerdings vom Magen-Darm-Trakt in den Blutkreislauf gelangen, wirft
vor allem im Hinblick auf die teils sehr groBen Partikel (vgl. irreguldres PS mit
(14,5 £ 12,8) um) groBere Fragen auf.

Kombiniert man alle Beobachtungen der bereits erlduterten Experimente, so bleibt nur
ein logischer Schluss: Die Persorption des Mikroplastiks im Darm.

Unter Persorption versteht man eine Form der parazelluldren Resorption. Dabei treten
feste Partikel von 5 bis etwa 100 um im Durchmesser zwischen den Epithelzellen eines
intakten Epithelverbands, wie z.B. im Darm, hindurch ''*!7*. Aus dem subepithelialen
Raum konnen die Partikel iiber Lymphbahnen oder auch Venen abtransportiert werden
und auf diesen Wegen in den Blutkreislauf gelangen 7. Aufgrund der PartikelgroBen in
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche, ist lediglich die Aufnahme durch
LymphgefaBe plausibel, da nur die offenen Enden der Lymphkapillaren mit einem
Durchmesser von etwa 50 um gro3 genug sind, um die verwendeten Partikel
aufzunehmen. Die so in die Lymphe gelangten Partikel werden iiber den Ductus
thoracicus im linken Venenwinkel dem vendsen Blutstrom zugefiihrt und erreichen iiber
die obere Hohlvene das Herz und das arterielle System !'°.

Geht man von der Aufnahme iiber die Lymphe aus, so erscheinen nun auch die

mengenmafigen Unterschiede zwischen den in der Lunge gefundenen Partikeln bei den



quantitativen  (kleinere = Partikeldurchmesser) = und  qualitativen  (grofBere
Partikeldurchmesser) Untersuchungen schliissig, da die Lunge als erstes Kapillarbett von
dem MP-beladenen Blut durchstrémt wird und dort vor allem die groflen Partikel
verstarkt hiangenbleiben, wihrend fiir kleinere Partikel eine hohere Chance besteht, den
Lungenkreislauf zu passieren.

Betrachtet man erneut die histologische Aufnahme im distalen Diinndarm in Abbildung
27C, so zeigt diese vermutlich genau diesen Persorptionsmechanismus, bei dem das
MP-Fragment gerade zwischen den Epithelzellen hindurchtritt. Diese Aufnahme
entspricht in ihrer Erscheinung hierbei ziemlich genau der in der Literatur
beschriebenen !’*. Im Rahmen eines Reviews stellten auch Prata et al. '*3 die These auf,

dass Persorption einen mdglichen Aufnahmeweg darstellten konnte.

Zuletzt sei gesagt, dass, wenn die verstirkte Verteilung von Mikroplastik in Regionen mit
fenestriertem Endothel und der Abtransport des Plastiks {iber Lymphkapillaren
stattfinden, dringend Studien zu Mikroplastik im Knochenmark bendtigt werden, da
dieses iiber sein fenestriertes Endothel besonders exponiert wire, wihrend im
Knochenmark jedoch gleichzeitig Lymphkapillaren fehlen '7® und somit kein Abtransport
der akkumulierenden MP-Partikel stattfande.

Insgesamt lédsst sich beziiglich der toxikokinetischen Parameter festhalten, dass oral
applizierte MP-Fragmente hochstwahrscheinlich iiber Persorption im Darm
aufgenommen werden, mit der Lymphe in den Blutkreislauf gelangen und sich von dort
in samtliche Organe verteilen, wobei fenestrierte Endothelien eine Ablagerung von

Mikroplastik im Gewebe beglinstigen.



3. Mikroplastik und die Niere: Mikroplastik-Fragmente selbst in

Tubulussystem zu finden

Ein Kernthema dieser Arbeit sollte die Frage darstellen, welche Auswirkungen die orale
Applikation von Mikroplastik auf die Niere hat, da ihre Fahigkeit zur Regeneration stark
begrenzt ist. Vor dem Hintergrund, dass neben dem Polymer auch die Partikelform eine
entscheidende Rolle im Hinblick auf mdgliche Auswirkungen spielen kann %, wurden
wie beschrieben Miusen Mikroplastik-Partikel verschiedener Polymere (PS, PP, PET)
und Formen appliziert (Sphiren, Fragmente). Daneben erhielt eine Kontrollgruppe
lediglich das Suspensionsmedium.

Da die Tiere ebenfalls postmortal fiir die histologischen Untersuchungen perfundiert
wurden, muss auch in diesem Teilprojekt davon ausgegangen werden, dass die
gefundenen Partikelmengen die tatsdchlichen unterschreiten, da vermutlich alle Partikel,
die nicht stark feststeckten oder sich verkeilt hatten, bei der abschlieBenden

Perfusionsfixierung aus dem Tier ausgespiilt wurden.

3.1 Nur Fragmente in der Niere zu finden, keine Sphiren

In der Kontrollgruppe wurde der Erwartung entsprechend kein Mikroplastik in der Niere
gefunden. Was allerdings auffiel, waren kleine, runde Punkte innerhalb mancher tubulérer
Zellen, die ebenfalls bei 405 nm fluoreszierten und sich immer in direkter Nachbarschaft
zum Zellkern befanden. Der Erscheinung nach handelt es sich hierbei
hochstwahrscheinlich  um  intrazytoplasmatische  Einschlusskorperchen.  Diese
Proteinaggregate bestehen meist aus defekten oder unvollstéindig gefalteten Proteinen,
denen beispielsweise eine {libermidBige Proteinsynthese zugrunde liegt, und die
schlussendlich im Zellkern oder Zytoplasma prézipitieren. Von solchen
Einschlusskorperchen in kortikalen Tubulusepithelzellen wurde in der Literatur
beispielsweise nach Applikation von Medikamenten in Ratten berichtet, wobei die
betroffenen Zellen keine Anzeichen von zelluldrer Degeneration, Nekrose oder
Entziindung zeigten !”’. Da diese Einschliisse iiber allen Gruppen hinweg auftraten, ist

davon auszugehen, dass die Ursache hierfiir aulerhalb des Versuchsprotokolls liegt.



Fiir die Gruppe, die sphirische PS-Partikel erhalten hatte, zeigte sich das gleiche Bild,
wie in der Kontrollgruppe: Kleine (potentielle) Einschlusskorperchen, jedoch keine
Plastikfunde. Erstaunlicherweise wurden jedoch in allen Gruppen, die fragmentférmiges
MP erhalten hatten, unabhingig vom Polymertyp MP-Partikel in der Niere entdeckt.
Zunichst zeigte sich z.B. ein fast 20 pm grofles Fragment, dass — trotz Perfusion — in
einem groBeren Blutgefidl im Cortex gefunden wurde und an einer Abzweigung des
Gefalles feststeckte. Dieser Fund stellte einen eindeutigen Hinweis dafiir dar, wie das MP
in die Niere gelangte, ndmlich mit der arteriellen Blutzufuhr. Betrachtet man den Zustrom
des Blutes tliber groflere Gefdlle zum Vas afferens bis in den Glomerulus, so war die
Entdeckung von MP-Partikeln in Glomeruli eine logische Konsequenz. Dort waren
Partikel aufgrund ihrer GroBle im Kapillarbett hingen geblieben. Kleinere Partikel, die
den Glomerulus passieren konnten, blieben danach vereinzelt in peritubuldren Kapillaren
stecken. Auch diese Funde waren im Hinblick auf den Transport des MP im Blut nicht
verwunderlich.

Was hingegen sehr iliberraschte, waren etliche Funde von teils sehr groBen Fragmenten
mit ausgeprigten Spitzen und Ecken im Tubulussystem. In dieses Tubulussystem und
schlussendlich in den Urin kdnnen auf physiologischem Wege nur Substanzen gelangen,
die entweder frei iiber die GFB filtriert oder aber in den Tubulus sezerniert werden.
Beides ist aufgrund der GroBe der Partikel fiir Mikroplastik nicht denkbar. Entsprechend
ist davon auszugehen, dass sich die MP-Fragmente auf pathologische Weise ihren Weg in
das Tubulussystem gebahnt haben, aller Wahrscheinlichkeit durch die GFB hindurch, bei
der demnach ein Schaden zu erwarten wire. Die Untersuchung dieser funktionellen
Schédigung ist Teil des nachfolgenden Kapitels.

Dass nur irreguldr, teils spitz geformte Partikel detektiert wurden, liegt
hochstwahrscheinlich an dem Formfaktor, der es offensichtlich sogar ermdoglicht, dass die
Partikel biologische Barrieren durchdringen. Verkantet sich ein scharfkantiges Stiick
Mikroplastik im Gewebe und ist dort moglicherweise zusdtzlichen Scherkriften durch
z.B. einen hohen Blutfluss ausgesetzt, so ist es vorstellbar, dass sich das Fragment immer
weiter in und spéter sogar durch das Epithel bohrt und es so beschéddigt. Auch im Rahmen
der vorgestellten Persorption als Aufnahmeweg ist es durchaus schliissig, dass eckige
Partikel auf diese Weise verstirkt zwischen den Darmepithelzellen hindurchtreten als

sphirische und somit vermehrt in die Zirkulation gelangen. Die schmale



GroBenverteilung der sphérische PS-Partikel von (41 + 5) um konnte die Unterschiede zu
den irreguldren Partikeln noch dazu begiinstigt haben, da bei den irreguldren Partikeln
auch deutlich kleinere Fragmente im Material waren, die durchstromte Kapillargebiete,
wie die Lunge, sowohl aufgrund von Form als auch GroB3e leichter passiert haben konnten
und so liberhaupt zur Niere gelangen konnten. Um dieser Hypothese weiter nachzugehen,
wire es daher sinnvoll, auch Lungengewebe nach oraler Applikation der PS-Sphéren zu
untersuchen, da somit unterschieden werden konnte, ob diese Partikel weniger persorbiert
werden oder aber aufgrund der GroBle und der geringeren ,,.Durchtrittskraft (weniger
Ecken) vermehrt in der Lunge abgefangen werden vor Eintritt in die Niere.

Zwischen den verschiedenen Polymertypen innerhalb der Fragment-Gruppen wurden
keine nennenswerten Unterschiede gefunden. Dies konnte entweder daran liegen, dass
das Polymer nur untergeordnet oder gar keinen Einfluss nimmt, oder daran, dass die
zugekauften Partikel sich in ihren irreguldren Formen und GroBBenverteilungen teils stark
unterschieden.

In keiner der MP-Gruppen waren Differenzen zwischen der fiinf- und der siebentédgigen
Applikation erkennbar. Dies konnte darin begriindet liegen, dass bereits nach 5 Tagen
nahezu die maximal mogliche Menge akkumuliert ist (steady state) oder aber darin, dass
durch die unvollstindige Analyse der Nierengewebe schlicht die insgesamte Menge der

gefundenen Partikel nicht aussagekriftig bewertet werden konnte.

3.2 MP konnte lokale Imnmunreaktion auslosen

Bereits nach fiinftagiger Applikation wurde zudem eine Attraktion von Immunzellen zu
manchen tubulointerstitiellen MP-Partikeln beobachtet. Wie in Abbildung 33 zu sehen,
wurde sowohl eine Anlagerung von B-Zellen an Partikel als auch ein Einschluss der
Fragmente von Makrophagen beobachtet.

Makrophagen haben in der Niere wichtige Funktionen: Sie tragen zur Homdostase in der
Niere bei und spielen eine zentrale Rolle in der Reaktion auf akute und chronische
Nierenschiddigungen, wobei ihr Phéanotyp stark von der Art und Dauer der Schidigung
abhingig ist. So konnen sich proinflammatorische M1-Makrophagen entwickeln, die
Zytokine ausschiitten, oder aber antiinflammatorische M2-Makrophagen, die vor allem
an der Reparatur von Gewebe und fibrotischen Prozessen beteiligt sind. Makrophagen,

die aus dem Knochenmark stammen, konnen sich sogar zu Myofibroblasten (MMT,



macrophage-to-myofibroblast transition) entwickeln und so direkt zu einer Nierenfibrose
beitragen. Dieser Ubergang in Myofibroblasten wird unter anderem durch TGF-8
induziert und ist so von zentraler Bedeutung bei der Entwicklung von einer chronischen
Entziindung hin zu einer Nierenfibrose !’®. Obwohl die genaue Art Makrophagen in dieser
Arbeit nicht untersucht wurde, ldsst sich festhalten, dass im Rahmen all dieser
Makrophagen-Mechanismen bei lingerfristiger Exposition mit MP in der Niere entweder
durch eine chronische Inflammation oder auf direktem Wege mit fibrotischen
Verdnderungen zu rechnen ist, deren Ausmal sicherlich abhéngig von der Menge an
abgelagertem Mikroplastik ist.

Auch B-Lymphozyten kdnnen im Zuge verschiedener pathologischer Mechanismen die
Niere infiltrieren. Dabei wandern sie jedoch nicht iiberall ein, sondern fast ausschlieBlich
ins Tubulointerstitium. Sie tragen hier ebenfalls zur lokalen Immunantwort bei, indem sie
unter anderem durch Zytokinausschiittung sowohl die T-Zell-Proliferation begiinstigen
als auch die Neubildung von lymphatischen Gefdflen in tubulointerstitiellem Gewebe,

was gerade fiir persistierende Partikel relevant sein konnte '7°.

Zusammenfassend ldsst sich an dieser Stelle festhalten, dass nach oraler Applikation nur
irreguldr geformte MP-Fragmente in der Niere gefunden wurden. Sie fanden sich in
Gefallen, Glomeruli, aber auch in kortikalen Tubuli und miissen auf dem Weg dorthin die
GFB — vermutlich einhergehend mit einer Beschiddigung — iiberwunden haben. Es ist also
davon auszugehen, dass die Partikel die strukturelle Integritéit der Niere beeintrachtigt
haben. Tubulointerstitiell abgelagerte Partikel lockten sowohl Makrophagen als auch B-
Zellen an, was zu inflammatorischen Prozessen und infolgedessen zu einer Nierenfibrose
bzw. einem Nierenschaden fiihren konnte.

Da sich die Form der Partikel einmal mehr als wichtiger Einflussfaktor auf die MP-
Konsequenzen zeigte, ist es essentiell, dass nachfolgende Studien realitdtsnahes
Mikroplastik, also Fasern oder Fragmente verwenden, um auch realititsgetreue

Forschungsergebnisse zu erhalten.



4. MP-Fragmente beeintrichtigen die funktionelle Integritiit der

glomeruliren Filtrationsbarriere

Eine zentrale Frage dieser Dissertation war es, wie sich Mikroplastik auf die Funktion der
Niere auswirkt. Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass sich MP-Fragmente im
Tubulussystem finden lassen und gaben somit Hinweise darauf, dass die Partikel die
glomeruldre Filtrationsbarriere {iberwunden haben mussten. Um diesen Hinweisen

nachzugehen, sollte die Integritit der GFB iiberpriift werden.

4.1 Die ipN: ein geeignetes ex vivo Modell zur Untersuchung von

MP-Auswirkungen

Um die Integritdt der GFB iiberhaupt untersuchen zu konnen, musste ein geeignetes
Modell gefunden werden. Dabei bot sich die isoliert perfundierte Niere (ipN) aufgrund
threr Unabhéngigkeit von der intestinalen Aufnahme als ex vivo Modell an.

Die Perfusion der Nieren mit den zugekauften MP-Fragmenten aus Polystyrol, die auch
bei der histologischen Untersuchung der Niere verwendet wurden, fithrte zu denselben
Ablagerungsmustern, wie sie auch in vivo beobachtet worden waren. Demnach wurden
auch hier MP-Partikel in zufiihrenden sowie peritubuldren Gefda3en, in Glomeruli, sowie
auch in Tubuli des renalen Cortex gefunden.

Die dargelegten Voruntersuchungen ergaben somit, dass sich die ipN als ex vivo Modell
fiir Untersuchungen zu Auswirkungen von Mikroplastik auf die Niere grundsitzlich
eignen, da sie die in vivo Funde reproduzierten.

Dariiber hinaus gab es zwei interessante Entdeckungen: Einerseits konnten Aufnahmen
angefertigt werden, die einen Partikel im Ubergang eines Glomerulus in den proximalen
Tubulus zeigten (siehe Abbildung 40). Dies bildete einen weiteren Anhaltspunkt dafiir,
dass die Partikel in der Lage sind, die GFB zu passieren. Der Partikel hatte sich im Epithel
des proximalen Tubulus mit seinen auffallig ausgeprigten Ecken stark verhakt und so zu
einer sichtbaren Lésion des Tubulusepithels gefiihrt. Entsprechend ist in der Niere nicht
nur von einer Schidigung der GFB, sondern auch des nachfolgenden Tubulussystems
auszugehen. Andererseits zeigte sich bei einer ipN, die nach der MP-Perfusion zu

Testzwecken auch mit fluoreszenzmarkiertem Albumin perfundiert worden war, dass um



groBBere GefiaBe herum, die stark mit Mikroplastik gefiillt waren, das gelabelte Albumin
aus dem GefaB ins umliegende Interstitium ausgetreten war (siche Abbildung 38). Dieses
Ausbluten deutet an, dass die MP-Fragmente auch Blutgefa3e beschadigen konnen, was
auf deren Scharfkantigkeit zuriickzufiihren sein konnte. Dies bedarf jedoch weiterer

Untersuchungen.

4.2 Erhohte Albumindurchlissigkeit — Mikroplastik schidigt die GFB

Um mithilfe der ipN die Integritdt der GFB zu iiberpriifen, wurde nach der MP-Perfusion
kurzzeitig mit fluoreszenzmarkiertem Albumin (Alexa-BSA 594%) perfundiert. Wie
bereits beschrieben besitzt Albumin aufgrund seiner GroBe und Ladung einen sehr
geringen Siebkoeffizienten '**, kann aber nach einem physiologischen oder
pathologischen Ubertreten der GFB vor allem im proximalen Tubulus endozytiert
werden 44,

Die auf diese Weise perfundierten Nieren wurden im Anschluss histologisch préapariert
und die Menge an proximal endozytiertem Albumin an einem konfokalen Mikroskop
semiquantitativ ausgewertet. Unterschieden wurden hierbei eine Kontroll-Population, in
deren zugehorigen Glomeruli kein MP zu sehen war, und eine Mikroplastik-Population,
deren Glomeruli MP enthielten. Aufgrund interindividueller Unterschiede fand neben
einer Gesamtauswertung (n = 3) auch eine Auswertung der einzelnen ipNs (je mind.
n > 100) statt.

In den Einzelauswertungen zeigten sich jeweils statistisch hochst signifikante
Unterschiede zwischen der Kontroll- und der MP-Gruppe, wobei die
Mikroplastik-Gruppe hohere Fluoreszenzwerte im proximalen Tubulus zeigte, was fiir
eine erhohte Aufnahme und somit fiir eine Hyperfiltration des fluoreszenten Albumins
spricht. Die absoluten Unterschiede in den Fluoreszenzen zwischen den verschiedenen
ipNs konnen zum einen auf die genannten interindividuellen Differenzen zuriickgefiihrt
werden sowie zum anderen auf die Verwendung verschiedener Phalloidin-Chargen zur
Gewebefirbung, auf die die Absolutwerte der Albumin-Fluoreszenz bezogen wurden.
Selbst die Gesamtauswertung ergab trotz ihrer sehr niedrigen Stichprobengrofe einen
statistisch signifikanten Anstieg der Albumin-Reabsorption im proximalen Tubulus durch

Mikroplastik.



Betrachtet man die Violin-Plots der einzelnen ipNs (siehe Abbildung 42), so zeigen auch
die Verteilungsmuster deutlich, dass in den MP-Gruppen vermehrt hohe Werte beobachtet
wurden gegeniiber den Kontroll-Gruppen.

Grundsétzlich ist in diesem Versuchsaufbau davon auszugehen, dass die Auswirkungen
des MPs unterschétzt werden. Dies liegt darin begriindet, dass folgende Szenarien in der
MP- bzw. Kontrollgruppe moglich sind: In der MP-Gruppe wurde mindestens ein Partikel
im Glomerulus detektiert, welcher dort entweder nur stecken geblieben ist oder aber einen
Schaden z.B. im Sinne einer kleinen Perforation angerichtet hat. Hat ein Partikel einen
groBlen Schaden verursacht, der ihm einen Durchtritt durch die GFB und somit ins
Tubulussystem ermoglicht hat, so ist der Partikel nicht mehr im Glomerulus zu finden
und dieser Glomerulus wird filschlicherweise der Kontrollgruppe zugeordnet. Ahnlich
verhilt es sich, wenn ein MP-Fragment sich in einem anderen histologischen Schnitt als
dem betrachteten befindet und somit auch hier davon ausgegangen wird, dass der
Glomerulus kein MP enthélt. Jede dieser moglichen Falschzuordnungen fiithrt immer
dazu, dass ein Glomerulus, der eigentlich MP enthélt oder enthielt, der Kontrollgruppe
zugeschrieben wird. Entsprechend fiihrt jede falsche Einteilung dazu, dass der Effekt von
MP filschlich gemindert wird. Vor allem in dem Fall, dass ein Partikel die
Filtrationsbarriere durch groere Schadigungen iiberwunden und den Tubulus erreicht
hat, ist diese falsche Zuordnung besonders gravierend, da hierbei entsprechend grof3e
Mengen Albumin filtriert werden und nachfolgend proximal endozytiert werden, was sich

stark liberhdhend auf die Ergebnisse der Kontrollgruppe auswirkt.

4.3 Verstirkte Albuminfiltration begiinstigt Nierenfibrose zusitzlich

Eine Hyperfiltration von Albumin ist nicht nur diagnostisch, sondern auch
pathophysiologisch von grofer Bedeutung. Bestehen groflere Defekte in der
glomeruldren Filtrationsbarriere, so kann eine iiberméfige Menge an Protein in das
Tubulussystem {ibertreten und dort vom proximalen Tubulus vermehrt reabsorbiert
werden '**. Was zuniichst positiv klingt, birgt allerdings auch Probleme: Durch das
Mehrangebot an Albumin bzw. Protein werden in den Epithelzellen des proximalen
Tubulus verschiedenste entziindliche und fibrotische Signalwege aktiviert, die {iber eine
verstarkte Bildung von Extrazelluldrmatrix (frithzeitig z.B. a-SMA) letztendlich in einer

interstitielle Fibrose als auch einer Glomerulosklerose miinden konnen 80183,



Der profibrotische Mechanismus durch eine Hyperfiltration von Albumin in Kombination
mit der Attraktion von Immunzellen, die ebenfalls inflammatorische und fibrotische
Prozesse beglinstigen, ldsst die Schlussfolgerung zu, dass Mikroplastik sowohl im
Rahmen einer Immunantwort als auch durch eine Schiadigung der Filtrationsbarriere, auf
langere Sicht ein grofles Risiko fiir eine Fibrosierung der Niere birgt.

Abgesehen von den inflammatorischen und fibrotischen Risiken haben die erhobenen
Daten gezeigt, dass Mikroplastik zu einem Austreten von Albumin und somit auch von
Fliissigkeit aus renalen Blutgefden in das Interstitium fiihren kann. Demnach besteht

durch Mikroplastik auch ein Risiko fiir interstitielle Odeme in der Niere.

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit ex vivo festgestellt werden, dass
fragmentformiges MP nicht nur in der Lage ist die GFB zu iiberwinden, sondern dabei
auch tatsdchlich deren funktionelle Integritéit beeintrachtigt. Darliber hinaus wurden
weitere Hinweise auf eine potentielle Entwicklung einer Nierenfibrose durch
Mikroplastik gesammelt, da neben der Immunzellinfiltration auch eine gesteigerte
Filtration von Albumin fibrotische Prozesse in der Niere begiinstigt.

Diesen Erkenntnissen sollten weitere in vivo Untersuchungen folgen, die sich z.B. den
langfristigen Auswirkungen einer oralen MP-Exposition mit GFR-Messungen,
fibrotischen Verdnderungen und einer moglichen Regeneration der Niere nach
Mikroplastik-Applikation widmen.

Dariiber hinaus sollte ein besonderes Augenmerk der Mikroplastik-Forschung
dialysepflichtigen Patienten gelten, da vermutlich auch aus dem Dialysematerial
Mikroplastik freigesetzt wird 34, welches folglich intravends in deren Korper gelangt und

die ohnehin eingeschrinkte Nierenfunktion weiter verschlechtern konnte.



V1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Produktion von Plastik und die damit einhergehende Freisetzung von Mikroplastik
steigt jahrlich an. Der Mensch ist der Aufnahme von Mikroplastik unweigerlich
ausgesetzt, die Auswirkungen dieser Exposition sind weitgehend ungekléart und daher im
Fokus der jlingsten Forschung. Obwohl die Form des MP entscheidenden Einfluss nimmt,
wird in Studien derzeit meist auf sphdrisches Mikroplastik zurlickgegriffen, da
realititsndhere fragment- oder faserférmige Partikel kommerziell kaum verfiigbar sind.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher realititsnahes, detektierbares Mikroplastik
hergestellt werden. Dariiber hinaus sollte die Toxikokinetik (Aufnahme, Verteilung und
Exkretion) nach oraler Applikation und die Auswirkungen von Mikroplastik auf die Niere
geklart werden.

Es gelang eine Produktion von realitdtsnahen MP-Fragmenten und -Fasern, die sowohl
mit einem fluoreszenten (DPA) als auch einem quantitativ nachweisbaren Label (UCNPs)
beladen werden konnten und sich somit fiir eine Vielzahl an Forschungsfragen eignen.
Die toxikokinetischen Auswertungen zeigten, dass sich nach oraler Aufnahme in jedem
untersuchten Organ MP-Fragmente ablagerten, wobei Organe mit fenestriertem oder
diskontinuierlichem Endothel besonders betroffen waren. Die Exkretion des
Mikroplastiks erfolgte zum iiberwiegenden Teil mit den Fézes, allerdings wurde auch eine
Ausscheidung von Partikeln mit dem Urin beobachtet, was ein Uberwinden der GFB
implizierte. Als moglichen Aufnahmeweg etablierte sich anhand der Daten die intestinale
Persorption.

In der Niere wurden nach oraler Applikation ausschlieBlich MP-Fragmente gefunden,
was den Einfluss der Form auf die Verteilung im Organismus belegte. Die Partikel fanden
sich in GefiaBlen, Glomeruli sowie in kortikalen Tubuli und lockten Immunzellen an.
Funktionelle Untersuchungen mithilfe der isoliert perfundierten Niere (ipN) zeigten eine
Hyperfiltration von Albumin mit verstirkter Endozytose im proximalen Tubulus und
belegten so eine Beeintrichtigung der glomeruldren Filtrationsbarriere, die zusammen
mit der beobachteten Immunreaktion langfristig Nierenschidigungen begiinstigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die hohe Relevanz der Forschung zu

Mikroplastik, das sich im Korper verteilt und dort zu erheblichen Schéden fiihren kann.



VII. APPENDIX

1. Verwendete Materialien
Material Info Hersteller
Falcons 15 mL Sarstedt
Deckgléser High Precision 24x60 mm Marienfeld
Dewar-Gefal3 Dewar-Transportgefdl Typ C ~ KGW-Isotherm
Dialyseschldauche Spectra/Por 12-14 kDa Spectrum Labs
Reagiergefille 1,5 mL Sarstedt
iSpacer verschiedene Groflen SunJin Lab
Schmelztiegel grof3 hohe Form, 120 mL
Schmelztiegel klein hohe Form, 15 mL
Schmelztiegel-Deckel 50/51/52 mm Morgan Advanced

Materials Hald

Zetapotential-Kiivetten Folded Capillary Zeta Cell Malvern Panalytical

2. Verwendete Reagenzien
Reagenz Info Hersteller
9,10-Diphenylanthracen Sigma Aldrich

Agarose niedrig schmelzend Biozym Scientific
Ammoniumfluorid > 99,99% Sigma Aldrich

Bovines  Serumalbumin Sigma Aldrich

(BSA)

Chloroform >99% Fisher Chemicals
Cyclohexan >99,5% Fisher Chemicals
Dialysat fiir ipN modifizierter AG Schweda (hausintern)

Krebs-Henseleit-Puffer*

Dimethylformamid (DMF)

>99,5%

Fisher Chemicals




Dulbecco’s Phosphate Sigma Aldrich
buffered saline (PBS)

Ethanol technische Qualitét CSC Jaklechemie
Ethanol p.A. Sigma Aldrich
Methanol >99,9% Fisher Chemicals
Natriumhydroxid p-A. Merck
Natriumoleat > 82% Sigma Aldrich
Nitrosyltetrafluorborat > 95% Sigma Aldrich
Olsiure > 90% Fisher Chemicals
Paraformaldehyd Merck

Perylene Sigma Aldrich
Pferdeserum Merck

Polystyrol MW = 28,000 Sigma Aldrich
Saccharose Thermo Fisher
Salpetersdure 65% v/v Fisher Chemicals
Schwefelsaure 96% v/v Fisher Chemicals
Sojalecithin Sigma Aldrich
Tetrahydrofuran (THF) >99,8% Fisher Chemicals
Thulium(I1I)- > 99,99% Sigma Aldrich
chloridhexahydrat

Ytterbium(III)- > 99,9% Treibacher Industry AG
chloridhexahydrat

Y ttrium(I1D)- > 99,9% Treibacher Industry AG
chloridhexahydrat

SuperBlock® Thermo Fisher

Triton X-100

Sigma Aldrich

*Modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer




Aminoplasmal 10%
Ampicillin

CaCl; x H.O
Flucoxacillin
Glukosemonohydrat
Harnstoff

KCl

Kaliumlaktat
Kaliummalat
Kaliumpyruvat

Kreatinin

MgCl; x 6 H20 (0,2 M)
NaxHPO4 x 2 H20 (0.1 M)

Natrium-2-oxoglutarat

NaCl

Natriumglutamat x H.O

NaHPO4 x H>0 (0.1 M)

NaHCOs

- ad 5 L mit MilliQ-Wasser

50 mL

0,150 g

0,91 g (1,24 mM)
0,15¢g

7,5 g (75,5 mM)
1,802 g (6 mM)
1,65 g (4,4 mM)
1,175 g (2,1 mM)
0,78 g (0,88 mM)
0,165 g (0,3 mM)
0,075 g (0,13 mM)
1 (0,98 mM)
0,588 g (0,83 mM)
1,1305 g (1 mM)
31,5 g (108 mM)
0,292 g (0,35 mM)
0,41 g (0,68 mM)
11.55 g (27.5 mM)

—> pH-Einstellung auf 7,7 (mit NaOH)

3. Verwendete Antikorper

Antikorper Wirt

Verdiinnung Produkt-Nr.

Hersteller




CD20 Ratte 1:100 ab271288 abcam
CD3 Kaninchen | 1:150 ab135372 abcam
CD31 Ziege 1:100 AF3628 R&D Systems
Collagen III Kaninchen = 1:1000 R1040 Acris
F4/80 Ratte 1:100 ab6640 abcam
Phalloidin- - 1:1000 ab176756 abcam
iFluor 555
Phalloidin- - 1:1000 ab176759 abcam
iFluor 647
PDGFR-beta Kaninchen | 1:100 ab32570 abcam
Albumin Ziege 1:200 ab1919%4 abcam
Cubilin Schaf 1:50 AF3700 R&D Systems
Fibronektin Kaninchen 1:200 Ab2413 abcam

4. Verwendete Ger:iite
Ger:iit Typ Hersteller
Drehtrommel Easy Drum Linari Nanotech
ICP-OES SPECTROBLUE FMX36 SPECTRO
Infrarotspektrometer Cary 630 FTIR Agilent
Konfokalmikroskop LSM710 Zeiss
Metallsieb Steel Basket-Strainer 20 pum  pluriSelect
Microplaten-Reader BioTek Agilent
Planetenkugelmiihle PM100 Retsch
Rasterelektronenmikroskop = LEO 1530 Zeiss
(SEM)
Spektrofluorometer AMINCO Bowman Series 2 Thermo Spectronics

Spectrofluorometer (AB2) (jetzt Thermo Fisher
Scientific)

Ultraturrax T18 basic IKA

ZetaSizer ZetaSizer Nano ZS Malvern Panalytical



Transmissionselektronen- | 120 kV Philips CM 12 FEI GmbH
mikroskop (TEM)

5. Verwendete Software

- BioRender

- Corel Draw

- GraphPad Prism
- Inkscape

- ZEN black

- ZENlite
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