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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Plastik ist aus unserer heutigen Gesellschaft nicht mehr wegzudenken. Ob elektronische Tech-

nik, Autoreifen, Kleidung oder Verpackungsmaterial, überall sind Kunststo�e enthalten. Da-

bei ist seit einigen Jahrzehnten nicht nur das Problem der Umweltverschmutzung mit Makro-

plastik, sondern auch Mikroplastik bekannt. Mikroplastik kann dabei aus Abrieb oder Bewit-

terung durch Umweltein�üsse von gröÿeren Plastikfragmenten entstehen. Über die Nahrung

oder die Atemluft können Mikroplastikpartikel in den Organismus gelangen. Verschiedene

Studien zeigten bereits eine Akkumulation von Mikroplastikpartikeln in diversen Organen,

wobei nach wie vor nicht klar ist, wie lange Polymerpartikel im Körper verbleiben, unter

welchen Voraussetzungen sie wieder ausgeschieden werden können und welche E�ekte sie im

Organismus hervorrufen. Da Mikroplastik sehr komplex ist, konnten die Auswirkungen noch

nicht vollständig erfasst werden. Es ist bekannt, dass eine Aufnahme und daraus resultierende

E�ekte von der Form (Sphären vs. Fasern vs. Fragmente), der Zusammensetzung (reines Poly-

mer vs. dem Vorhandensein von Additiven), oder auch dem Vorhandensein einer Eco-Corona

abhängig sein können. Insbesondere Bakterien, organische Materialien, oder auch Umweltgifte

können an der Mikroplastikober�äche adsorbieren und somit in den Organismus gelangen, wo

sie unterschiedliche, bis heute nicht geklärte E�ekte auslösen können. Um die Auswirkungen

von Mikroplastik abbilden zu können, sind derzeit noch Modelle notwendig. Dafür wurden

in der vorliegenden Arbeit sphärische Polymerpartikel und murine Zelllinien verwendet. In

diesem Zusammenhang wurden Modellpartikel, namentlich Celluloseacetat (CA) und �uores-

zierende Polystyrol (PS) selbst hergestellt, andere zugekauft.

In einer ersten Studie wurden die Interaktionen von murinen Makrophagen (J774A.1, ImKC)

und Epithelzellen (STC-1, BNL CL.2) mit gut charakterisierten PS Partikeln unterschiedli-

cher Gröÿe (0,2- 6,0 µm) untersucht. Es wurde erwartet, dass Makrophagen die Partikel aktiv

aufnehmen, was in dieser Studie bestätigt werden konnte. Epithelzellen beider untersuchter

Zelllinien nahmen Mikropartikel nicht in signi�kanter Zahl auf. Anzeichen für zellulären Stress

sowie Auswirkungen auf die Zellproliferation wurden bei Zellpopulationen mit hoher Partikel-

Zellinteraktion beobachtet.

In einer zweiten Studie lag der Fokus auf der Ausbildung einer Protein-Corona unter de�nier-

ten Laborbedingungen an PS Partikeln, um den Ein�uss dieser auf Partikel-Zellinteraktionen

und die Aufnahme in zwei Epithelzelllinien zu untersuchen. Um die Bildung einer Protein-

Corona zu steuern, wurden die Partikel mit Modellproteinen vorbeschichtet und anschlieÿend

in serumhaltigem Zellmedium inkubiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Partikelhisto-

rie einen signi�kanten Ein�uss auf die Zusammensetzung der Protein-Corona und damit auf
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ZUSAMMENFASSUNG

die Interaktion der Partikel mit Zellen hat.

In einer dritten Studie wurden die Ober�ächeneigenschaften und die chemische Zusammenset-

zung von zwei handelsüblichen, nominell identischen PS Mikropartikeln, die häu�g in E�ekt-

studien verwendet werden, charakterisiert. Es lieÿen sich deutliche Unterschiede im Monomer-

gehalt, dem ζ-Potential und der Ober�ächenladungsdichten identi�zieren. Zellen, die Partikeln

ausgesetzt waren, die ein stärker ausgeprägtes ζ-Potenzial und einen höheren Monomergehalt

aufwiesen, zeigten eine höhere Partikelinteraktion und daraus folgend einen Rückgang des

Zellsto�wechsels und der Proliferation, insbesondere bei höheren Partikelkonzentrationen.

In einer vierten Studie wurden Mikropartikel aus konventionellen Polymeren wie PS, Poly-

ethylen (PE), Polyvinylchlorid (PVC) und biologisch basierten Polymeren wie Polymilchsäure

(PLA) und CA verwendet, um die Aufnahme verschiedener Polymerpartikel und deren zellulä-

ren E�ekte auf Makrophagen und Epithelzellen zu analysieren. Die Mikropartikel wiesen eine

geringe Di�erenz im Durchmesser auf, was einen Vergleich der zellulären Wirkungen in Abhän-

gigkeit vom Polymertyp ermöglicht. Trotz der unterschiedlichen Partikeleigenschaften wurde

die Aufnahme von Polymerpartikeln durch Makrophagen beobachtet, während Epithelzellen

nur PS Partikel aufnahmen. Dabei spielte insbesondere für Makrophagen das ζ-Potential der

Mikropartikel und die daraus resultierende Zusammensetzung der Protein-Corona eine ent-

scheidende Rolle für die Aufnahme.

In einer fünften Studie lag der Fokus auf der Verteilung von PS Partikeln während der Zell-

teilung in murinen Makrophagen und der Analyse der Exkretion der Partikel. Die Verteilung

während der Zellteilung scheint zufällig zu sein und es wurde keine aktive Exkretion von

Partikeln beobachtet. Um den intrazellulären Verbleib der Partikel zu analysieren wurden

bestimmte Organelle auf eine Ko-Lokalisation untersucht. Während alle Partikel, unabhängig

von ihrer Gröÿe, eine Ko-Lokalisation mit dem Zytoplasma zeigten, wurden kleinere Partikel

in Verbindung mit Endosomen und dem endoplasmatischen Retikulum gefunden.

In einer letzten Teilarbeit sollten Leberzellsphäroide angezüchtet, sowie deren Interaktion mit

PS Partikeln untersucht werden. Hierbei sollten zusätzlich neue PS Partikel für die Verwen-

dung in verschiedenen Zellkulturmodellen etabliert werden. Bezüglich der Ober�ächeneigen-

schaften und der Partikel-Zellinteraktion wurden Unterschiede zu den kommerziell erwerbba-

ren Partikeln festgestellt. Dabei zeigte sich auch eine Translokation der Mikropartikel in den

Sphäroiden, was die Notwendigkeit der Verwendung von 3D Zellmodellen in der Mikroplastik-

forschung unterstreicht.
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SUMMARY

Summary

It is impossible to imagine today's society without plastic. Whether electronic technology, car

tyres, clothing or packaging material, plastics are everywhere. For several decades, not only

the problem of environmental pollution with macroplastics but also microplastics has been

known. Microplastics can result from larger plastic fragments by abrasion or weathering due

to environmental in�uences. Microplastic particles can enter the organism through food or

the air we breathe. Various studies have shown an accumulation of microplastic particles in

various organs, although it is still not clear how long polymer particles remain in the body,

under what conditions they can be excreted again, and what e�ects they cause in the orga-

nism. Since microplastics are very complex, it has not yet been possible to fully assess their

e�ects. It is known that uptake and e�ects can depend on the shape (spheres vs. �bers vs.

fragments), the composition (pure polymer vs. the presence of additives), or even the pre-

sence of an eco-corona. In particular, bacteria, organic materials, or environmental toxins can

adsorb on the microplastic surface and thus enter the organism, where they can trigger va-

rious e�ects that have not yet been clari�ed. To be able to depict the e�ects of microplastics,

models are currently still necessary. For this purpose, spherical polymer particles and murine

cell lines were used in the present thesis. Some model particles, namely cellulose acetate (CA)

and �uorescent polystyrene (PS) were directly produced, others purchased.

In a �rst study, the interactions of murine macrophages (J774A.1, ImKC) and epithelial cells

(STC-1, BNL CL.2) with well-characterized PS particles of di�erent sizes (0.2- 6.0 µm) were

investigated. Macrophages were expected to actively engulf the particles, which was con�rmed

in this study. Epithelial cells of both investigated cell lines did not take up microparticles in

signi�cant numbers. Indications of cellular stress as well as e�ects on cell proliferation were

observed in cell populations with high particle-cell interaction.

In a second study, the focus was on the formation of a protein corona under de�ned laboratory

conditions on PS particles to investigate its in�uence on particle-cell interactions and uptake

in two epithelial cell lines. To control the formation of a protein corona, the particles were

pre-coated with model proteins and then incubated in a serum-containing cell medium. It

was shown that particle history has a signi�cant in�uence on the composition of the protein

corona and thus on the interaction of the particles with cells.

In a third study, the surface properties and chemical composition of two commercially availa-

ble, nominally identical PS microparticles, which are frequently used in e�ect studies, were

characterized. Signi�cant di�erences in monomer content, ζ-potential, and surface charge den-

sity could be identi�ed. Cells exposed to particles that had a more pronounced ζ-potential
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and higher monomer content showed higher particle interactions and consequent decrease in

cell metabolism and proliferation, especially at higher particle concentrations.

In a fourth study, microparticles of conventional polymers such as PS, polyethylene (PE), po-

ly(vinyl chloride) (PVC), and biologically based polymers such as poly(lactic acid) (PLA) and

CA were used to analyze the uptake of di�erent polymer particles and their cellular e�ects on

macrophages and epithelial cells. The microparticles have a narrow size range, which allows

a comparison of cellular e�ects depending on the polymer type. Despite the di�erent particle

properties, the uptake of polymer particles by macrophages was observed, whereas epithelial

cells only took up PS particles. Especially for macrophages, the ζ-potential and the resulting

protein corona composition of the microparticles played a decisive role in the uptake.

In a �fth study, the focus was on the distribution of PS particles during cell division in murine

macrophages and the analysis of the excretion of the particles. The distribution during cell di-

vision appears to be random, and no active excretion of particles was observed. To analyze the

intracellular fate of the particles, speci�c organelles were examined regarding co-localization.

While all particles, regardless of size, showed co-localization with the cytoplasm, smaller par-

ticles were found associated with endosomes and the endoplasmic reticulum.

In a sixth project, liver cell spheroids were grown and the interaction with PS particles was

investigated. In addition, new PS particles should be developed for use in various cell cul-

ture models. With regard to surface properties and particle-cell interactions, di�erences were

found compared to commercially available particles. A translocation of the microparticles in

the spheroids was observed, which underlines the necessity of using 3D cell models in micro-

plastic research.
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Plastik und Mikroplastik

Plastik ist aus der heutigen Welt nicht mehr wegzudenken. Ob in technischen Geräten, Reifen,

Kosmetikartikeln, Verpackungen oder auch Kleidung, all diese Gegenstände bestehen komplett

oder teilweise aus Plastik. Und das hat verschiedene gute Gründe. Materialien aus Plastik sind

vergleichsweise billig, leicht, wenig Wärme- und elektrisch leitfähig, beständig gegenüber che-

mischer, biologischer und physikalischer Zersetzung, und vergleichsweise einfach herzustellen

[1�6]. Die Entdeckung und Herstellung von Bakelit, dem ersten vollsynthetischen Plastik,

durch Leo Hendrick Baekeland im Jahre 1907 stellt einen wichtigen Meilenstein für industriell

produzierte Kunststo�e dar [2, 6�8]. Seit den 1930 - 1940er Jahren sind die auch heute noch

hauptsächlich verwendeten Plastikarten, Polystyrol (PS), Polymethylmethacrylat (PMMA)

und Polyole�ne, industriell im groÿen Maÿstab herstellbar [8, 9]. Seitdem steigt sowohl der

Bedarf als auch die Produktion an Plastik jährlich [3, 8�11]. Im Jahr 2020 wurden weltweit

367 Millionen Tonnen Plastik produziert [11]. Für Europa waren die meistproduzierten Pla-

stikarten dabei Polypropylen (PP), Polyethylene (PE) und Polyvinylchlorid (PVC) [11].

Aber was ist Plastik eigentlich? �Plastik�, aus dem Griechischen plastikos was �formbar� be-

deutet, ist die gängige Bezeichnung für eine Vielzahl von synthetischen oder künstlichen Po-

lymeren [8, 9]. Laut ISO-De�nition ist Plastik �Material, das als wesentlichen Bestandteil ein

hochmolekulares Polymer enthält und das in einem bestimmten Stadium seiner Verarbeitung

zu Fertigerzeugnissen durch Flieÿen geformt werden kann� [12, 13]. Damit fallen alle syn-

thetischen Polymere mit zugesetzten Additiven, sowie stark veränderte natürliche Polymere

unter die De�nition Plastik [13]. Biologisch basierte, weniger veränderte Polymere, z.B. ge-

färbte Naturfasern wie Wolle oder Baumwolle, sind damit per De�nition kein Plastik, sondern

natürliche Polymere. Weitere natürliche Polymere sind z.B. Proteine und Polysaccharide wie

Seide, Cellulose, Alginat oder Agar (Abb. 1) [8, 13]. Konventionelles Plastik basiert auf Erdöl,

allerdings ist seit einigen Jahren auch so genanntes �Bioplastik� verfügbar, welches auch als

Biokunsto� bekannt ist, und entweder biologisch abbaubar ist und/oder auf nachwachsenden

Rohsto�en basiert [14�19]. Beispielhaft für auf biologischen Monomeren basierende Polymere

sind dabei Polymilchsäure (PLA) oder Polybutylensuccinat (PBS). Davon zu unterscheiden

ist biobasiertes Plastik, welches auf natürlichen Polymeren basiert. Dazu zählen Stärke (und

ihre Derivate), Cellulose (und ihre Derivate) oder Polyhydroxyalkanoate (PHA) [15, 17, 18,

20].
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1 EINLEITUNG

Abbildung 1: Darstellung der chemischen Strukturen einiger ausgewählter synthetischer und
natürlicher Polymere. Synthetische Polymere werden oft mit Additiven, wie Weichmachern,
Farbpartikeln oder Flammschutzmitteln, versetzt und als Kunststo�e (�Plastik �) bezeichnet.
Die hier dargestellten synthetischen Polymere sind typische Grundbausteine für petrolbasierte,
konventionelle Kunststo�e. Eine Ausnahme stellt PLA dar, welches sowohl auf nachwachsen-
den Rohsto�en basiert als auch biologisch abbaubar ist und damit als Biokunsto� bezeichnet
wird. Protein: R= Rest (Aminosäure).

Bioabbaubares Plastik wird mit Hilfe von Mikroorganismen (Bakterien, Hefen und Pilzen)

zuerst fragmentiert, durch spezielle Enzyme in die entsprechenden Monomere zersetzt und an-

schlieÿend assimiliert, sodass nach vollständigem Abbau lediglich Wasser, Kohlensto�dioxid

und Biomasse verbleiben [15�21]. Biokunststo�e haben in den letzten Jahren immer mehr

an Bedeutung gewonnen, denn konventionelles Plastik hat einen gewaltigen Nachteil: durch

seine groÿe Widerstandsfähigkeit ist es nicht einfach abbaubar, sondern muss verbrannt oder

recycelt werden [8, 22�25]. Allerdings sind nicht alle Polymerarten gleich gut zum Recyceln

geeignet, und die Verwendung von Additiven erschwert dies zusätzlich [22, 25�27]. Zusammen

mit dem geringen Preis und der einfachen Verfügbarkeit führt es oft dazu, dass Plastikartikel

durch ungeeignete Entsorgung, sei dies unbeabsichtigt beispielsweise durch veraltete Müllde-

ponien oder beabsichtigt durch beispielsweise simples Entsorgen in der Natur, in der Umwelt

landen [25, 28�30]. Allerdings steigt der Anteil an recyceltem und für die Energiegewinnung

genutztem Plastik stetig [11, 18]. So erhöhte sich der Anteil von recyceltem Plastik im Zeit-

raum von 2006-2020 in der EU um 177 %, der Anteil von zur Energiegewinnung genutzten

Plastik um 77 % und der Anteil des Plastikmülls, der auf der Abfalldeponie landete, verrin-

gerte sich um 46 % [11].

Nichtsdestotrotz bestand viele Jahre, und besteht noch heute, ein Problem mit der geeigneten

Entsorgung. So gelangen jedes Jahr Millionen Tonnen an Plastikmüll in die Umwelt [25, 27,
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1 EINLEITUNG

31, 32]. Neben direkten Ein�üssen durch groÿe, mit dem bloÿen Augen erkennbaren, Plastik-

stücken (= Makroplastik) ist seit den 1970er Jahren das Thema Plastikverschmutzung der

Meere bekannt und hat durch verschiedene neue Erkenntnisse an Bedeutung gewonnen [13,

32�36]. Dabei wurde von Thompson et al. 2004 das erste Mal von Mikroplastik als mikrosko-

pisch kleinem Plastikmüll gesprochen [35, 37]. Hier haben sich die ersten Studien ebenfalls

auf die Ein�üsse auf die marine Umgebung bezogen [30, 35, 38�46]. Heute wird Mikroplastik

als Plastik mit einer Gröÿe zwischen 5 mm und 0,1 µm charakterisiert [13, 42, 47, 48]. Andere

De�nitionen gehen von einer Gröÿe zwischen 1 mm und 1 µm aus [6, 13, 38]. Damit wird

Mikroplastik von Makroplastik (> 5 mm) und Nanoplastik (1- 100 nm, beziehungsweise <

1 µm) abgegrenzt [6, 13, 49]. Der Begri� Mikroplastik inkludiert verschiedene Formen. So

wird zwischen sphärischen Partikeln, Fasern, Fragmenten, Schäumen und Filmen unterschie-

den (Abb. 2) [6, 13, 50�54].

Abbildung 2: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Formen von Mikroplastik. Die
Unterteilung von Mikroplastik erfolgt anhand der Form (Partikel, Fragmente, Fasern, Folien
oder Schäume) und anhand des Ursprungs (primäres vs. sekundäres Mikroplastik). Dabei fal-
len Partikel häu�g in die Gruppe des primären Mikroplastiks, die anderen Formen entstehen
meist durch Abrieb oder Verwitterung von gröÿeren Plastikteilen und fallen in die Gruppe
des sekundären Mikroplastiks. Die in der vorliegenden Arbeit hauptsächlich verwendeten Mi-
kroplastikpartikel wurden farblich hervorgehoben.

Aber Mikroplastik ist nicht gleich Mikroplastik, es wird auch anhand seiner Herkunft di�e-

renziert. Primäres Mikroplastik sind demnach Mikroplastikpartikel, welche in dieser Gröÿe

produziert wurden (Abb. 3 (1)) [3, 37, 39, 55, 56]. Dem gegenüber steht sekundäres Mikro-

plastik, welches durch Bewitterung in der Umwelt (beispielsweise durch UV-Strahlung) oder

Abreibung entstandene Plastikfragmente umfasst (Abb. 3 (2)) [37, 39, 40, 47, 56]. Browne et
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al., zeigten dabei ebenfalls auf, dass beispielsweise auch der Abrieb von Kleidung durch Wa-

schen in der Waschmaschine Mikrofasern verursacht [55, 57�59]. Diese resultieren ebenfalls,

abhängig von der Filtration des Waschwassers und dem Kleidungssto�, in Mikroplastikfasern

[55, 58, 59]. Derzeit kann davon ausgegangen werden, dass primäres Mikroplastik hauptsäch-

lich aus sphärischen Partikeln besteht, während sekundäres Mikroplastik aus verschiedenen

Formen zusammengesetzt ist [13, 39, 60]. Trotz vieler Jahre intensiver Forschung sind die Aus-

wirkungen auf die verschiedenen Ebenen in der Umwelt nach wie vor groÿteils nicht geklärt.

1.2 Auswirkungen von Mikroplastik auf die Umwelt

1.2.1 Umwelt, Tiere und Modellorganismen

Um die Bedrohungen unseres Planeten einordnen zu können und daraus die Grenzen festzu-

legen, innerhalb derer die Menschheit sicher agieren kann, wurde das Konzept der planetary

boundaries (planetare Grenzen) von Rockström et al. 2009 eingeführt [61�63]. Dabei werden

neben dem Klimawandel, der Übersäuerung der Ozeane, dem stratosphärischen Ozonabbau,

der atmosphärischen Aerosolbelastung, dem Süÿwasserverbrauch, der Landnutzungsänderung,

den biochemischen Strömungen von Phosphor und Sticksto�, der biosphärischen Integrität

(unterteilt in genetische und funktioneller Diversität), auch chemische Verschmutzung, be-

ziehungsweise neuartige Verbindungen, als Bedrohungen eingeordnet [61�63]. Galten nach

Ste�en et al., 2015 noch der Verlust der genetischen Diversität und der Sticksto�strömung

als Hauptbedrohung, wurden durch Persson et al., 2022 zusätzlich der Verlust der funktio-

nellen Diversität, die Phosphorströmung und neuartige Verbindungen als Hochrisiko für den

Planeten dargestellt [63, 64]. Unter den Bereich der neuartigen Verbindungen fallen neben

radioaktive Substanzen und Schwermetallen auch eine weiter Bereich an organischen Verbin-

dungen, wie beispielsweise Kunststo�e. Damit wurde im Jahr 2022 Plastikverschmutzung als

eine von vielen Bedrohungen für den Planeten beschrieben, nach Persson et al. sogar als die

mit dem höchsten Risiko [61�64].

Als erste Publikation über die Gefahr der Plastikverschmutzung in der marinen Umwelt gilt

Carpenter und Smith et al. aus dem Jahr 1972 [33, 65]. Seitdem steigen die wissenschaft-

lichen Bemühungen den Ein�uss von Plastik in der Umwelt zu analysieren. Dabei konnten

neueste Erkenntnisse die Auswirkungen der Plastikverschmutzung in der Umwelt aufzeigen.

Über Wind, Regen und Meeresströmungen verteilt sich Mikroplastik auch in die entlegen-

sten Gebiete, was darin resultiert, dass nahezu überall, auch in Gebieten, die weit entfernt

von menschlicher Zivilastion liegen, Mikroplastik gefunden werden konnte [66�68]. Diese Ge-

biete umfassen sowohl Meere [41, 44, 47, 50, 69, 70], Flüsse und Seen [71�76], Böden [65,

8



1 EINLEITUNG

77�79] als auch Schnee [80�84], Meeresböden [43, 45, 85, 86] und, ganz allgemein, die Luft

[87�91]. Die Mikroplastik-Konzentration unterscheidet sich dabei stark, je nachdem, wo die

Analysen vorgenommen wurden. So wurde in der Themse eine Mikroplastik-Konzentration

von 22-297 Partikel pro Liter identi�ziert [92]. Allerdings erschwert das Fehlen einer stan-

dardisierten Methodik der Probenname eine eindeutige Aussage. So beschrieben Lindeque et

al., dass bei der Verwendung eines Netzes mit 100 µm Maschenweite zur Probenentnahme

2,5-fach mehr Mikroplastik gefunden wurde als bei der Verwendung eines Netzes mit 333 µm

Maschenbreite [93]. Auÿerdem wird darauf hingewiesen, dass die Mikroplastik-Konzentration

in der Umwelt unterschätzt werden könnte und bei über 3700 Mikroplastikpartikeln/m3 liegt

[93]. Zusätzlich muss erwähnt werden, dass bei den wenigen umfassenden Erhebungen, die es

derzeit gibt, zusätzlich unterschiedliche Maÿstäbe (beispielsweise Anzahl der Partikel oder Ge-

wicht der Partikel) und unterschiedliche Einheiten (wie l, m3, km2) verwendet werden, was zu

nicht miteinander vergleichbaren Informationen aus aller Welt führt [94]. Einmal in der Um-

welt, können Pathogene (wie Bakterien), persistente organische Schadsto�e (engl. persistent

organic pollutants, POPs) oder Schwermetalle an der Ober�äche des Mikroplastiks adsorbie-

ren (Abb. 3 (3)) [95�100]. POPs kommen in Ober�ächengewässern und Sedimenten vor und

adsorbieren natürlicherweise an organischen Phasen wie beispielsweise Sedimenten oder an-

deren partikulären Sto�en [101]. Beispiele für diese Schadsto�e (POPs) sind polychlorierte

Biphenyle (PCBs), polyaromatische Kohlenwassersto�e (PAHs), chlororganische Pestizide (z.

B. DDT, HCH), polybromierte Diphenylether (PBDEs), aber auch Pharmazeutika wie Anti-

biotika und Anti-Depressiva [100�103], wobei viele nachweislich toxisch oder karzinogen sind

[104�108]. Pathogene wie Bakterien können dabei einen Bakterien�lm (�Bio�lm�), auf der Mi-

kroplastikober�äche ausbilden, wobei die hydrophobe Mikroplastikober�äche die Bio�lmbil-

dung stimuliert [97, 109�113]. Die Ansiedlung von Bakterien führt potentiell zur biologischen

Degradation der Polymere, wodurch es wiederum zur Freisetzung von Plastik-assoziierten

Chemikalien kommt [111, 112, 114, 115]. Da durch die UV-Strahlen Mikroplastik teilweise

zerfällt und sich daraus resultierend die Ober�äche und die Polarität erhöht, begünstigt die

Alterung des Mikroplastiks ebenfalls die Bio�lmbildung [112, 116�118]. Zusammengenommen

führt die Bio�lmbildung zu einer Veränderung der Plastikober�äche und damit zum vertika-

len Transport des Mikroplastiks, also beispielsweise dem Absinken in einem marinen System,

wodurch es für marine Organismen verfügbar wird [97, 112, 118, 119]. Zusätzlich kann Mikro-

plastik durch sein hohes Ober�ächen/Volumen-Verhältnis diverse Schadsto�e oder Pathogene

e�zient sorbieren und konzentrieren, sowie als Transportmittel für die Selbigen agieren, was

die Gefahr durch Mikroplastik erhöht [99, 102, 120, 121]. Interessanterweise di�erenzieren die
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Polymerarten in der E�zienz der Sorption verschiedener hydrophober organischer Verbindun-

gen, wobei PS in Studien 8-200 Mal mehr PAHs sorbierte als PE oder PP [100, 102, 122].

PS zeigt dabei eine mesoporische Ober�äche und amorphe Polymerketten, während PE als

nicht-porös beschrieben wird [100, 123]. Somit hängt die E�zienz der Sorption unterschied-

licher POPs von der molekularen Struktur und der Zusammensetzung des Mikroplastiks ab

[100, 102, 103].

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Eintragungs- (1-3) und Verteilungswege (4-7) von
Mikroplastik in der Umwelt. Durch unsachgemäÿe Entsorgung gelangen kleine Plastikpartikel
in die Umwelt (= primäres Mikroplastik, 1). Des Weiteren kann Makroplasik durch Verwit-
terung, UV-Strahlung, mechanischen Abrieb, etc., in Mikroplastik zerfallen (= sekundäres
Mikroplastik, 2). In der Umwelt können Pathogene, wie beispielsweise Bakterien, und Schad-
sto�e an der Ober�äche der Mikroplastikpartikel adsorbieren (3). Diese Mikroplastikpartikel
können von verschiedenen Organismen, wie beispielsweise marinen Filtrierern (Muscheln, Phy-
toplankton ...) aufgenommen werden und somit in die Nahrungskette gelangen (4). Einmal in
der Nahrungskette, akkumuliert das Mikroplastik in den unterschiedlichen Organismen (5). So
wurde in Organismen, die weiter oben in der Nahrungskette stehen, eine höhere Konzentration
an Mikroplastik gefunden (6). Auch Menschen nehmen, durch verschiedene Eintragungswege
wie dem Verzehr von bestimmten Lebensmitteln, beispielsweise Fisch, oder aber auch durch
Einatmen, Mikroplastik auf (7).

Durch die Verteilung des Mikroplastiks in der Umwelt kann dieses von verschiedenen Organis-

men aufgenommen werden und somit in die Nahrungskette gelangen [7, 40, 124�126]. Dieser

Prozess wird auch als trophische Verteilung bezeichnet [94, 127, 128]. In der marinen Um-

welt gelangen Mikroplastikpartikel meist durch so genannte Filtrierer (Muscheln, Schwämme,

Plankton, ...), welche ihre Nahrung undi�erenziert aufnehmen, in die Nahrungskette (Abb. 3

(4)) [94, 124, 127, 129, 130]. Durch das Fressen dieser, in der Nahrungskette am Anfang ste-
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henden, Filtrierer können die Mikroplastikpartikel auch in andere Organismen aufgenommen

werden (Abb. 3 (5)) [127, 130, 131]. Andere Organismen können durch Verwechslung oder

basierend auf sensorischen, wie beispielsweise visuellen oder olfaktorischen, Signalen ebenfalls

Mikroplastik aufnehmen [130, 132�135]. Generell nehmen pelagische Organismen wie Zoo-

plankton oder Phytoplankton eher weniger dichtes und damit schwimmendes Plastik (PE,

PP) auf, während benthische Organismen wie Würmer oder Mollusken eher dichteres Pla-

stik (PS, PVC) aufnehmen, da dieses eher zu Boden sinkt und somit für diese Organismen

verfügbar wird [40, 118, 129, 136�138]. Dabei kann Mikroplastik im Laufe der Zeit immer

weiter in den jeweiligen Organismen akkumulieren. Thompson et al., und Andrady et al.,

zeigten allerdings, dass verschiedene marine Organismen in der Lage sind, ungewollte Mate-

rialien wie Sediment oder Partikel auszuscheiden, ohne dass diese Schäden verursachten [39,

124, 139]. So konnte gezeigt werden, dass Ringelwürmer (Annelida) und Wenigborster (Oli-

gochaeta) Mikroplastik mit anderen Fäkalien ausschieden [35, 124]. Gröÿere Säugetiere wie

Wale oder andere weiter oben in der Nahrungskette stehende Organismen, zeigen durch die

zunehmende Akkumulation des Mikroplastik in der Nahrungskette die höchsten Konzentrati-

on an Mikroplastik (Abb. 3 (6)) [94, 130, 138, 140, 141]. Mikroplastik wird neben der marinen

Umgebung aber auch in der terrestrischen Umgebung, also beispielsweise Böden, gefunden.

Die hier gefundenen Mikroplastikpartikel werden über Wind und Regen oder Schnee, illegale

Abfallablagerungen, Klärschlamm und Abwasser oder die landwirtschaftliche Verwendung von

Plastikfolien zum Mulchen eingebracht [68, 142�144]. Dabei könnten Böden nach O'Connor

et al., die gröÿte Ansammlung von Mikroplastik in der Umwelt aufweisen [68, 145]. Trotzdem

ist vergleichsweise wenig über die E�ekte auf terrestrische Lebewesen bekannt. Zusätzlich zu

der Akkumulation des Mikroplastiks in der Nahrungskette steigt auch die Gefahr durch die

Aufnahme verschiedener Pathogene oder Umweltgifte, für welche Mikroplastik als Transpor-

ter dienen können [94, 146�148]. Dabei stellt der Mensch keine Ausnahme dar (Abb. 3 (7))

[124, 148�150]. Auch wir nehmen Mikroplastik, beispielsweise durch den Verzehr verschiedener

Lebensmittel wie Fisch, diverse Meeresfrüchte, Bier oder Honig auf [124, 148�152]. Da Mi-

kroplastik auch in der Luft gefunden wird, welches aus dem Abrieb von Kleidung mit hohem

Anteil an synthetischen Materialien, oder auch durch den Abrieb von Autoreifen entsteht,

kann davon ausgegangen werden, dass wir ebenfalls täglich Mikroplastik einatmen [88, 153,

154]. In verschiedenen Feldstudien an marinen Organismen wurden hauptsächlich Fasern und

Fragmente im Verdauungstrakt der Tiere gefunden, während nur selten sphärische Partikel

identi�ziert werden konnten [128, 155, 156]. Die E�ekte des Mikroplastiks auf Zooplankton

sind dabei am besten untersucht und umfassen die Verstopfung des Verdauungstraktes, die
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Verringerung des Appetits und die Beeinträchtigung der Nahrungsaufnahme, woraus Unterer-

nährung, langsames Wachstum und teilweise Tod resultierten [124, 157, 158]. Für Fische wurde

beschrieben, dass gröÿere Mikroplastikteile im Magen stecken und damit zu einer Hungerperi-

ode der Fische führen können [159]. Allerdings wurden keine signi�kanten Beeinträchtigungen

auf die Fitness beschrieben [159]. Die genauen Wirkmechanismen des Mikroplastiks und die

daraus resultierenden toxischen Reaktionen in den unterschiedlichen Organismen sind nicht

bekannt. Die realen von Mikroplastik-induzierten E�ekte auf verschiedene Organismen sind

ein sehr komplexes System, in das viele verschiedene Faktoren, wie beispielsweise die Alterung

des Plastiks, das Vorhandensein und die Zusammensetzung eines Bio�lms, die Polymerart des

Plastiks, das Vorhandensein von Additiven, etc., einwirken [137, 156]. Aus diesem Grund

ist es sehr schwer, alle Faktoren gleichzeitig zu erfassen, weshalb oft Modellorganismen wie

Muscheln, Zebra�sche oder Mäuse, und Modellmikroplastik in kontrollierten Studien verwen-

det werden. Die Ergebnisse dieser Tierstudien konnten bisher keine eindeutigen Auswirkungen

aufzeigen. Verschiedene Laborstudien an Muscheln zeigten, dass Mikroplastik, wenn es auf die

Kiemenober�äche tri�t, über das Kiemenepithel assimiliert oder in den Mund und das Verdau-

ungssystem transportiert werden kann [160�162]. Allerdings werden nicht alle über die Kiemen

aufgenommene Partikel weiter in den Organismus gelangen, denn Muscheln sind in der Lage,

nicht nahrhafte Partikel (beispielsweise Steine) auszuscheiden [162�164]. Es ist derzeit nicht

geklärt, wie genau zwischen nahrhaften und nicht-nahrhaften Partikeln unterschieden wird, da

auch bei Mikroplastik Unterschiede in der Aufnahme festgestellt wurden. Neben Brate et al.,

die beschrieben, dass gealterte PE Partikel eher aufgenommen werden als ungealterte [165],

konnten verschiedene Studien neben der verabreichten Mikroplastikkonzentration, die Grö-

ÿe, Form und Farbe des Mikroplastiks als Selektionsfaktoren identi�zieren [129, 166�168]. Im

Hinblick auf die Toxizität von Mikroplastik in Muscheln wurden verschiedene E�ekte konsta-

tiert, welche histologische Veränderungen des Verdauungstraktes, reduzierte Filteraktivität,

neurotoxische E�ekte und verschiedene Entzündungsreaktionen umfassen [160, 162, 165, 169].

Beispielsweise zeigten Wang et al., anhand von PS Partikeln, dass in Muscheln Entzündungs-

reaktionen und Ein�üsse auf den Energiemetabolismus hervorgerufen werden können [170].

Green et al., zeigten beispielsweise die E�ekte von PE Fragmenten in Miesmuscheln (Mytilus

edulis) und identi�zierten eine Reduktion der Anzahl sowie der Bindungsstärke der Byssusfä-

den [156, 171]. Als Modellorganismus für aquatische Organismen werden Zebra�sche (Danio

rerio) verwendet, für welche die Akkumulation von PS in verschiedenen Organen (Darm, Leber

und Kiemen) beschrieben wurde [172�175]. Daraus resultierten Veränderungen auf Organebe-

ne, welche für den Darm eine verringerte Integrität der Epithelbarriere, mehr Entzündungs-
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reaktionen, oxidativen Stress und Veränderungen des Darmmikrobioms umfassten (vergleiche

Kapitel 1.2.2 Auswirkungen auf Organebene) [172�175]. In der Leber der Zebra�sche wurden

metabolische Veränderungen auf der Enzymebene und oxidativer Stress hervorgerufen [172�

175]. Lei et al., verglichen verschiedenen Polymerpartikeln (Polyamid (PA), PE, PP, PVC und

PS) und konnten Schäden im Darm von Zebra�schen feststellen [176]. Bei keiner der Studien

wurden direkte, Polymer-induzierte toxische E�ekte festgestellt, die unmittelbar zum Tod der

Tiere führten [175, 177�180]. Für terrestrische Organismen gelten unter anderem Mäuse (Mus

musculus) als Modellorganismen. Hier wurden nach der oralen Gabe von Mikroplastik mit der

Nahrung ebenfalls Akkumulationen in diversen Organen, wie dem Darm, der Leber und den

Nieren, und Veränderungen in diesen (Veränderungen in der Zusammensetzung des Darmmi-

krobioms, metabolische Veränderungen und Entzündungsreaktionen), beobachtet [158, 181�

183] (siehe Kapitel 1.2.2 Auswirkungen auf Organebene). Für Kompostwürmer (Eisenia fe-

tida) wurde gezeigt, dass durch die Interaktion und Aufnahme von Mikroplastik aus dem

Boden das Mikrobiom der Organismen zerstört, das oxidative Stresslevel anstieg, sowie das

Wachstum einiger Individuen gehemmt wurde [184�187]. Da der Boden als am stärksten mit

Mikroplastik kontaminiert gilt, ist es gerade für die Untersuchung von Kompostwürmern und

anderen im Boden lebenden Organismen von besonderer Bedeutung, die Interaktion zwischen

Mikroplastik und Mikroorganismen, sowie Mikroplastik und Umweltschadsto�en (wie oben

beschrieben) nicht auÿer Acht zu lassen, um damit die E�ekte auf diese Organismen besser

evaluieren zu können [156].

Zusätzlich dazu besteht ebenfalls die Möglichkeit, dass dem Plastik zugesetzte Additive, wie

Weichmacher (z.B. Phthalate), Stabilisatoren (z.B. Alkylphenole) oder Monomere (z.B. Bis-

phenol A, Styrol) aus dem Plastik in die Umwelt gelangen, welche hier wiederum einen Ein-

�uss haben [101, 188, 189]. So begünstigen Verdauungs�üssigkeiten die Auswaschung von

sorbierten Schadsto�en [100, 190]. Je länger die aufgenommenen Mikroplastikpartikel dabei

im Organismus verbleiben, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, dass die interagierenden

Schadsto�e in das Körpergewebe übergehen [100, 191]. Viele Gruppen postulieren daraus, dass

die beobachteten schädlichen E�ekte hauptsächlich aus der Desorption von Schwermetallen

und anderen Umweltgiften, welche durch Mikroplastik einfacher und in höherer Konzentrati-

on in die Organismen gelangen, sowie den Additiven, welche den Plastikartikeln oft zugesetzt

werden, resultieren [160, 177, 183, 192�194]. Um die Auswirkungen auf den Organismus besser

einschätzen zu können, müssen die E�ekte auf der Organebene genauer betrachtet werden.
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1.2.2 Auswirkungen auf Organebene

Die nachfolgenden Auswirkungen von Mikroplastik auf die Organebene wurden am Beispiel

von Mäusen beschrieben, da diese die am besten untersuchten Säugetiere sind. Die Verwen-

dung von Mäusen und Ratten als Modellorganismen zeigen, dass die orale Aufnahme von

Mikroplastik, meist über die Nahrung, zu einer Aufnahme durch den Darm, genauer die Darm-

gefäÿbarriere, in das Lymphsystem und den Blutkreislauf führt (Abb. 4 (1)) [175, 195, 196].

Dabei stellt der Dünndarm den wichtigsten adsorptiven Teil des Magen-Darm-Traktes dar.

Neben der Aufnahme von Wasser, Nährsto�en und anderen Verbindungen dient er ebenfalls

als eine Schutzbarriere für den Organismus [197, 198]. Das gastrointestinale Epithel wird aus

mehreren Zelltypen gebildet, beispielsweise Enterozyten, Becherzellen, enteroendokrinen Zel-

len oder M-Zellen [198�200]. Enterozyten sind durch spezielle Zell-Zell-Kontakte, so genannte

Tight Junctions, verbunden und bilden die epitheliale Schicht, während Becherzellen durch

Schleimsezernierung diese schützen [198, 201, 202]. M-Zellen sind im Dünndarm mit Peyer-

Plaques assoziiert und spielen eine wichtige Rolle für das Immunsystem, genauer gesagt für

das Schleimhaut-assoziierte lymphatische Gewebe (engl. mucosa associated lymphoid tissue,

MALT) [203�205]. Dabei nehmen M-Zellen auf der Darminnenseite (apikale Seite) Antigene,

wie Bakterien, Viren oder auch Makromoleküle, auf und geben sie auf der gegenüberliegenden,

basalen Seite an die Zellen den adaptiven Immunsystems ab [203�205]. Somit können auch

kleinere Partikel über M-Zellen durch die Darmwand in das lymphatische System gelangen

[198, 206�208]. Über das lymphatische System werden Antigene, darunter beispielsweise auch

Plastikpartikel, in die Leber und Gallenblase transportiert, wobei einige Partikel anschlieÿend

zusammen mit der Galle in den Darm zurückgeführt werden und mit den Fäkalien ausgeschie-

den werden [198, 207, 209]. Neben der Aufnahme durch M-Zellen werden Aufnahmewege durch

Enterozyten (via Endozytose, vergleiche Abschnitt 1.3.1.1 Aufnahmewege von Zellen), dem

Durchdringen von intrazellulären Zwischenräumen und der Persorption (über Lücken, welche

aus dem Verlust von Enterozyten entstehen) diskutiert [210, 211]. Bei allen Aufnahmewe-

gen scheint die Gröÿe der Partikel die wichtigste Rolle zu spielen, da kleinere Partikel eher

über Endozytose aufgenommen oder über intrazelluläre Routen in das Lymphsystem gelan-

gen können [212�214]. Die genauen Schwellenwerte für eine Aufnahme von Mikroplastik über

die Darmwand sind jedoch noch unklar [212�214]. Bei gröÿeren Partikeln besteht die Gefahr,

dass diese durch mechanische Einwirkungen die Darmwand verletzen, ähnlich wie es für Zoo-

plankton beschrieben wurde [215]. Allerdings führen nach Wright et al. nur unrealistisch hohe

Konzentrationen von Mikroplastik, oder die Verwendung von Partikeln mit adsorbierten POPs

und anderen Schadsto�en, zu einer Entzündung der Darmschleimhaut und akuten Beeinträch-
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tigung der Lebensfähigkeit der Organismen [175, 214]. Des Weiteren wird davon ausgegangen,

dass der Hauptteil der aufgenommenen Mikroplastikpartikel nicht die Darmwand durchdringt,

da für 2 µm Latexpartikel beschrieben wurde, dass lediglich 0,04- 0,3 % der Partikel das Epi-

thel durchquerten [101, 214, 216]. Es ist jedoch auch bekannt, dass das Durchbrechen des

Darmepithels einfacher ist, wenn Zellbarrieren defekt sind, beispielsweise bei entzündlichen

Darmerkrankungen wie Colitis Ulcerosa oder Morbus Chron [101, 217�219]. Zusätzlich zu der

oralen Aufnahme von Mikroplastik, welche hauptsächlich für Fasern beschrieben wurde, ist

die respiratorische Aufnahme über die Alveolen der Lunge bekannt (Abb. 4 (2)) [89, 211, 214,

220, 221]. Die Alveolen bestehen aus zwei Arten von Alveolarepithelzellen, auch Pneumo-

zyten genannt, sowie Alveolarmakrophagen [222, 223]. Pneumozyten des Typs I bilden eine

möglichst dünne Basallamina aus, welche als Blut-Luft-Schranke bezeichnet wird [222, 223].

Pneumozyten Typ II sind für die Produktion eines Flüssigkeits�lms zuständig, um die Alveo-

len zu stabilisieren und zusätzlich die darunter liegende Epithelschicht zu schützen [214, 222�

225]. Durch den Flüssigkeits�lm werden beispielsweise auch gröÿere Partikel an dem Durch-

dringen der Blut-Luft-Schranke gehindert [214, 221, 226]. Kleinere Partikel können jedoch,

wie für den Verdauungstrakt beschrieben, durch Endozytose oder intrazelluläre Wege tiefer in

das Lungengewebe eindringen und auch die Blut-Luft-Schranke durchdringen [214, 226]. Die

Funktion der Alveolarmakrophagen ist unter anderem die Aufnahme von Staub, wobei auch

Plastikpartikel über verschiedene zelluläre Aufnahmewege (vergleiche 1.3.1.1 Aufnahmewege

von Zellen) in die Makrophagen aufgenommen werden [214, 221].

Einmal in den Blutkreislauf gelangt werden die Mikroplastikpartikel in Organe, wie die Leber,

Galle oder die Nieren, transportiert [175, 193, 227, 228]. Diese Organe sind an der Transfor-

mation und Ausscheidung von (Schad-)Sto�en beteiligt (Abb. 4). Allerdings scheinen sich die

inerten, synthetischen Polymerpartikel nicht oder nur schlecht transformieren und abbauen

zu lassen, wodurch es zu einer Akkumulation in diesen Organen kommt [175, 193, 227, 228].

Die Akkumulation wurde ebenfalls in den Organen, die mit den Plastikpartikeln in Berührung

kommen und eine Barriere darstellen, also der Lunge und dem Darm, beschrieben [175, 193,

227, 228]. Hier akkumulierten vor allem gröÿere Partikel, die diese Barriere nicht durchdringen

konnten [175, 193, 227, 228]. Neben der Partikelgröÿe spielen weitere Eigenschaften der Mi-

kroplastikpartikel, wie beispielsweise Hydrophobizität oder Morphologie, eine wichtige Rolle

bei der Aufnahme, Akkumulation und Eliminierung der Partikel [175, 211�214]. Zu den pa-

thologischen Veränderungen des Darms, induziert durch die Akkumulation des Mikroplastiks,

gehören die verminderte Schleimsekretion, eine Störung der Darmbarriere, Darmentzündun-

gen und eine Störung des Darmmikrobioms [158, 175, 181, 182, 229�231]. Die Störungen des
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Darmmikrobioms umfassen sowohl die Veränderung der mikrobiellen Diversität und damit

auch der mikrobiellen Zusammensetzung [181, 182, 211]. Dabei war nach der oralen Gabe von

PS Partikeln das Auftreten von Bakterien der Phyla Actinobacteria, α-, γ-Proteobacteria und

Firmicutes signi�kant verringert [181, 182]. Im Gegensatz dazu beschrieben Luo et al., dass

die orale Gabe von PS Partikeln keinen signi�kanten Unterschied im Vorkommen von Bakteri-

en der Phyla Firmicutes, Proteobacteria und Bacteriodetes ergab, jedoch Actinobacteria und

Epsilonbacteraeota signi�kant vermehrt vorkamen [229]. Durch die unterschiedlichen Ergeb-

nisse kann keine eindeutige Aussage darüber erfolgen, welchen genauen Ein�uss PS Partikel

auf die Zusammensetzung des Darmmikrobioms haben. Für PE Partikel wurden signi�kant

vermehrt Firmicutes, Malainabacteria und Actinobacteria gefunden [175, 230, 232].

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Akkumulation von Mikroplastik in Organen. Die
Aufnahme kann über die Nahrung (oral, 1) oder über das Einatmen (respiratorisch, 2) er-
folgen. Durch dünne Barrieren, wie beispielsweise bei Defekten in der Darmwand oder der
Blut-Luft-Schranke der Alveolen können kleine Partikel in den Blutkreislauf gelangen. Hier
werden die Partikel durch den Körper transportiert und akkumulieren in verschieden Orga-
nen, wie der Leber, den Nieren oder auch dem Darm. Die Akkumulation der Partikel kann zu
Entzündungsreaktionen führen, wobei Reaktionen oft als abhängig von der Mikroplastikkon-
zentration beschrieben werden.

Im Vergleich dazu wurde in Zebra�schen die Veränderungen im Darmmikrobiom mit dem

reduzierten Vorkommen von verschiedenen Bakterien der Bakterienphyla Bacterioidetes und

Proteobacteria und dem vermehrten Vorkommen von Bakterien des Phylums Firmicutes be-

schrieben [158, 174, 233, 234]. Die Zusammensetzung des Darmmikrobioms ist von groÿer

Bedeutung und ist dafür zuständig, dass diverse physiologische und biochemische Funktio-

nen, wie beispielsweise die Adsorption von Nährsto�en, aufrecht erhalten werden können [158,

233, 235�237]. Das Darmmikrobiom unterscheidet sich zwischen verschiedenen Tierarten, so

stellen in Zebra�schen Proteobacteria und Fusobacteria die Mehrheit der Bakterien dar [158,

238]. Dahingegen �ndet man in Mäusen und Menschen hauptsächlich Firmicutes und Bac-
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terioidetes [158, 238, 239]. Es ist bekannt, dass verschiedene Umweltgifte wie Antibiotika,

Pestizide oder Schwermetalle zu einer Veränderung im Darmmikrobiom führen können, was

in physiologischer Dysfunktion und dem Auftreten diverser Erkrankungen (Entzündungsre-

aktionen, Veränderungen im Energiemetabolismus, Glucose- und Fettsäuresto�wechsel oder

Übergewicht) resultiert [158, 173, 233, 237, 240]. Aus diesen Gründen ist das Darmmikrobi-

om ein wichtiger Indikator für die toxikologische Einordnung verschiedener Sto�e [158, 234].

Zu den dokumentierten Lebererkrankungen gehören Entzündungen und Lipidakkumulatio-

nen, Veränderungen des Lipidpro�ls, sowie Fettsto�wechselstörungen [158, 175, 227�230]. Die

Erkrankungen der Lunge umfassen neben Verletzungen, Entzündungen auch verstärkte Asth-

masymptome [89, 241, 242]. In den untersuchten Organen, in denen Entzündungsreaktionen

detektiert wurden, wurden auch Veränderungen in der Anzahl, Funktion, enzymatischen Akti-

vität und oxidativen Stressreaktion von Immunzellen detektiert (Immunotoxizität) [158, 175,

211, 227�230, 243]. Dabei ist bekannt, dass die Immunotoxizität Ein�uss auf das Darmmikro-

biom hat (und umgekehrt), sowie dass das Darmmikrobiom und die Beeinträchtigungen der

Epithelschichten in Wechselwirkung stehen [211]. In Laborexperimenten mit Mäusen wurden

hauptsächlich sphärische PS und PE Modellpartikel verwendet. Allerdings konnten diese Re-

sultate oft nur bei sehr hoher, in der Umwelt unrealistischer, Konzentration erreicht werden.

Andere Gruppen zeigten keine negativen E�ekte, abhängig von der Mikroplastikkonzentration

und dem Polymer [175, 198, 244, 245]. Durch die Ergebnisse von Experimenten an Fischen

ist bekannt, dass die Akkumulation von an Mikroplastik adsorbierten POPs im Gewebe, wie

dem Fettgewebe, oder die Freisetzung von Additiven im Organismus und daraus resultierende

Entzündungsreaktionen möglich sind [101, 175, 193, 232]. Allgemein sind die Auswirkungen

von komplexeren Mikroplastiksystemen in Mäusen derzeit noch nicht gut erforscht.

1.3 Experimentelle Modelle in der Mikroplastikforschung auf zellulärer

Ebene

Um das komplexe Mikroplastik-Thema analysierbar zu machen, müssen sowohl biologische

als auch partikuläre Modelle verwendet werden. Im Folgenden werden zelluläre Modelle und

Partikelmodelle näher betrachtet.

1.3.1 Zelluläre Aufnahmemechanismen

Die zelluläre Aufnahme (Endozytose) stellt einen zentralen Baustein in der Immunantwort

und der Aufrechterhaltung des Immunsystems dar [246�250]. Bei eukaryotischen Zellen wird

zwischen vier Mechanismen (rezeptorvermittelt (Clathrin), Caveolae, Phagozytose und Ma-
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kropinozytose) unterschieden [246�251]. Dabei haben unterschiedliche Zelltypen unterschied-

liche Möglichkeiten zur Zellaufnahme [246, 248, 250]. Epithelzellen sind für die Ausbildung

von Membranen (Epithel) und damit einer Schutzbarriere, sowie der Produktion von Sekreten

zuständig [252�254]. Zusätzlich transportieren Epithelzellen bestimmte Sto�e, beispielsweise

Nährsto�e im Darm, von ihrer apikalen (dem Lumen zugewandten) zu ihrer basalen Sei-

te und damit in darunterliegende Gewebe [252, 255�257]. Epithelzellen nehmen Sto�e über

Clathrin- (Rezeptor)-vermittelte Endozytose oder Makropinozytose auf [255�257]. Dabei ist

die Clathrin-vermittele Endozytose der häu�gste Mechanismus der Endozytose [248, 250, 256�

258]. Nach der Bindung eines Liganden, beispielsweise Wachstumsfaktoren, Proteine und Me-

tabolite, an den entsprechenden Rezeptor, welcher auf der Zellmembran repräsentiert ist, wird

die Einstülpung der Zellmembran durch das Protein Clathrin gefördert (Abb. 5) [246, 248,

250, 251, 259, 260].

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Endozytosewege von partikulären Sto�en. Nach
der Makropinozytose bildet sich ein Makropinosom, welches anschlieÿend mit Lysosomen fu-
sioniert. Bei der Clathrin-vermittelten Endzytose werden Vesikel der Zellmembran mit Hilfe
des Proteins Clathrin abgeschnürt. Die resultierenden Vesikel werden über Endosomen trans-
portiert, welche mit Lysosomen fusionieren. Nanopartikel können die Zellmembran auch direkt
durchdringen (Penetration). Intrazellulär können sie entweder direkt wieder die Zellmembran
penetrieren oder werden in Autophagosomen gebündelt und ebenfalls zu Lysosomen trans-
portiert. Caveolin-vermittelte Aufnahme führt zur Bildung von Caveosomen, welche entweder
zum Golgi Apparat oder dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert werden. Die
Exozytose, also Freisetzung in den extrazellulären Raum, erfolgt fast ausschlieÿlich über Ly-
sosomen, welche mit der Zellmembran fusionieren.

18



1 EINLEITUNG

Die so entstandenen, clathrinbeschichteten Vesikel haben einen Durchmesser von ca. 100 nm

und werden intrazellulär zu Endosomen transportiert, welche anschlieÿend mit Lysosomen

fusionieren [246, 248, 250, 251, 259, 260]. Lysosomen (0,1- 1,2 µm in Durchmesser) sind Zell-

organellen mit saurem pH-Wert (pH 4,5- 5) und enthalten Verdauungsenzyme, wie Nukleasen,

Lipasen oder Hydrolasen [261�263]. Im Gegensatz zur Clathrin-vermittelten Endocytose kann

die extrazelluläre Flüssigkeit und darin gelöste Sto�e meistens unspezi�sch (ohne die Betei-

ligung von Rezeptoren) in das Zellinnere via Makropinozytose gelangen (Abb. 5) [248, 250,

264]. Dabei werden ebenfalls Vesikel aus der Zellmembran abgeschnürt, so genannte Makropi-

nosomen, welche einen Durchmesser von ca. 150 nm haben [248, 250, 264]. Auch diese Vesikel

werden zu Lysosomen transportiert [248, 250]. Spezi�sch für glatte Muskelzellen, Fibrobla-

sten, Adipozyten, Pneumozyten Typ I und Endothelzellen ist die Aufnahme via Caveolen

(Abb. 5) [246, 248, 250, 265, 266]. Caveolen sind �aschenförmige Einstülpungen auf der Zell-

membranober�äche und bilden, wenn sie in die Zelle abgeschnürt werden, ca. 50-100 nm

groÿe Vesikel, sogenannte Caveosomen [246, 248, 250, 265, 266]. Caveosomen werden anschlie-

ÿend zum Golgi Apparat oder das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Diese

Art der Aufnahme wird beispielsweise für den Transport von Albumin und die Internalisie-

rung des Insulinrezeptors verwendet [246, 248, 250, 265]. Des weiteren können gelöste Sto�e

die Zellmembran durchdringen (Penetration, Abb. 5), was jedoch nicht als Endozytoseweg

zählt. Intrazellulär werden diese Sto�e entweder in Autophagsomen gepackt und zu Lysoso-

men transportiert oder können die Zelle durch passive Penetration der Zellmembran wieder

verlassen [267]. Einen besonderen Stellenwert im Immunsystem nehmen Phagozyten (Fres-

szellen), beispielsweise Makrophagen und neutrophile Granulozyten, ein [268�270]. Sie sind

in der Lage Mikroorganismen, kleinere Partikel, tote Zellen und Zelltrümmer aufzunehmen

und damit für den Körper unschädlich zu machen (Abb. 6) [268�271]. Epithelzellen, Fibrobla-

sten und Endothelzellen sind ebenfalls in der Lage zur Phagozytose, auch wenn hierbei keine

Mikroorganismen aufgenommen werden, sondern apoptotische (tote) Zellen aus dem System

entfernt werden [268�271]. Die Internalisierung via Phagozytose setzt die Bindung an Mem-

branrezeptoren der Zellober�äche voraus (Abb. 6 (1)) [269, 270, 272]. Zu diesen Rezeptoren

gehören Mannoserezeptoren, Fcγ-Rezeptoren, Fresszellen- (scavenger) Rezeptoren und Kom-

plementrezeptoren [268�270, 273�275]. Allgemein interagieren Mustererkennungsrezeptoren

(engl. pattern recognition receptors, PRRs), welche Scavenger-Rezeptoren inkludieren, mit so

genannten Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (engl. pathogen-associated molecular

patterns, PAMPs) [268, 276�278]. Diese PAMPs sind charakteristisch für Mikroorganismen

und ermöglichen damit eine Erkennung durch das Immunsystem [268�270, 276, 278]. Zusätz-
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lich werden tote, körpereigene Zellen oder deren Bestandteile über die Bindung von diversen

polyanionischen Liganden an scavenger -Rezeptoren erkannt [273, 279, 280]. Weiterhin können

bakterielle Peptidoglykane oder auf der Ober�äche von Mikroorganismen präsentiere Manno-

se über Mannoserezeptoren binden und damit identi�ziert werden [268, 274, 281, 282].

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Phagozytose und Autophagie von Pathogenen,
wie Bakterien. Pathogene werden über Chemotaxis erkannt und adhärieren an der Zellober-
�äche spezialisierter Zellen (Phagozyten, 1). Durch Einstülpungen der Zellmembran werden
Pathogene in die Zelle aufgenommen (2) und bilden im nächsten Schritt ein so genanntes
Phagosom, welches das Pathogen enthält (3). Das Phagosom fusioniert mit speziellen Zell-
strukturen, den so genannten Lysosomen, wodurch sich das Phagolysosom bildet (4). Durch
die lysosomalen Enzyme werden die Pathogene verdaut und damit unschädlich gemacht (5).
Die Reste werden über Exozytose wieder aus der Zelle frei gesetzt (6).

Die Erkennung von Pathogenen, krankhaften Zellen, wie beispielsweise Krebszellen, oder toten

Zellen wird durch das Vorhandensein von Opsoninen vereinfacht [270, 283�285]. Opsonine sind

extrazelluläre Proteine, spezi�scher gesagt Komplementfaktoren oder Antikörper, die an der

Ober�äche der �Zielzellen� binden und damit für die Phagozytose markieren [270, 283�285].

Sie bilden zusätzlich eine Verbindung zwischen den Phagozyten und Zielzellen aus, binden also

an den entsprechenden Ober�ächenrezeptor der Phagozyten, wobei Komplementfaktoren über

Komplementrezeptoren und Antikörpern, wie Immunglobulin G (IgG), an Fcγ-Rezeptoren ge-

bunden werden [268, 270, 272, 275, 284, 286, 287]. Da es essentiell ist, dass Opsonine nur an

körperfremde Zellen oder kranke körpereigene Zellen binden und diese für die Phagozytose

markieren, binden einige Opsonine ebenfalls an PAMPs [288�291]. Wenn Opsonine körperei-
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gene Zellen für Phagozyten sichtbar machen, binden sie an sogenannte Phosphatidylserine,

welche von toten, gestressten oder sterbenden Zellen exprimiert werden [271, 277, 288, 292].

Es ist bekannt, dass die Opsonierung, das heiÿt die Belegung der Ober�äche der Zielzellen

mit Opsoninen, essentiell für die Erkennung von Nanopartikeln durch Makrophagen ist, da

ohne die Opsonine keine Internalisierung der Nanopartikel erfolgt [292�294].

Nach der Erkennung der Zielzellen verformt sich die Zellmembran der Phagozyten um das

Pathogen (Abb. 6 (2)) [268, 270, 272, 295]. Diese Einstülpung führt zur Aufnahme in die

Phagozyten und der Bildung eines Phagosoms (Abb. 6 (3)) [268, 270, 272, 295, 296]. Die In-

ternalisierung der Zielzellen wird von der Polymerisation von Aktin�lamenten gesteuert und

ist damit Aktin-abhängig [250, 268, 270, 272, 296, 297]. Das Phagosom wird intrazellulär

transportiert, bis es mit einem Lysosom fusioniert, woraus die Bildung eines Phagolysosoms

resultiert (Abb. 6 (4)) [268, 270, 298, 299]. Die im Lysosom enthaltenen Enzyme führen,

nach der Fusionierung zu einem Phagolysosom, zur Herabsetzung des pH-Wertes und der

Zersetzung (Hydrolyse) der Pathogene, Fremdsto�e oder toter Zellen (Abb. 6 (5)) [262, 263,

270, 300]. Für die Verdauung von Mikroorganismen werden im Phagolysosom eine Kombi-

nation von oxidativen und nicht-oxidativen Prozessen genutzt [270, 301�304]. Der auch als

respiratorischer Burst bezeichnete oxidative Prozess umfasst dabei die nicht-mitochondriale

Produktion von reaktiver Sauersto�spezies (engl. reactive oxygen species, ROS) [270, 301,

302, 305�308]. Die Freisetzung von Enzymen, wie Lysozym oder Defensinen, beschreiben den

nicht-oxidativen Prozess [270, 301, 302, 304]. Die so verdauten Reste werden zur Zellmembran

des Phagozyten transportiert, mit dieser fusioniert und damit in den extrazellulären Raum

freigesetzt (�Exozytose�) [270, 302].

Experimentell lassen sich die Aufnahmemechanismen durch Inhibition der jeweiligen Mecha-

nismen unterscheiden. So depolymerisiert beispielsweise Cytochalasin D Aktin�lamente und

inhibiert somit die Aktin-abhängigen Internalisierungsmechanismen Phagozytose und Makro-

pinozytose [250, 268, 297, 309, 310]. Für die Hemmung der Clathrin-vermittelten Aufnahme

wird Chlorpromazinhydrochlorid verwendet, da es den Verlust von Clathrinen indiziert, wäh-

rend Nystatin und Filipin die Ausbildungen von Caveolae und damit die Aufnahme über

Calvolae-vermittelte Endozytose inhibiert [250, 311�313]. Basierend auf diesen Experimenten

ist bekannt, dass humane Lungenepithelzellen (Zelllinie A549) PS Partikel mit einer Gröÿe

von 40 nm über Clathrin- und Caveolin-vermittelte Endozytose aufnehmen, während gröÿere

Partikel (1 µm) nicht internalisiert werden konnten [250]. Liu et al., zeigten ebenfalls, dass

Leukozyten verschiedene Endozytosemechanismen nutzen, abhängig von der Partikelgröÿe.

So wurden PS Partikel mit einem Durchmesser von 50 nm über Clathrin- und Caveolin-
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vermittelte Endozytose aufgenommen, während 500 nm groÿe Partikel über Makropinozytose

internalisiert werden [267]. Die Internalisierung von 5 µm groÿen Partikeln konnte dabei nicht

beschrieben werden [267]. Murine Makrophagen waren hingegen in der Lage, PS Partikel

mit einem Durchmesser gröÿer als 1 µm mittels Aktin-abhängiger Endozytose (Phagozytose

oder Makropinozytose) aufzunehmen [250, 297, 314]. Zusätzlich konnten durch die Inhibiti-

on der Aktin-abhängigen Endozytosemechanismen die Aufnahme von 1 und 2 µm Partikeln

nicht vollständig inhibiert werden [297]. Ebenso wurde die Aufnahme von 40 nm PS Parti-

kel mittels Phagozytose, Makropinozytose oder Clathrin-vermitteltet beschrieben [250, 315].

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Makrophagen verschiedene Aufnahmewege für die

gleichen Partikel nutzen [250, 297, 316]. Gleichzeitig wurde beschrieben, dass die Aufnahme-

mechanismen von der Zelllinie abhängig sind, da sich auch die Aufnahmewege in verschiedenen

Epithelzelllinien unterscheiden [250, 257, 315, 317].

Bei Makrophagen spielt zusätzlich die Polarisierung eine entschiedene Rolle. So ist bekannt,

dass die klassisch aktivierten M1 Makrophagen Entzündungssto�e, beispielsweise Zytokine,

Interleukin (IL)-1β, induzierbare Sticksto�oxid-Synthase (iNOS) oder Tumornekrose Fakror

(TNF)-α, sekretieren, sowie Pathogene und zerstörtes Gewebe aufnehmen und damit dem

System entziehen können [318�320]. Danach werden M1 zu alternativ aktivierten M2 Ma-

krophagen, welche entzündungshemmende Sto�e wie IL-10, IL1Ra, oder Arginase 1 (Arg1)

sekretieren um die Entzündungsreaktion abklingen zu lassen und in die Phase der Wundhei-

lung überzugehen [318�321]. Neben der Sekretion von Wachstumsfaktoren können M2 Ma-

krophagen auch die Geweberegeneration oder Angiogenese unterstützen [319, 321, 322]. M1

Makrophagen wären prädestiniert für die Partikelaufnahme, allerdings stehen diesbezüglich

Studien noch aus. Antonios et al., konnten jedoch zeigen, dass M1 Makrophagen durch die In-

kubation mit PMMA Partikeln hervorgerufen werden [320]. Dabei sekretierten unpolarisierte,

M0 Makrophagen durch die Partikelinkubation TNF-α, welches die Polarisation zu M1 Ma-

krophagen induzierte [320]. Ähnliche Ergebnisse wurden für die Inkubation mit PE Partikeln

gezeigt [323]. Im Gegensatz dazu konnten Stock et al. keinen Ein�uss auf die Polarisierung

von Makrophagen bei der Inkubation mit PS Partikeln zeigen [198].

1.3.2 Mehrdimensionale Zellmodelle

2D Zellmonolayer können nicht vollständig die natürliche Zellumgebung abbilden [324�327]. In

vivo bilden Zell-Zell-Kontakte sowie Zell-(Extrazellulär)-Matrix Interaktionen die Grundlage

für Gewebestrukturen [324, 325, 327]. Für eine bessere Abbildung der natürlichen Umgebung

sorgt die Verwendung von 3D-Zellkultur, zumal Zellen hier in einer 3D Umgebung kultiviert
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werden können [324�326, 328]. Dies spielt insbesondere in der Krebsforschung eine groÿe Rol-

le, da für Tumormodelle sogenannte Sphäroide oder Organoide verwendet werden [324�326,

329]. Dabei sind Sphäroide als 3D Zellcluster de�niert, welche keine 3D Matrix brauchen und

sich, abhängig von der Zelllinie, selbstständig durch Zell-Zell-Kontakte ausbilden [324�326].

Sphäroide besitzen einen optimalen Gröÿenbereich, welcher bei maximal 350 µm liegt [330].

Bei zunehmender Gröÿe ist das Wachstum durch einen Di�usionsgradienten gehemmt, wel-

cher zu einem Mangel an Nährsto�en im Kern des Sphäroids führt (= nekrotischer Kern)

[330, 331]. Die Bildung von Sphäroiden kann im hängendem Tropfen (engl. hanging drop),

auf Gerüstbasis, auf nicht-adhärenter Ober�äche oder rotierender Kultur erfolgen [327, 328,

332]. Im Gegensatz dazu sind Organoide meist aus Stammzellen gebildete komplexere Zell-

cluster, die eine spezi�sche Umgebung benötigen. Sie können jedoch die parentalen Organe

besser abbilden als einfachere Sphäroide und werden oft als Mini-Organe bezeichnet [333�336].

Bei Organoiden können spezi�sch Proteine mittels Immuno�uoreszenzfärbung angefärbt und

damit die entsprechenden Entwicklungsstadien der parentalen Organe nachgewiesen werden

(Abb. 7) [329, 333, 334, 336�338]. Anwendung �nden Sphäroide hauptsächlich in der Tumor-

und Krebsforschung, sie können jedoch auch verwendet werden, um Toxizität von bestimmten

Materialien im Vergleich zu 2D Monolayern besser zu analysieren [324, 332]. Bisher liegen we-

nig Daten zu Mikroplastik und dessen Ein�uss in 3D Zellkulturmodellen vor. So beschrieben

Hua et al. den Ein�uss von 1 und 10 µm PS Partikeln auf Organoide, welche die menschliche

Groÿhirnrinde im Embryonalstadium nachahmten, und zeigten einen signi�kanten Ein�uss

der Mikroplastikpartikel auf die Strukturierung des Nervengewebes [339]. Die Verwendung

von Leberorganoiden zeigten nach der Inkubation mit 1 µm PS Partikeln erhöhte oxidative

Stressreaktion, sowie Hepatotoxizität und Leberveränderungen, welche laut den Autoren ge-

gebenenfalls zu Krebs führen können [340]. Die Analyse des Ein�usses von Mikroplastikfasern

in Organoiden der Atemwege belegte in erster Linie keine direkte Toxizität, allerdings wur-

den Fasern teilweise in Organoide eingebunden, was zu Langzeitfolgen in Lungenepithelzellen

führen könnte [341, 342]. Für intestinale Organoide wurde die Akkumulation von 50 nm PS

Partikeln in spezi�schen Zelltypen, wie den Goblet Zellen oder endokrinen Zellen, nachge-

wiesen, während andere Zellen in den Organoiden weniger Nanopartikelakkumulation zeigten

[343]. Das demonstriert, dass mit Hilfe der mehrdimensionalen Zellmodelle weitere Lücken

in der Mikroplastikforschung zwischen in vivo und in vitro Ergebnissen geschlossen werden

können.
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Abbildung 7: Mikroskopische Aufnahmen von Leberorganoiden. Immunfärbung von Leberor-
ganoid aus Leber-Primärzellen auf unterschiedlichen Ober�ächen (Matrigel oder PEG-RGD-
Hydrogel) mit morphologischen und zellspezi�schen Markern wie dargestellt. Marker wie Ep-
cam, E-Cad, Krt19, und Sox9 zeigen den Vorläufer-Phänotyp, und damit das Vorhandensein
von noch nicht vollständig di�erenzierten Hepatozyten an. Skalenbalken: 50 µm. Nachdruck
mit freundlicher Genehmigung des Verlags. Modi�ziert nach Sorrentino, G., Rezakhani, S.,
Yildiz, E., Nuciforo, S., Heim, M. H., Lutolf, M. P., Schoonjans, K. Mechano-modulatory
synthetic niches for liver organoid derivation (2020). Nature Commununications 11, 3416.
Copyright (2020) Springer Nature.

1.3.3 (Mikro-)Partikel

1.3.3.1 Partikel als Modell für zelluläre E�ektstudien

Für die Analyse des E�ektes von Plastikpartikeln in vitro und in vivo wurden hauptsächlich

PS und PE Partikel verschiedener Gröÿen verwendet [344, 345]. Für E�ektstudien, welche

die Auswirkungen von Partikeln untersuchten, wurden neben Metall- auch Stärkepartikel ver-

wendet [344�347]. Die Unterscheidung zwischen Nano- und Mikropartikel erfolgt anhand der

Gröÿe, wobei Nanopartikel als Materialien mit einer Gröÿe zwischen 1-100 nm de�niert sind,

bei Nanotubes kann die axiale Dimension gröÿer ausfallen [346�348]. In den verschiedenen Stu-

dien hatten Nanopartikel häu�g einen gröÿeren Ein�uss als Mikropartikel [345, 346, 348, 349].

Dabei wird postuliert, dass dies einerseits am gröÿeren Ober�ächen/Volumen-Verhältnis der

Nanopartikel liegt, andererseits an der Aggregatbildung [247, 345, 346, 348, 349]. Auÿerdem

können kleine Partikel schneller und in einer gröÿeren Anzahl von Phagozyten aufgenommen

werden, jedoch auch von Epithelzellen oder anderen Nicht-Phagozyten [247, 344�346]. Yang

et al. beschrieben für Nanopartikel, dass die Bildung von ROS und damit oxidativem Stress

die Hauptquelle von Partikel-induzierter Zytotoxizität darstellt [350]. Die ROS-Bildung war

bei Vergleichsstudien zwischen Nano- und Mikropartikeln nicht eindeutig bei einer der beiden

Gröÿen erhöht [175, 351�355]. Bei Nanopartikeln wurde zudem eine andere intrazelluläre Ver-

teilung beobachtet [247, 346, 356]. Beispielsweise wurden Nanopartikel im Zellkern gefunden,

was für Mikropartikel nicht der Fall war [247, 356]. Zusätzlich korrelierte die Bildung von
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intranuklearen Protein Clustern, ausgelöst durch die Aufnahme von Siliciumdioxid Nanopar-

tikeln, mit der Inhibierung der Replikation sowie der Zellteilung [247, 356]. Liang et al. haben

auch die Bedeutung der Analyse der E�ekte der gleichzeitigen Inkubation mit Nano- und

Mikropartikeln (PS) in Mäusen unterstrichen, da diese Kombination nicht nur näher an den

Umweltbedingungen ist, sondern auch zu einer Dysfunktion der Darmbarriere führte [357].

Bei in vitro Studien mit verschiedenen Zelllinien und Polymermikropartikeln wurden keine

oder nicht-signi�kante zytotoxischen E�ekte in physiologischen (der Umwelt vorkommenden)

Konzentrationen nachgewiesen [175, 358]. Lediglich in sehr hohen Konzentrationen wurden ei-

ne vermehrte ROS-Produktion, sowie erhöhte zelluläre Entzündungsmarker identi�ziert [175,

198, 358�361].

1.3.3.2 Herstellung von Modell-Polymermikropartikeln

Mikropartikel können, neben den bereits erwähnten Polymeren, aus verschiedenen Materialien

wie Glas oder Keramiken bestehen [362�364]. Für Polymermikropartikeln besteht ein groÿes

Anwendungsinteresse, beispielsweise in Druckertinten, in der Chromatogra�e (wie Hochlei-

stungs�üssigkeitschromatographie oder Gel-Permeations-Chromatographie), oder auch der

Kalibrierung von Instrumenten [365, 366]. Polymermikropartikel werden auch in der Biomedi-

zin, beispielsweise beim Transport von Wirksto�en (drug delivery) oder der in vivo Bildgebung

verwendet [367�370]. Dabei werden je nach Anwendung verschiedene Eigenschaften, wie zum

Beispiel unterschiedliche Gröÿen, Gröÿenverteilungen, Porosität, Ober�ächenmodi�zierung,

etc., vorausgesetzt [368, 371, 372]. Die gewünschten Eigenschaften sowie das Polymer bestim-

men dabei die Herstellungsmethode der Mikropartikel. Die gängigen Herstellungsmethoden

der partikelformenden, heterogenen Polymerisation umfassen die Emulsions-, Suspensions-,

Präzipitations- und Dispersionspolymerisation [365, 368, 373, 374]. Neben der heterogenen

Polymerisation gibt es noch die Möglichkeit, fertig synthetisierte Polymere zu Partikeln zu

verarbeiten, beispielsweise mittels Sprühtrocknung, Lösungsmittelverdampfung in Emulsion

oder Fällung, das heiÿt der Zugabe eines Nicht-Lösungsmittels [368, 375, 376]. Diese als zwei-

ter Weg beschriebene Methode wird häu�g auch für die Herstellung von Mikropartikeln aus

natürlichen Polymeren verwendet [368, 369, 376]. Jede der genannten heterogenen Polymeri-

sationsmethoden deckt einen gewissenen Gröÿenbereich der resultierenden Polymerpartikel ab

[368]. So werden für Emulsionspolymerisation Partikel mit einem Durchmesser von 0,05-0,4 µm

erreicht, mittels Dispersionspolymerisation Gröÿen zwischen 0,1-15 µm, für Präzipitationsp-

olymerisation 0,1-5 µm und mittels Suspensionspolymerisation können Partikel mit einem

Durchmesser zwischen 5-1000 µm hergestellt werden [365, 368, 377�385]. Methoden anhand

der oben beschriebenen zweiten Route der Partikelherstellung nach der Polymerisation wei-
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sen eine deutlich gröÿere Varianz im Partikeldurchmesser auf [368]. In der hier vorliegenden

Arbeit wurden Partikel mittels Präzipitationspolymerisation sowie, für natürliche Polymere,

Lösungsmittelverdampfung und Membran-Emulgierung (engl. pre-mix membrane emulsi�cati-

on) hergestellt. Mittels Präzipitationspolymerisation können gleichmäÿige Mikropartikel ohne

Verwendung von Stabilisatoren hergestellt werden, allerdings ist eine Mindestkonzentration

erforderlich und diese Methode ist nur für wenige Monomere geeignet (Abb. 8 I) [383, 386�388].

Im ersten Schritt (Initiation) liegen die funktionalisierten Monomere oder Polymervorstufen

getrennt voneinander vor [386, 387, 389]. Bei der photoinduzierten Präzipitationspolymerisa-

tion werden durch die Verwendung von Licht (hν) Monomere oder Polymervorstufen chemisch

verbunden (Photoklick-Reaktion) und bilden Polymerketten aus (Oligomerbildung) [386, 387,

389]. Diese Polymerketten verbinden sich über die Zeit wiederum mit anderen Polymerket-

ten und bilden so Polymerknäuel aus (Nukleation), aus denen sich dann bei Erreichen einer

kritischen Konzentration Partikel bilden (Partikelwachstum) (Abb. 8 I) [386, 387, 389]. Diese

Polymerisationsmethode erfordert neben einem vernetzbarem Monomer einen Initiator wie

2,2'-Azoisobutyronitril (AIBN) und ein Reaktionsmedium [368, 386, 387, 389, 390].

Abbildung 8: Schematische Darstellungen der Synthese von Mikropartikeln mittels Präzipita-
tionspolymerisation (I), oder pre-mix membrane emulsi�cation (II). I: Die Monomere liegen
im ersten Schritt (Initiation) getrennt voneinander vor. Durch die Verwendung von Licht (hν)
werden die Monomere chemisch verbunden und bilden Polymerketten aus (Oligomerbildung),
welche im weiteren Verlauf der Reaktion verlängert und verstrickt werden (Nukleation). Bei
Erreichen einer kritischen Konzentration kommt es zur Partikelbildung (Partikelwachstum).
Da die Polymerpartikel bei einer bestimmten Konzentration ausfallen, wird diese Art der
Partikelherstellung als Präzipitationspolymerisation bezeichnet. II: Bei der Herstellung mit-
tels Membran-Emulgierung ( engl. pre-mix membrane emulsi�cation) werden die Polymere
vorgemixt (engl. (pre-mix )) und durch mehrmalige Filtration in die gewünschte Partikelgröÿe
gebracht.
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Dabei stellt die Verwendung des richtigen Reaktionsmediums den kritischer Teil dar, denn

dieses muss gleichzeitig als Lösungsmittel für den Initiator, die Monomere und die gebildeten

Oligomere dienen, zusätzlich jedoch als nahezu Theta- (θ)- Lösungsmittel für die polymeren

Ketten nach der Nukleation ausfallen [383, 386, 389�391]. Dabei sollen die Polymerketten,

beziehungsweise Polymerpartikel, aus der Lösung ausfallen, um separate Partikel zu erhalten

[389]. Als θ-Lösungsmittel werden Lösungsmittel bezeichnet, in denen das gelöste Polymer an

der Grenze seiner Löslichkeit ist und sich wie eine ideale Kette verhält, beispielsweise für PS

Cyclohexan, trans-Decalin und Acetonitril (ACN) [383, 386, 391�394]. Allerdings sind diese

Lösungsmittel nicht für alle Polymere geeignet, und es können auch nicht alle Polymerpartikel

über Präzipitationspolymerisation hergestellt werden [383, 386, 390]. Die Partikelgröÿe kann

vergleichsweise einfach über die eingesetzte Monomerkonzentration (je höher desto gröÿere

Partikel), die Initiatorkonzentration (je geringer desto gröÿer die Partikel), oder auch der

Lösungsmittelzusammensetzung kontrolliert werden [383, 386, 395, 396]. Zusätzlich können

Mikropartikeleigenschaften wie die Porosität der Partikel über die Verwendung des Lösungs-

mittels gesteuert werden [389, 391]. So zeigte die Verwendung von ACN keine Porosität in

resultierenden Poly-Divinylbenzol (DVB) Partikeln, während eine Addition von Toluol zu

porösen poly-DVB-Mikropartikeln führte [391]. Die Herstellung von Nano-und Mikroparti-

keln mittels Lösungsmittelverdampfung (engl. solvent evaporation) ist hauptsächlich aus der

pharmazeutischen Anwendung für die Einkapselung von Wirksto�en bekannt [397�401]. Da-

bei handelt es sich um einen zweistu�gen Prozess, bei dem zuerst die Emulgierung einer

Polymerlösung erfolgt, welche den Wirksto� enthält, gefolgt von der Partikelhärtung durch

Lösungsmittelverdampfung und Polymerfällung [376, 398�401]. Das gewünschte Polymer muss

durch Verwendung eines, mit Wasser nicht-mischbaren, meist organischen Lösungsmittels wie

Methylenchlorid oder Chloroform in Lösung gebracht werden [376, 398�401]. Diese organische

Lösung wird anschlieÿend mit einer wässrigen Lösung dispergiert, welche mit einem Emulga-

tor, beispielsweise Polyvinylalkohol oder Methylcellulose, versetzt wurde [398�401]. Während

der Emulgierung wird die Polymerlösung durch Scherkräfte in Mikrotröpfchen aufgebrochen,

was entweder durch einen Homogenisator, Ultraschall oder Mixer realisiert wird [376, 398�

401]. Dieser erste Schritt bestimmt hauptsächlich die Gröÿenverteilung der resultierenden

Partikel [400]. Im zweiten Schritt, der Verdampfung des organischen Lösungsmittels, här-

ten die gebildeten Mikrotröpfchen aus und können anschlieÿend durch Filtration und Trock-

nung geerntet werden [376, 400]. Reste von Emulgatoren oder nicht-eingekapseltem Wirksto�

können durch Waschen entfernt werden. Der zweite Schritt bestimmt dabei die Partikelmor-

phologie und hat einen entscheidenden Ein�uss auf die Wirksto�freisetzung [376, 400]. Die
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Lösungsmittelverdampfung ist eine gängige Methode, um PLA oder PLGA Partikel herzustel-

len [376, 400�402]. Bei der Membran-Emulgierung (pre-mix membrane emulsi�cation) werden

Polymere zusammen mit Stabilisatoren vorgemixt [403�407]. Dabei bildet beispielsweise eine

Wasser-Methanol-Emulsion ein Nicht-Lösungsmittel, in dem sich die Partikel bilden können

ohne das Polymer zu lösen [403�407]. Durch mehrmalige Filtration werden die Polymere in

die gewünschte Partikelgröÿe gebracht (Abb. 8 II) [403�407]. Die Partikelgröÿe wird hierbei

durch die Filtergröÿe, aber auch über die Konzentration und dem eingesetzten Volumen des

Nicht-Lösungsmittels, beispielsweise Methanol, bestimmt [405, 406].

1.3.3.3 Ein�uss von (Nano-)Partikeleigenschaften auf zelluläre Aufnahme

Für die zelluläre, Rezeptor-induzierte Partikelaufnahme müssen Partikel, wie zuvor für Pa-

thogene beschrieben, ebenfalls von Zellmembranrezeptoren erkannt werden. Als Rezeptoren

der Zellober�äche wurden dabei hauptsächlich Integrine identi�ziert, da bei Mäusen, die kein

Integrin exprimierten (Integrin-knock-out Mäuse) die Phagozytose, sowie zelluläre Entzün-

dungsreaktionen reduziert waren [408]. Somit interagieren die Integrine der Zellmembran mit

an der Partikelober�äche gebundenen Proteinen [408, 409].

Abbildung 9: Schematische Darstellung der für die zellulären Interaktion wichtigen Partikel-
charakteristiken. Zu den wichtigsten Partikeleigenschaften gehören neben der chemischen Zu-
sammensetzung, Gröÿe, Form und einer Corona auch die Ober�ächenfunktionalisierung und
-ladung. Die chemische Zusammensetzung bezieht sich auf das Material des Partikels (Fe: Ei-
sen, Au: Gold, PS: Polystyrol, Ag: Silber). Die Ober�ächenfunktionalisierung beschreibt das
Einbringen von funktionellen Gruppen wie Amin- (NH2), Carboxyl- (COOH) oder Sulfat-
gruppen (SO4). Bestimmte Partikeleigenschaften bedingen sich oft gegenseitig, beispielsweise
kann die Ober�ächenfunktionalisierung nicht nur die Ladung bestimmen, sondern auch die
Hydrophobizität oder die Zusammensetzung der Protein-Corona verändern.
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Der Fokus der zellulären Aufnahme lag in den letzten Jahren auf Nanopartikeln, da die-

se vermehrt Anwendung als Wirksto�systeme in der Medizin �nden [410�412]. Dementspre-

chend sind hauptsächlich Eigenschaften der Nanopartikel auf die zelluläre Aufnahme bekannt

(Abb. 9). Zu diesen Partikeleigenschaften zählt der Partikeldurchmesser, wobei generell gilt,

dass kleine Partikel schneller und vermehrt aufgenommen werden [296, 411�416]. Für Makro-

phagen ist zusätzlich bekannt, dass eine Partikelgröÿe von 2-3 µm der optimale Durchmesser

für die Phagozytose darstellt [296, 414, 416]. Bezüglich der Partikelform wurde beschrieben,

dass Stäbchen einfacher aufgenommen werden als Sphären, allerdings nur bei einem Durch-

messer kleiner als 3 µm. Ab 3 µm wurden von verschiedenen Zelltypen Sphären bevorzugt

[411, 412, 417, 418]. Interessanterweise wurden bei anorganischen Materialien stets Sphären

bevorzugt aufgenommen [296, 419]. Von Leclerc et al. wurde beschrieben, dass PS Partikel,

welche eine carboxylierte Ober�ächenfunktionalisierung (-COOH) trugen, von Makrophagen

besser aufgenommen wurden als PS Partikel mit einer Aminogruppe (-NH2) [297]. Des Weite-

ren ist für die Ober�ächenmodi�zierung bekannt, dass IgG-beschichtete Partikel besser [420,

421], und mit Polyethylenglykol beschichtete (=PEGylierte) Partikel schlechter aufgenommen

werden [412, 422, 423]. Durch die Ober�ächenmodi�zierung wird auch gezielt Ladung auf die

Partikelober�äche eingebracht und kann somit verändert werden. Die Ladung der Partikelo-

ber�äche spielt eine wichtige Rolle, da stärker geladene Partikel eher aufgenommen werden als

schwach oder nicht geladene Partikel (Tab. 1) [413, 416, 424, 425]. Die positive Ober�ächen-

ladung der meisten Nanopartikel korreliert mit einer höheren zellulären Aufnahme und einer

gröÿeren Zytotoxizität in nicht-phagozytischen Zellen [426]. Dagegen werden anionische Par-

tikel von Phagozyten besser aufgenommen (Tab. 1) [426]. Die Ober�ächenladung bestimmt

ebenfalls den Aufnahmemechanismus. So beschrieben Harush-Frenkel et al., dass positiv ge-

ladene PEGylierte PLA Partikel eine schnelle Aufnahme über den Clathrin-vermittelten Weg

zeigen, während negativ geladene Partikel eine geringere Aufnahmerate aufwiesen und über

einen anderen Endozytose-Weg aufgenommen wurden (Tab. 1) [427]. Auÿerdem verursachen

positiv geladene Partikel eine unspezi�sche Adhäsion an der Zellmembran, die negativ und na-

hezu neutral geladenen Partikel verringern jedoch die unspezi�sche Adsorption und begünsti-

gen spezi�sche Zellerkennung und Internalisierung, beispielsweise über Liganden-vermittelte

Aufnahme [422, 428]. Neben der Internalisierung kann die Partikelladung auch die Vertei-

lung im Körper und in den Zellen beein�ussen (Tab. 1). So wurden negativ oder neutral

geladene Partikel nach kurzer Inkubationszeit (eine Stunde nach respiratorischer Gabe) in

Lymphknoten gefunden, während bei positiv geladenen Partikeln die pulmonale lymphatische

Translokation inhibiert war [429, 430]. Weiterhin wurden positiv geladene Nanopartikel im
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Zytoplasma und Zellkern gefunden, während sie, im Vergleich zu negativ geladenen Partikeln,

nicht in den Endosomen gefunden wurden [431�433].

Tabelle 1: Tabellarische Gegenüberstellung des Ein�usses der Partikelober�ächenladung auf
die zelluläre Interaktion und Internalisierung (Aufnahme), sowie auf die intrazelluläre und
pulmonale Translokation.

kationische Partikel Quellen

Aufnahme höhere Internalisierungsrate in nicht-Phagozyten [426]
Clathrin-vermittelte Endozytose [422, 427, 428]
unspezi�sche Zellmembraninteraktion [422, 428]

Translokation im Zytoplasma und Zellkern, nicht in Endosomen [431�433]
in der Blutbahn [429, 430]

anionische Partikel Quellen

Aufnahme bessere Internalisierung in Phagozyten [426]
Liganden-vermittelte Endozytose [422, 427, 428]
spezi�sche Adhäsion [422, 428]

Translokation in Endosomen [431�433]
in den Lymphknoten [429, 430]

Verschiedene Studien zeigten auch, dass hydrophobe Partikel besser aufgenommen werden als

Partikel aus hydrophilem Material [412, 413, 422, 434, 435]. Zu den mechanischen Eigenschaf-

ten ist bekannt, dass harte Partikel besser aufgenommen als weiche [436]. Mahmoudi et al.

zeigten, dass unterschiedliche Zelllinien die gleiche Art von Nanopartikel unterschiedlich auf-

nehmen, was zusätzlich die Zelllinienabhängigkeit bei der Aufnahme unterstreicht [437]. Dies

wurde ebenfalls von dem Ergebnis von Lunov et al. bestätigt, bei dem die beiden als Phagozy-

ten zählenden Zelltypen Makrophagen und Monozyten verglichen wurden. Hierbei zeigte sich,

dass Makrophagen carboxylierte PS Partikel präferieren, während Monozyten eher PS-NH2

aufnahmen [438].

Das Vorhandensein von Serum, wie es beispielsweise im Wachstumsmedium in der Zellkultur

verwendet wird, scheint die Nanopartikel-Aufnahme in nicht-phagozytischen Zellen zu verrin-

gern, erhöht sie aber in phagozytischen Zellen [426]. Damit liefert die Ausbildung und Zusam-

mensetzung einer Protein-Corona, entsprechend Treuel et al. eine ungefähr 5 nm dicke Schicht

um die Partikel, eine der wichtigsten Ober�ächeneigenschaften, die die Partikel-Zellinteraktion

(PZI) beein�usst [439�441]. Grundsätzlich lagern sich in einer biologischen Umgebung biologi-

sche Sto�e an der Partikelober�äche an [442, 443]. Dies geschieht über elektrostatische Wech-

selwirkungen wie van-der-Waals Wechselwirkungen undWassersto�brücken [444, 445]. Je nach
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biologischer Umgebung unterscheidet sich die Zusammensetzung dieser Partikel-Corona, so

werden sich beispielsweise in Proteinlösungen Proteine anlagern und in der Umwelt organi-

sche Sto�e, Pestizide, Schadsto�e, etc. (Abb. 10). Historisch gesehen begann die Analyse der

Partikel-Corona mit der Protein-Corona an Nanopartikeln, was dazu führt, dass diese am

besten erforscht ist [443, 446]. Mit dem zunehmendem Nachweis von Partikeln in der Umwelt

wurde der Begri� der Umwelt-Corona etabliert, bei der die Adsorption natürlicher organi-

scher Sto�e (natural organic matter, NOM), eine groÿe Rolle spielt [443, 446, 447]. Später

wurde neben NOM und Proteinen die Adsorption von Pestiziden und POPs untersucht und

der Begri� der Eco-Corona eingeführt (Abb. 10) [443, 446, 448, 449].

Für die Ausbildung und dem Aufbau der Protein-Corona gibt es verschiedene Modelle, mei-

stens wird aber zwischen einer harten (engl. hard corona, innere Schicht) und weichen (engl.

soft corona, äuÿere Schicht) Corona unterschieden (Abb. 10, Multilayer Modell) [447, 450�

455]. Dabei besteht die harte Corona aus Proteinen mit hoher Bindungsa�nität zur Partikelo-

ber�äche, wohingegen die weiche Corona aus Proteinen mit weniger starker Bindungsa�nität

zu Partikelober�äche besteht [447, 452, 454, 455]. Diese Proteine haben eine stärkere Bin-

dungsa�nität zu den Proteinen der harten Corona [447, 452, 454, 455]. Allerdings ist das

Vorhandensein einer Multi- oder Monolayer Protein-Corona kontrovers diskutiert [455]. Beim

Monolayer-Modell wird nur eine Schicht (= Monolayer) aus Protein auf der Partikelober-

�äche ausgebildet. Diese Monolayer wurden hauptsächlich bei kleinen Nanopartikeln (unter

10 nm) beschrieben, bei gröÿeren Nanopartikeln wurden weitgehend Multilayer ausgebildet

[452, 453, 455�457]. Zusätzlich hat das Nanopartikel-Material auf die Ausbildung einer Mono-

oder Multilayer Protein-Corona einen groÿen Ein�uss, da bei Gold- und Polymerpartikeln

hauptsächlich Monolayer beschrieben wurden, bei anderen organischen (nicht aus Kunststo�

bestehenden) Nanopartikeln hingegen Multilayer [455]. Allgemein wird die Ausbildung der

Protein-Corona mit dem sogenannten Vroman-E�ekt erklärt [447, 450, 454, 455, 458]. Der

Vroman-E�ekt wurde auf �achen Ober�ächen beschrieben und bezeichnet die zeitabhängige

Änderung in der Zusammensetzung der Protein-Corona [447, 450, 454, 458, 459]. Dabei adsor-

bieren Proteine, die in einer hohen Konzentration im jeweiligen Medium vorkommen, schneller

in der frühen Phase [447, 450, 454, 458, 459]. Diese werden im Verlauf durch weniger häu�g

vorkommenden Proteinen ersetzt, welche aber eine höhere Bindungsa�nität zur Ober�äche

haben [447, 450, 454, 458, 459]. Während dieser Serie an komplizierten Adsorptions- und

Desorptionsstufen bleibt die Anzahl an an der Ober�äche adsorbierten Proteinen konstant

[447, 450, 454, 458, 459]. Dieses, vergleichsweise alte Modell, wurde 2015 durch Docter et al.

durch ein neueres Modell ergänzt [447].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Ausbildungen von Coronae um Partikel und ver-
schiedener Modelle der Protein-Corona. Historisch wurde zuerst an der Adsorption von Pro-
teinen auf der Partikelober�äche und der Ausbildung einer Protein-Corona geforscht. In den
nachfolgenden Jahren verlagerte sich die Forschung auf die Analyse der sogenannten Umwelt-
Corona, bestehend aus natürlichen organischen Sto�en (NOM) und der Eco-Corona, beste-
hend aus Proteinen, NOMs, Pestiziden oder persistenten organischen Schadsto�en (POP). Für
die Ausbildung der Protein-Corona werden verschiedene Modelle diskutiert. Generell besteht
die Protein-Corona aus mehreren Schichten (beispielsweise Schicht 1-3). Es wird zwischen
einer harten Corona (Monolayer oder Multilayer, blau) und einer weichen Corona (rot) un-
terschieden.

In diesem Modell ist die Evolution der Protein-Corona als deutlich schneller, innerhalb 30

Sekunden, und die zeitliche Veränderung in der Zusammensetzung der Corona wird eher als

quantitativ als qualitativ (verglichen zum alten Modell) beschrieben [447, 454]. Als Vorlage

für dieses Modell haben unter anderem die Ergebnisse von Tenzer et al. gedient. Hier bildete

sich die Protein-Corona auf der Basis von humanen Plasma auf PS und Silika Nanopartikeln

sehr schnell aus, und anschlieÿend unterschieden sich die Proteine, welche die Protein-Corona

bildeten, nicht mehr [460]. Lediglich die quantitative Zusammensetzung änderte sich [460].

Wie bereits oben beschrieben erlaubt die Adsorption von bestimmten Proteinen (= Opsoni-

ne) eine einfachere Erkennung von Makrophagen, andere dagegen (= Dysopsonine) erschweren

diese. Als Opsonine gelten Fibrinogen, IgG und Komplementfaktoren [461�463], während hu-

manes Serumalbumin (HSA), bovines Serumalbumin (BSA) und Apolipoproteine als Dysopso-

nine bekannt sind [463, 464]. Dobrovolskaia et al. zeigten, dass die Adsorption von Opsoninen

an der Nanopartikelober�äche einerseits die Bindung an Zellrezeptoren verbessert, anderer-
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seits die Repulsion der negativ geladenen Nanopartikel von der ebenfalls negativ geladenen

Zellmembran reduzieren kann, was zu mehr PZI führen kann [465]. Zusätzlich beein�usst die

Ober�ächenladung und -funktionalisierung der Nanopartikel deren Protein-Corona Zusam-

mensetzung [439, 440, 447, 466]. So zeigten Fleischer et al., dass durch die Anwesenheit von

fetalem Kälberserum (engl. fetal calf serum, FCS) im Medium die PZI von kationischen PS

Nanopartikeln erhöht, während die PZI von anionischen PS-Nanopartikeln verringert war [439,

466]. Interessanterweise zeigten Fleischer et al. hier, dass BSA, der Hauptbestandteil von FCS,

einer Strukturänderung in der Sekundärstruktur nach Bindung an kationischen PS Nanopar-

tikeln unterliegt, was für anionische PS Nanopartikel nicht der Fall war [439, 467]. Durch die

Änderung in der Sekundärstruktur von BSA wurden kationische PS Nanopartikel über den

Scavenger-Rezeptor aufgenommen, während anionische PS Nanopartikel über die Bindung

des Albumin-Rezeptors auf der Zellmembran interagierten [439, 468]. Weiterhin kann bei-

spielsweise die PEGylierung der Partikelober�äche die Adsorption von BSA inhibieren, was

wiederum Ein�uss auf die PZI hat [444]. Die Anzahl an adsorbierten Proteinen an der Par-

tikelober�äche ist bei hydrophoben Ober�ächen gröÿer und allgemein ist die Adsorption und

Desorption abhängig von Hydrophobizität [450]. Weitere Faktoren, die die Zusammensetzung

der Protein-Corona beein�ussen sind Inkubationszeit und -temperatur, Ober�ächenmorpho-

logie und -topogra�e sowie das Verhältnis zwischen Partikelkonzentration und Medium [447].

Die Datenlage zum Verhalten der Protein-Corona bei Überführung von einem in ein anderes

Medium, beispielsweise wenn Partikel aus der Umwelt in einen Organismus gelangen und mit

Speichel, Magensäure oder Blut in Kontakt kommen, ist nach wie vor unklar. Dabei stellt

sich die Frage, ob die Original-Corona stabil erhalten bleibt oder substanziellen Änderungen

unterliegt [447, 469, 470]. Derzeit wird davon ausgegangen, dass die Corona je nach Umge-

bung bestimmten Änderungen unterliegt, die Original-Corona jedoch teilweise erhalten bleibt

und damit Informationen über die vergangenen Stationen erhalten bleiben [447, 451, 469].

Die Protein-Corona beein�usst auch die Verteilung von Nanopartikeln im Körper oder in ein-

zelnen Zellen [430, 471�474]. So können opsonierte Nanopartikel schneller von Phagozyten

aufgenommen und transportiert werden, wodurch sie eher in Leber und Milz akkumulieren

[462, 472, 475]. Im Vergleich dazu werden Partikel, die Dysopsonine an ihrer Ober�äche ad-

sorbieren, weniger von Phagozyten erkannt und aufgenommen, was dazu führt, dass die länger

im Blutkreislauf zirkulieren [472, 476, 477]. Die Adsorption von Proteinen kann auch zu Ag-

glomeration von Nanopartikeln und damit veränderter Verfügbarkeit für PZI führen [474,

478]. Derzeit fehlen Daten zur Zusammensetzung und Auswirkung einer Protein-Corona an

Mikroplastikpartikeln. Man kann von einem Unterschied zwischen Mikro- und Nanopartikeln
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ausgehen, da signi�kante Unterschiede in der Protein-Corona Zusammensetzung bereits ab

10 nm Gröÿenunterschied gefunden wurden [479].
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2 Zielsetzung

Trotz zunehmender Verbreitung von Mikroplastik in der Umwelt sind Aussagen über mög-

liche schädigende Wirkungen auf verschiedene Organismen derzeit noch nicht möglich, z.B.

nach der Aufnahme über Nahrung, Trinkwasser oder Atemluft. Schon bei einer einfachen

Translokation durch den Verdauungstrakt kommen die Mikroplastikpartikel mit den dorti-

gen Gewebezellen, insbesondere den Barriere-bildenden Epithelzellen, in Kontakt [175, 232].

Durch aktive oder passive zelluläre Aufnahme und dem Durchdringen der entsprechenden

Gewebeschichten können sie anschlieÿend im gesamten Körper verteilt werden [227, 228]. Als

Bestandteil des Immunsystems sind Makrophagen, welche entweder im Körper patrouillieren

oder in bestimmten Organen ansässig und spezialisiert sind, prädestiniert für die Aufnahme

von Mikroplastikpartikeln. Durch die Aufnahme von Makrophagen könnten auch Mikropla-

stikpartikel weiter in verschiedene Organe transportiert werden [243, 323]. Damit sind die

Anreicherung im Körper und entsprechend induzierte Langzeitwirkungen denkbar [228, 361].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Interaktion, Aufnahme und intrazellulärer Verteilung

von Mikroplastikpartikeln mit murinen Zelllinien untersucht. Dabei wurden Epithelzelllinien

aus dem Darm und der Leber, sowie Makrophagenzelllinien aus dem Aszites und der Leber

verwendet (Abb. 11).

Abbildung 11: Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Partikel-Zellinteraktion in
Abhängigkeit verschiedener Partikeleigenschaften und unterschiedlicher Zelllinien. Zusätzlich
wurde die intrazelluläre Verteilung, sowie Verteilung an Tochterzellen, von PS Partikeln ver-
schiedener Gröÿe bei Fresszellen (Makrophagen) untersucht. Aus Epithelzellen wurden Sphä-
roide entwickelt, welche als mehrdimensionale Zellmodelle für die Analyse der Partikelinter-
aktion dienten.
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In einer Studie sollten die zelluläre Aufnahme und zellschädigenden Auswirkungen von PS

Partikeln verschiedener Gröÿe untersucht werden, wobei sowohl gröÿen- als auch zelllinien-

abhängige E�ekte analysiert werden sollten. Des Weiteren wurde die Auswirkung der Ver-

wendung von nominell gleichen PS Partikeln zweier Hersteller auf die zelluläre Interaktion

mit Makrophagen miteinander verglichen. Neben reinen Partikeln sollte der Ein�uss einer

arti�ziellen, kontrollierten Protein-Corona auf PS Partikeln verschiedener Gröÿe untersucht

werden. In der Umwelt �ndet man neben PS Partikeln auch andere Polymerpartikel. Aus

diesem Grund sollten zusätzlich zu PS Partikeln Mikropartikel aus verschiedenen Polymer-

arten analysiert und deren zelluläre Aufnahme, sowie zelluläre E�ekte identi�ziert werden.

Neben der Aufnahme ist es von groÿer Wichtigkeit, auch die Freisetzung von Mikropartikeln

aus Zellen zu untersuchen. Mikropartikel, die nicht zeitnah wieder freigesetzt werden, son-

dern in den Zellen für einen längeren Zeitraum verbleiben, sollten bezüglich einer möglichen

Ko-Lokalisation mit ausgewählten Zellorganellen untersucht und damit der intrazelluläre Ver-

bleib der Partikel identi�ziert werden. Um die zellulären E�ekte von nicht-toxischen Partikeln

zu identi�zieren sollten als Referenzmaterial Celluloseacetat Partikel hergestellt werden. Die

E�ekte dieser Referenzpartikel sollten in einer Studie mit den zellulären E�ekten anderer Po-

lymerpartikel verglichen werden.

Da 2D-Zellkultur nur ein stark vereinfachtes Modellsystem widerspiegelt, sollten zusätzlich

erste Versuche bezüglich der Partikelinteraktion an Sphäroiden aus Leberepithelzellen durch-

geführt werden, um ein besseres Verständnis für das Verhalten von Mikroplastik in mehrdi-

mensionalen Zellkulturmodellen zu entwickeln.
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3 Synopsis

Die vorliegende Arbeit umfasst drei Publikationen und zwei Manuskripte, welche in Abschnitt

5 aufgelistet sind. Die erste Publikation wurde als Erstautorin verfasst und befasst sich mit der

Aufnahme und den zellulären E�ekten von PS Partikeln unterschiedlicher Gröÿe bei Inkuba-

tion mit vier Modellzelllinien (Teilarbeit I). Die Auswirkungen unterschiedlicher Ober�ächen,

hervorgerufen durch unterschiedliche Herstellungsmethoden oder dem Aufbringen einer kon-

trollierten Protein-Corona, wurden in zwei weiteren Teilarbeiten untersucht (Teilarbeit II und

III). Auÿerdem wurde die intrazelluläre Verteilung und Freisetzung unterschiedlich groÿer PS

Partikel in Makrophagen in einer Teilarbeit untersucht (Teilarbeit V, Manuskript). Eine wei-

tere Teilarbeit befasst sich mit der Aufnahme und den E�ekten unterschiedlicher Polymermi-

kropartikel in Modellzelllinien (Teilarbeit IV, Manuskript). In einer letzten Teilarbeit wurden

�uoreszierende Mikropartikel mit einer neuen Methode hergestellt und ihre Verwendbarkeit

für zelluläre Studien analysiert, wobei neben 2D-Zellkultur auch Sphäroide aus Epithelzellen

verwendet wurden (Teilarbeit VI, nicht als Verö�entlichung geplant).

Nachfolgend werden wichtige von mir erzielte Ergebnisse der einzelnen Teilarbeiten darge-

stellt, diskutiert und in Verbindung zueinander gebracht. Die jeweiligen Eigenanteile sind in

Abschnitt 6 aufgeführt.

3.1 Herstellung von Modell-Mikropartikeln

Seit vielen Jahren sind verschiedene Methoden bekannt, um Mikropartikel herzustellen. Dabei

bestimmen verschiedene Eigenschaften die Herstellungsmethode, unter anderem die angestreb-

te Partikelgröÿe oder das Vorhandensein von Ober�ächenmodi�zierungen, sowie das Material.

Hier werden zwei Methoden vorgestellt, welche im Rahmen der Arbeit weiterentwickelt wur-

den, um Celluloseacetat und Polystyrol Mikropartikel mit gewünschten Eigenschaften herzu-

stellen.

3.1.1 Herstellung von Celluloseacetat Partikeln

Celluloseacetat (CA) ist als biologisch basiertes, nicht toxisches Material in der Literatur

beschrieben [480�482] und sollte aus diesem Grund als Referenzmaterial für verschiedene To-

xizitätsstudien hergestellt werden. Hierbei wurde analysiert, ob das Material, beispielsweise

PS oder PE, potentiell toxisch ist, oder ob eine zelluläre Reaktion durch eine Inkubation mit

Partikeln als Fremdkörper verursacht wird. Da CA bereits als Polymer vorliegt, war keine

Synthese des Polymers notwendig, es musste jedoch für die Herstellung gelöst werden. Für

die Herstellung von CA Mikropartikeln wurde einerseits das Verfahren der Lösungsmittelver-
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dampfung (engl. solvent evaporation) auf Basis eines Patentes von Wagenknecht verwendet

[483]. Diese Methode führte zu vergleichsweise groÿen Partikeln mit ca. 20 µm in Durchmesser

(Abb. 12). Da diese erreichte Gröÿe jedoch nicht für Zellstudien geeignet war, sollten Mikro-

partikel mit einer Gröÿe kleiner als 10 µm hergestellt werden.

Abbildung 12: Rasterelektronische Aufnahmen von Celluloseacetat Partikeln, welche mittels
Lösungsmittelverdampfung (solvent evaporation) oder Membran-Emulgierung (engl. pre-mix

membrane emulsi�cation) hergestellt wurden. Skalenbalken wie angegeben.

Für die Herstellung kleinerer CA Mikropartikel wurde eine Membran-Emulgierung, als eine

Art der Emulsionspolymerisation, verwendet (Abb. 12). Diese Methode wurde bisher für an-

dere biobasierte Polymere wie PLA verwendet, jedoch nicht für CA. Das Protokoll für die

CA Mikropartikelherstellung ist an eine Verö�entlichung von Sawalha et al. angelehnt, welche

PLA Mikropartikel mit dieser Methode herstellten [405]. Das Protokoll wurde durch die Ver-

wendung von Ethylacetat anstelle von Dichlormethan als Lösungsmittel für CA angepasst.

Die resultierenden CA Partikel hatten einen deutlich geringeren Durchmesser von ungefähr

2-3 µm. Verwendung fanden die Partikel, welche mittels solvent evaporation hergestellt wur-

den und einen gröÿeren Partikeldurchmesser aufwiesen, in einer Studie am Modellorganismus

Daphnia magna, welche eine Kooperation mit Michael Schwarzer und Julian Brehm (Lehrstuhl

Tierökologie I, Universität Bayreuth) war (Verö�entlichung VIII, nicht Teil der Dissertation).

38



3 SYNOPSIS

Die Mikropartikel, welche mittels pre-mix membrane emulsi�cation hergestellt wurden, wur-

den für Zellstudien in Verö�entlichung IV verwendet.

3.1.2 Herstellung von �uoreszierenden Partikeln mittel NITEC

Für verschiedene Analysen werden �uoreszierende Partikel benötigt. Darunter fallen auch die

Detektion und Quanti�zierung der Partikel-Zellinteraktion, die Lokalisierung von Partikeln in

Zellen und bestimmten Zellkompartimenten (Organellen). Allerdings sind nicht alle Polymer-

mikropartikel mit einer Fluoreszenzmarkierung kommerziell erwerbbar. Aus diesem Grund

wurden �uoreszierende Mikropartikel im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Laura Delaf-

resnaye (Soft Matter Materials Group, Prof. Dr. Christopher Barner-Kowollik, Queensland

University of Technology, Brisbane, Australien) hergestellt (Abb. 3.1.2). Ziel war die Etablie-

rung einer Polymerpartikelbibiliothek, welche de�nierte Ober�ächeneigenschaften aufweisen

und mit Photoklick-Reaktion (Präzipitationspolymerisation) hergestellt werden können.

Abbildung 13: Herstellung von inhärent �uoreszierenden PS Partikeln mittels Photopolyme-
risation, genauer einer NITEC Reatkion. I: schematische Darstellung der Partikelsynthese
der Vorpolymere Polystyrol-Tetrazol (blau) und Polystyrol-Acrylat (rot) mittels Photopoly-
merisation bei gleichzeitiger Partikelsynthese (Präzipitationspolymerisation). II: fotogra�sche
Aufnahmen der Reaktionsgefäÿe vor und nach Photopolymerisation in Weiÿlicht und unter
einer UV-Lampe (λex= 365 nm), welche die Fluoreszenz der Partikel zeigt. III: rasterelektro-
nenmikroskopische Aufnahme der resultierenden PS Partikel. Skalenbalken wie angegeben.
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Zu Beginn sollten PS Mikropartikel, aber auch PMMA und PE Mikropartikel als reine Poly-

mermikropartikel ohne Ober�ächenmodi�zierung hergestellt werden. Allerdings war nur die

Produktion von PS Partikeln erfolgreich und die Produktion der anderer Polymerpartikel

ist noch Bestand aktueller Forschungsarbeiten. Im Folgenden werden die PS Partikel wei-

ter beschrieben . Dabei wurden zuerst Vorpolymere (pre-polymers, Polystyrol-Tetrazol und

Polystyrol-Acrylat) mittels RAFT-Polymerisation synthetisiert, wobei diese Polymerisation

eine einfache und gute Kontrolle über das Molekulargewicht der Polymere erlaubt. Die an-

schlieÿende Nutzung einer NITEC-Reaktion sorgte für die Synthese des Polymers (Polystyrol-

basiertes Copolymer) mit inhärenter Fluoreszenz (= Photopolymerisation) und gleichzeitige

Partikelsynthese (= Präzipitationspolymerisation) (Abb. 3.1.2). Dabei war die Herstellung

von PS Partikel im Gröÿenbereich von 200- 500 nm bereits am der Soft Matter Materials

Group der QUT etabliert und musste durch Veränderungen im Verhältnis der beiden Vorp-

olymere, sowie der Reaktionszeit für die Produktion von Partikeln mit einem Durchmesser

von mehr als 1 µm etabliert werden. Die resultierenden Partikel hatten einen Durchmesser

von ungefähr 1,5 µm und zeigten Fluoreszenz bei Anregung mit 365 nm (Abb. 3.1.2) und

konnten in Teilarbeit VI, sowohl für die Analyse der Partikel-Zellinteraktionen, als auch für

die Analyse in Leberzellsphäroiden verwendet werden.

3.2 Was beein�usst die zelluläre Interaktion und Internalisierung von Modell-

Mikroplastikpartikeln?

3.2.1 Gröÿen- und Zelllinienabhängigkeit

Die Partikelaufnahme in Zellen wurde bereits für bestimmte Zellarten und -linien, sowie un-

terschiedliche Polymerpartikel mit unterschiedlichen Gröÿen und Ober�ächenmodi�zierungen

beschrieben. Dabei wurden aber selten die gleichen Zelllinien, Partikelgröÿen oder Modi�-

zierungen verwendet, was einen eindeutigen Vergleich zwischen bestimmten Zell- und Poly-

merarten sehr erschwert. Es fehlen also Studien, die einen einheitlichen Vergleich zwischen

Polymeren, Partikeldurchmessern und Zelllinien ermöglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Zelllinien verwendet. Dabei wurden zwei Arten von

Makrophagen genutzt: J774A.1 als �patrouillierende � Makrophagen aus dem Aszites und die

residenten Lebermakrophagen ImKC. Zusätzlich wurden Leberepithel- (BNL CL.2) und Dar-

mepithelzellen (STC-1) verwendet. In einer ersten Studie wurden �uoreszierende PS Partikel

ohne Ober�ächenmodi�zierung (pristin) mit unterschiedlicher Gröÿe (0,2 - 6 µm), aber in en-

ger Gröÿenverteilung, hinsichtlich ihrer zellulären Interaktion, Internalisierung und E�ekte auf

Zellproliferation und -metabolismus untersucht. Die Internalisierung der Partikel wurde quali-
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tativ mittels Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die Partikel-Zellinteraktion

(PZI) konnte mit Hilfe von Durch�usszytometrie quanti�ziert werden, allerdings ist hier zu

beachten, dass mit dieser Methode nicht zwischen internalisierten Partikeln und Partikeln,

die an der Zellmembran haften (ohne Internalisierung) zu unterscheiden ist.

Abbildung 14: Partikelaufnahme in Makrophagen (J774A.1 und ImKC) von PS Partikeln
mit unterschiedlichem Durchmesser (0,2 - 6 µm). Die Partikelaufnahme konnte mittels Fluo-
reszenzmikroskopie (CLSM, A) und Elektronenmikroskopie (B) analysiert werden. Für die
�uoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden das Zytoskellet (rot) und die Zellkerne (blau)
gefärbt, während die PS Partikel eine grüne Fluoreszenz aufwiesen. Skalenbalken wie ange-
geben. Die Quanti�zierung der Partikel-Zellinteraktion konnte für 1- 6 µm Partikel mittels
Durch�usszytometrie erfolgen (C: J774A.1, D: ImkC). Dabei wurde für die jeweilige Parti-
kelgröÿe zwei Partikelkonzentrationen (hell: gering, dunkel: hoch) verwendet. Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung des Verlags. Modi�ziert nach Rudolph, J., Voelkl, M., Jérôme, V.,
Scheibel, T., & Freitag, R. Noxic E�ects of Polystyrene Microparticles on Murine Macrophages
and Epithelial Cells. Scienti�c Reports 11, 15702 (2021). Copyright (2021) Springer Nature.
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Durch einen Schreibfehler (�Quantitative analysis of MPP uptake� anstatt �Quantitative ana-

lysis of MPP interaction �) im ersten Manuskript (Rudolph, Völkl et al., 2021) im Absatz �Ma-

terial und Methoden � (S. 11), in dem sich fälschlicherweise auf eine quantitativen Analyse der

Partikelaufnahme mittels Durch�usszytometrie, statt der durchgeführten quantitativen Ana-

lyse der Partikelinteraktion bezogen wurde, könnte der Eindruck gewonnen werden, dass eine

Quanti�zierung der Aufnahme stattfand. Des Weiteren scheinen im Manuskript ausgewählte

Stellen (Abschnitt �Conclusion � auf S. 10, Abschnitt �Abstract � auf S. 1) eine Quanti�zierung

der Aufnahme zu implizieren, welche jedoch, wie bereits erwähnt, nicht stattfand. Durch die

qualitative Analyse der Partikelaufnahme mittels konfokaler Mikroskopie konnte jedoch ab-

geleitet werden, dass die für Phagozytose spezialisierten Makrophagen einen, im Vergleich zu

Epithelzellen, gröÿeren Bereich an Partikelgröÿen aufnehmen können (0,2 - 6 µm), sowie eine

gröÿere Zahl an Partikeln internalisieren (Abb. 14 A und B). Für eine quantitative Aussage

müssten allerdings zusätzliche Aufnahmen quantitativ ausgewertet werden. Bei Epithelzellen

zeigten sich starke Unterschiede, da Darmepithelzellen maximal 0,2 µm Partikel internalisier-

ten, während in Leberepithelzellen auch Partikel bis zu einer Gröÿe von 3 µm internalisiert

wurden. In dieser Studie wurde die PZI erstmalig mittels Durch�usszytometrie quanti�ziert.

Dadurch konnten teilweise groÿe Unterschiede in der Verteilung der interagierenden Partikel

zwischen den beiden Makrophagenzelllinien identi�ziert werden (Abb. 14 C und D). Für bei-

de Makrophagen wurde beobachtet, dass kleinere Partikel (1 und 2 µm) vermehrt mit Zellen

interagierten, wohingegen 6 µm Partikel die geringste PZI zeigten. Dies kann mit der Gröÿe

von Bakterien erklärt werden, welche normalerweise eine Gröÿe von maximal 4 µm besitzen,

wodurch die 6 µm Partikel eher unattraktiv für Partikelaufnahme sein könnten [484]. Zusätz-

lich zeigten ImKC Zellen für alle Mikropartikel (1 - 6 µm) eine geringe PZI, während J774A.1

Zellen jeweils mit deutlich mehr Partikeln interagierten. In J774A.1 Makrophagen wurde ne-

ben der erhöhten Anzahl der interagierenden Partikeln pro Zelle auch eine vermehrte, totale

Anzahl an Zellen gefunden, welche generell mit Partikeln interagierten. Anders gesagt gab es

in ImKC Makrophagen mehr Zellen, die keine PZI zeigte. Dies könnte in der ursprünglichen

Umgebung der beiden Zelllinien begründet sein, da J774A.1 wandernde Makrophagen sind,

während ImKC Zellen spezialisierte Makrophagen aus der Leber sind, welche dort ansässig

sind. Dabei könnten ImKC Zellen auf die Aufnahme von kleineren Partikeln spezialisiert sein

[485, 486]. In beiden Zelllinien gab es jedoch immer ein paar Zellen, welche keine oder deutlich

weniger Partikel aufnahmen, wohingegen andere Zellen zur gleichen Zeit 10 oder mehr Par-

tikel aufgenommen hatten. Diese Unterschiede wurden auch in weiteren Studien beobachtet,

konnten jedoch nie komplett erklärt werden und wurden teilweise in Teilarbeit V durch die
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Untersuchung mit polarisierten Makrophagen adressiert. Die durch Inkubation mit bakteriel-

lem Lipopolysaccharid (LPS) oder Interleukin (IL)-4 zu M1, beziehungsweise M2 polarisierten

Makrophagen zeigten mitunter starke Unterschiede in der Partikelaufnahme. Dabei wiesen M1

Makrophagen eine erhöhte PZI auf, während M2 Makrophagen eine geringere PZI indizierten.

Basierend auf diesen Ergebnissen könnte eine veränderte Polarisierung, aber auch eine andere

Aktivierung von einigen Makrophagen zu den Unterschieden in der Partikelinteraktion führen.

Auch hier konnten teilweise groÿe Unterschiede zwischen den beiden Makrophagenzelllinien

identi�ziert werden, welche durch deren unterschiedlich schnellen Zellmetabolismus/ Zelltei-

lungsrate begründet sein könnte.

Wie bereits beschrieben konnten ebenfalls für die beiden verwendeten Epithelzelllinien Un-

terschiede festgestellt werden. Bei STC-1 Zellen konnte mittels mikroskopischer Methoden

die Anheftung von nicht-aufgenommenen Partikeln (≥ 0,5 µm) an der Zellober�äche beob-

achtet werden. Die Aufnahme von 0,2 µm Partikeln könnte mittels Endozytose erfolgen, was

mit der Literatur übereinstimmt [487, 488]. Im Gegensatz dazu konnten Leberepithelzellen

auch gröÿere Partikel aufnehmen, obwohl sie in der Literatur als nicht-fähig für Phagozyto-

se beschrieben werden [489, 490]. Hier wurden als Aufnahmemechanismus Makropinozytose

angenommen, welche für die Aufnahme von partikulärem Material bekannt ist [268, 426]. Zu-

sammenfassend ist die Partikelaufnahme in Epithelzellen meist auf molekulare Transportme-

chanismen begrenzt, während Makrophagen mit Hilfe von Phagozytose einen groÿen Bereich

an Partikeldurchmessern internalisieren können. Zusätzlich wurde der Ein�uss der Partikel-

konzentration auf die PZI untersucht, wobei mehr Partikel eine erhöhte Partikelinteraktion

bedeutete, was für alle Zelllinien bestätigt werden konnte. Trotz der hohen Aufnahme durch

die Makrophagen konnte eine Verringerung der metabolischen Aktivität nur bei sehr hohen

Mikroplastik-Konzentrationen gemessen werden, während bei Epithelzellen keine negativen

Auswirkungen beobachtet wurden.

3.2.2 Ein�uss einer arti�ziellen Protein-Corona

Anschlieÿend sollte der Ein�uss einer kontrollierten Proteinbeschichtung von Partikeln auf die

zelluläre Interaktion mit Epithelzellen untersucht werden. Dafür wurden PS Partikel (0,2 und

3 µm im Durchmesser) mit ausgewählten Modellproteinen (BSA, Myoglobin, β-Lactoglobulin,

Lysozym und Fibrinogen) beschichtet. Die Beschichtung wurde mittels SDS-PAGE bestätigt

und eine Veränderung des ζ-Potentials nach der Proteinbeschichtung bestimmt (Abb. 15 A).

Hierbei unterschieden sich die Werte des ζ-Potentials teilweise stark, abhängig von der Pro-

teinbeschichtung. So führte beispielsweise die Beschichtung mit Lysozym zu einem positiven
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ζ-Potential (+10 mV für 0,2 µm und +13 mV für 3 µm). Diese Unterschiede wurden nach

der Inkubation mit serumhaltigen Zellmedium fast ausgeglichen und befanden sich in einem

ähnlichen Bereich (0,2 µm: ca. -20 mV, 3 µm: ca. -35 mV). Die Angleichung des ζ-Potentials

konnte als erster Hinweis für eine Interaktion der Serumproteine mit der erstgebildeten Pro-

teinschicht verstanden werden. Allerdings ist unbekannt, ob es sich um eine Verdrängung der

Modellproteine durch Serumproteine handelt oder ob sich Serumproteine als zweite Schicht

um die erste Proteinschicht (Modellproteine) legen, wodurch sich das ζ-Potential angleicht.

Abbildung 15: Analyse der Ober�ächeneigenschaften nach von 0,2 (A,B) und 3 µm (C,D)
PS Partikeln vor und nach der Inkubation mit ausgewählten Modellproteinen, sowie nach der
Inkubation in Zellkulturmedium (ZK-Medium). A, C: Analyse des ζ-Potentials, B, D: Analyse
mittels Rasterelektronenmikroskopie am Beispiel von Lysozym. Skalenbalken wie angegeben.
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung des Verlags. Modi�ziert nach Jasinski, J., Wilde,
M., Voelkl, M., Jérôme, V., Froehlich, T., Freitag, R., & Scheibel, T. Tailor-Made Protein
Corona Formation on Polystyrene Microparticles and its E�ect on Epithelial Cell Uptake.
ACS Applied Materials & Interfaces 14, 47277-47287 (2022). Copyright (2022) American
Chemical Society.
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Eine mikroskopische Untersuchung mittels REM konnte keine Unterschiede zwischen den un-

terschiedlichen Proteinbeschichtungen feststellen. Jedoch konnten nach der Beschichtung mit

beispielsweise Lysozym rauere Stellen auf der Partikelober�äche beobachtet werden, welche

als Proteinaggregate verstanden werden können (Abb. 15 B, D). Nach der zusätzlichen In-

kubation in serumhaltigen Zellmedium konnte eine ausgeprägtere Schicht um die Partikel,

insbesondere zwischen den Partikeln, beobachtet werden, was einen Hinweis auf eine zusätz-

liche Beschichtung mit Serumproteinen sein kann (Abb. 15 B). Hinweise auf die Unterschiede

in der Adsorption der Modellproteine auf einer PS Ober�äche konnten auch mittels QCM-D

(engl. quartz crystal microbalance with dissipation monitoring, Quarzkristall-Mikrowaage mit

Dissipationsüberwachung) gefunden werden. Dabei wurde anstatt einer Partikelober�äche ein

PS Film auf die QCM-Chips aufgebracht, um eine homogene Beschichtung der Chipober�äche

zu gewährleisten. Eine Inkubation mit Modellproteinen zeigte keine signi�kanten Unterschiede

in der Adsorption der einzelnen Modellproteine auf der PS-Ober�äche. Einzig Lysozym bildete

eine Ausnahme, da hier eine signi�kant geringere Adsorption identi�ziert wurde. Die Inku-

bation in Zellkulturmedium, welches zusätzliche Proteine enthält, zeigte groÿe Unterschiede

in der Zusammensetzung der Protein-Corona, abhängig von der Vorbeschichtung mit einem

Modellprotein. Diese Protein-Corona Zusammensetzung auf 3 µm Partikeln konnte mittels

Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) quanti�ziert wer-

den. Als Kontrollpartikel dienten Partikel, welche in Wasser statt in einer Modellproteinlösung

inkubiert wurden (�pristin�). Dabei konnten alle Modellproteine aus der Vorbeschichtung nach

der Inkubation in Zellkulturmedium in der Protein-Corona detektiert werden. Die Modellpro-

teine BSA und Lysozym bildeten dabei jeweils das am häu�gsten vorkommende Protein der

Protein-Corona, während sowohl bei den anderen Modellprotein-Vorbeschichtungen als auch

bei der Kontrolle Hämoglobin (Untereinheit β) am häu�gsten vorkam. Da BSA eines der

Hauptproteine des verwendeten Rinderserums ist, ist die Häufung von BSA in der Protein-

Corona auf eine Addition der beiden verwendeten Systeme (Modellprotein und Rinderserum)

zurückzuführen. Die Unterschiede in den Daten für Lysozym in der Adsorption auf PS mittels

QCM-D und der Häu�gkeit in der Protein-Corona, welche mit LC-MS/MS analysiert wurde,

kann durch die Unterschiede der beiden Methoden erklärt werden. Dabei ist LC-MS/MS eine

hoch sensitive Methode für die Proteinidenti�kation. Des Weiteren lässt sich die Proteinad-

sorption auf Filmen, wie sie in der QCM-D Messung verwendet wurden, nicht eins zu eins auf

die von Partikeln übertragen [491, 492].

Anschlieÿend wurde die PZI bei Epithelzellen in Abhängigkeit von der kontrollierten und

charakterisierten Protein-Corona untersucht. Dabei wurde die PZI mittels Durch�usszytome-
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trie quanti�ziert, während die zelluläre Aufnahme mittels konfokaler Mikroskopie qualitativ

untersucht wurde (Abb. 16). Die Epithelzelllinien wurden bereits in einer vorherigen Teilar-

beit verwendet (vergleiche 3.2.1 Gröÿen-und Zelllinienabhängigkeit). Hier zeigten die Darme-

pithelzellen (STC-1) lediglich eine Aufnahme von 0,2 µm pristinen PS Partikeln, während

Leberepithelzellen (BNL CL.2) pristine Partikel bis zu einer Gröÿe von 3 µm internalisierten.

Es konnte mittels konfokaler Mikroskopie insbesondere für Myoglobin-vorbeschichtete 3 µm

Partikel eine Aufnahme in STC-1 Zellen beobachtet werden, was für pristine Partikel oder

die anderen Modellproteine nicht der Fall war. In BNL CL.2 Zellen wurden keine Unterschie-

de in der Aufnahme beobachtet, da alle Modellprotein-vorbeschichteten Partikel aufgenom-

men wurden. Bezüglich der Partikel-Zellinteraktion zeigten BSA-beschichtete Partikel eine

sehr ähnliche Interaktion wie pristine Partikel. In beiden Zelllinien zeigten Fibrinogen- und

β-Lactoglobulin-vorbeschichtete Partikel eine, im Vergleich zu pristinen Partikeln, geringere

zelluläre Interaktion. Im Vergleich dazu zeigten Lysozym-beschichtete Partikel mit die höch-

ste zelluläre Interaktion. Da Lysozym das einzige, bei neutralem pH, positiv geladene Protein

ist, führt die Vorbeschichtung mit Lysozym von Partikeln zum einzigen positiven ζ-Potenzial,

das der Proteinladung folgt. Die Verwendung von LC-MS/MS zeigte eine hohe A�nität von

Lysozym für PS im Vergleich zu Serumproteinen und eine hohe Partikel-Proteininteraktion

im Vergleich zu den anderen, neutral oder negativ geladenen Modellproteinen. Es ist be-

kannt, dass Lysozym-beschichtete Goldnanopartikel von murinen Fibroblastenzellen durch

Clathrin-abhängige Endozytose internalisiert werden [493], was die zelluläre Interaktion mit

Lysozym-beschichteten Partikeln bestätigt. Allerdings ist dieser Endozytoseweg nicht für die

verwendeten 3 µm Partikel beschrieben. Fibrinogen stellte sich ebenfalls als au�älliges Protein

dar, da hier die zelluläre Interaktion signi�kant verringert war. Dabei wurden bei Fibrinogen-

vorbeschichteten Partikeln eine Aggregatbildung beobachtet, welche die Verfügbarkeit für die

zelluläre Interaktion verringert haben könnte. Für keine der vorbeschichteten Partikel wurden

zellschädigende E�ekte identi�ziert, auch unter Verwendung unterschiedlicher Konzentratio-

nen (vergleiche 3.2.1 Gröÿen- und Zelllinienabhängigkeit). Zusammenfassend gab es in Ab-

hängigkeit der Vorbeschichtung mit Modellproteinen signi�kante Unterschiede, insbesondere

in der Partikel-Zellinteraktion.
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Abbildung 16: Analyse der Partikel-Zellinteraktion von 0,2 und 3 µm PS Partikeln mit murinen
Epithelzellen in Abhängigkeit ihrer Vorbeschichtung mit ausgewählten Modellproteinen. A:
Analyse mittels Durch�usszytometrie. Für 3 µm Partikel konnte eine Quanti�zierung der PZI
erfolgen. B: Aufnahmeanalyse mittels konfokaler Mikroskopie. Das Zytoskelett wird in rot,
die Zellkerne in blau und die PS Partikel in grün dargestellt. Skalenbalken wie angegeben.
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung des Verlags. Modi�ziert nach Jasinski, J., Wilde,
M., Voelkl, M., Jérôme, V., Froehlich, T., Freitag, R., & Scheibel, T. Tailor-Made Protein
Corona Formation on Polystyrene Microparticles and Its E�ect on Epithelial Cell Uptake.
ACS Applied Materials & Interfaces 14, 47277-47287 (2022). Copyright (2022) American
Chemical Society.
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3.2.3 Physikochemische Eigenschaften von Polymer-identischen Partikeln

In den meisten Studien über den Ein�uss von Mikroplastikpartikeln auf die zelluläre Aufnahme

und deren E�ekte wurden Partikel anhand ihrer Gröÿe, Form oder Polymertyp unterschie-

den. Allerdings traten widersprüchliche Ergebnisse zwischen den unterschiedlichen Studien

auf, obwohl die gleichen Arten von Partikeln verwendet wurden. In einer weiteren Studie

sollten nun zwei nominell gleiche PS Partikel miteinander bezüglich deren Aufnahme und zel-

lulären E�ekte in den Makrophagenzelllinien J774A.1 und ImKC verglichen werden. Die Par-

tikel hatten einen Durchmesser von 3 µm und wiesen keine Ober�ächenmodi�zierung auf. Sie

wurden von PolyScienes (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA; P-MPP) und Micromod

(Micromod Partikeltechnologie GmbH, Rostock, Deutschland; M-MPP) bezogen. In ersten

Analysen zu den physikochemischen Eigenschaften zeigten sich groÿe Unterschiede (Abb. 17).

So konnte mittels Rasterelektronenmikroskopie bei P-MPP eine strukturierte Ober�äche iden-

ti�ziert werden, während die Partikelober�äche von M-MPP glatter erschien (Abb. 17 I A).

Bei der Bestimmung des ζ-Potentials zeigten sich ebenfalls groÿe Unterschiede, da P-MPP

in allen untersuchten Medien (KCl und Zellkulturmedium) mit -80,3 ± 0,7 mV (gewaschen

in KCl) und -28,6 ± 0,1 mV (DMEM) ein deutlich stärker negativeres Potential aufwies als

M-MPP unter den gleichen Bedingungen (-0,7 ± 0,2 mV in KCl und -1,5 ± 0,0 mV in DMEM)

(Abb. 17 I B). Diese Di�erenzen blieben unabhängig vom pH-Wert bestehen, was mittels einer

ζ-Potentialmessung während einer pH Titration gezeigt werden konnte (Abb. 17 I C). Weitere

Analysen der physikochemischen Eigenschaften mittels NMR und CP-AFM konnten zeigen,

dass P-MPP einen kleinen Anteil von negativ-geladenen Sulfatgruppen und eine gleichmä-

ÿige Verteilung der negativen Ladung auf der Partikelober�äche besitzt. Im Gegensatz dazu

konnten neutral-geladene Benzoesäureestereinheiten und heterogen verteilte Ladung auf der

Ober�äche von M-MPP identi�ziert werden. Die unterschiedlichen Herstellungsmethoden der

beiden PS Partikel waren eine mögliche Erklärung für diese Di�erenzen. Dabei konnte für

P-MPP das Vorhandensein von Sulfatgruppen auf einen Initiator, welcher für die radikali-

sche Polymerisation notwendig ist, zurückgeführt werden. Dahingegen wurde das Vorhanden-

sein von einem geringen Anteil an Carboxylgruppen in M-MPP auf Oxidationsprozesse wäh-

rend der Polymerisation zurückgeführt. Zusätzlich wurde die Präsenz eines neutral-geladenen

Tensids bei M-MPP vermutet. Diese Unterschiede in den physikochemischen Eigenschaften

der eigentlich �gleichen� Partikel führten zu komplett unterschiedlichen Aufnahmeverhalten

bei Makrophagen, welche auch die Unterschiede in vorherigen Publikationen erklären könnte

(Abb. 17 II).
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Abbildung 17: Vergleich der Partikel zweier Hersteller (PolySciences (P-MPP), Micromod (M-
MPP)) in Hinblick auf ihre physikochemischen Eigenschaften (I) und Partikel-Zellinteraktion
(II). I: Analyse mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) (A), und mittels Messungen des
ζ-Potenials in verschiedenen Medien (B und C). Für die ζ-Potenialmessungen bei pH 6 wur-
den die Partikel ungewaschen und nach Waschen mit Wasser, sowie nach der Inkubation in
Zellkulturmedium (DMEM und RPMI, mit 10 % FCS) analysiert (B). Für die Messungen bei
unterschiedlichen pH-Werten wurde eine pH-Titration durchgeführt (C). II: Analyse der PZI
der beiden Partikel in zwei Makrophagenzelllinien (J774A.1 und ImKC) mittels REM. Auf-
genommene Partikel wurden mit orangenen Pfeilen, nicht aufgenommene Partikel mit weiÿen
Pfeilen hervorgehoben. Skalenbalken wie angegeben. Nachdruck mit freundlicher Genehmi-
gung des Verlags. Modi�ziert nach Ramsperger, A.F.R.M., Jasinski, J., Voelkl, M., Witzmann,
T., Meinhart, M., Jérôme, V., Kretschmer, W.P., Freitag, R., Senker, J., Fery, A., Kress, H.,
Scheibel, T. & Laforsch, C. Supposedly Identical Microplastic Particles Substantially Di�er
in Their Material Properties In�uencing Particle-Cell Interactions and Cellular Responses.
Journal of Hazardous Materials 425, 127961 (2022). Copyright (1969) Elsevier.
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So zeigten beide Makrophagenzelllinien eine starke Partikelinternalisierung bei P-MPP, wäh-

rend nur wenige M-MPP mit den Zellen interagierten. Diese Unterschiede konnten durch die

prominentere Ober�äche bei P-MPP, sowie dem stärker geladenen ζ-Potential erklärt wer-

den. Dabei könnte die Phagozytose einerseits direkt durch die Partikelober�äche beein�usst

werden, da beispielsweise Bakterien bei neutralem pH ebenfalls ein ζ-Potential von -22 mV

aufweisen und die Phagozytose bei Partikeln mit einer rauen Ober�äche deutlich erhöht war.

So wurde bereits beschrieben, dass das ζ-Potential einen Ein�uss auf die PZI hat, was mit un-

seren Beobachtungen übereinstimmt [426, 494]. Des Weiteren kann die Phagozytose aber auch

indirekt durch das Vorhandensein einer unterschiedlichen Protein-Corona um die Partikel be-

ein�usst werden. Dabei könnten Proteine aus dem Zellkulturmedium unterschiedlich mit den

jeweiligen Partikelober�ächen interagieren und damit verschieden zusammengesetzte Protein-

Coronae hervorrufen, welche anschlieÿend unterschiedlich mit der Zellober�äche interagieren

[448, 451, 460]. Dies wurde bisher jedoch nur für Nanopartikel beschrieben, wobei sich bei

Mikropartikeln die Aufnahmemechanismen von denen von Nanopartikeln unterscheiden, und

damit noch nicht bekannt ist, inwieweit sich die Ergebnisse von Nano- auf Mikropartikel über-

tragen lassen. Interessanterweise waren die oben beschriebenen Unterschiede in der PZI bei

serum-freier Kultivierung und Partikelinkubation fast verschwunden. Generell war hier eine

etwas geringere Partikelaufnahme erkennbar, allerdings wurden ebenfalls Micromod Partikel

von beiden Makrophagenzelllinien aufgenommen (Abb. 18). Daraus leitete sich die Hypothese

ab, dass Serumproteine des Zellkulturmediums anders an der M-MPP Ober�äche adsorbie-

ren als an der von P-MPP. Hier würde es Serumproteine bei M-MPP geben, welche die PZI

reduzieren und/oder Serumproteine bei P-MPP geben, welche die PZI stark erhöhen. Bei der

Analyse der Protein-Corona mittels LC-MS/MS stellten sich Unterschiede in der Proteinad-

sorption dar (Tab. 2). So waren bei P-MPP in Medium mit Serum deutlich mehr Proteine

identi�zierbar, und das am häu�gsten vorkommende Protein war Hämoglobin (fetal subunit

β). Dahingegen war BSA das am häu�gsten vorkommende Protein bei M-MPP. Proteine wie

Cathelidicin 2 (Cath2), Komplementfaktor B und Komplementkomponente 3 (Komplement

C3) wurden ausschlieÿlich in P-MPP Proben gefunden. Dabei ist Cath2 (Calcium-abhängiges)

als Zelladhäsionsprotein bekannt, wobei ebenfalls von Coorens et al. eine erhöhte PZI von

Cath2-behandelten PS Partikeln in RAW Makrophagen beschrieben wurde [495]. Allerdings

muss angemerkt werden, dass dies ausschlieÿlich für equines Cath2 beschrieben wurde, nicht

aber für Cath2 aus anderen Organismen wie Hühnern. Zudem erfolgte hier die Inkubation in

serumhaltigem Medium, was eine Interaktion mit bovinen Proteinen zu Folge hatte, wodurch

eine eindeutige Aussage zum Ein�uss von Cath2 auf die PZI nicht möglich ist.
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Abbildung 18: Aufnahme von Partikeln der beiden Partikelhersteller, PolySciences (P-MPP)
und Micromod (M-MPP), in Makrophagen in serum-freien (sf) und serum-haltigem (s) Me-
dium. Freie, nicht-aufgenommene Partikel sind beispielhaft mit weiÿen Pfeilen gekennzeich-
net, während aufgenommene Partikel mit gelben Pfeilen angezeigt werden. Die Analyse er-
folgte mittels Fluoreszenzmikroskopie, wofür das Zytoskellet mit Rhodamin-Phalloidin (rot)
und die Zellkerne mittels DAPI (blau) angefärbt wurden. Für die Identi�kation der nicht-
�uoreszierenden Partikel wurde zusätzlich Hellfeld verwendet. Skalenbalken wie angegeben.

Das Protein Komplement C3, welches in P-MPP, jedoch nicht in M-MPP gefunden wurde,

ist ein bekanntes Opsonin und erleichtert die Erkennung durch Immunzellen wie Makropha-

gen [496, 497]. Komplementfaktor B, sowie Komplement C3, sind Proteine des alternativen

Komplementweges und damit Bestandteil des adaptativen Immunsystems, welches Pathogene

opsoniert und damit aus dem System entfernt [498, 499]. Dieser Aufnahmeweg wird durch

die Bindung von C3b an Pathogenen ausgelöst, wobei das Protein C3b aus C3 entsteht [498,

499]. Dieser Aufnahmeweg wäre neben Pathogenen auch für Partikel denkbar, wobei C3b an

die Partikelober�äche binden könnte. BSA wurde als Hauptprotein in der Protein-Corona von

M-MPP identi�ziert. Es ist in der Literatur bekannt, dass BSA als Dysopsonin agiert und die

zelluläre Aufnahme inhibiert oder verringert [413]. Allerdings kann das Vorhandensein von

BSA nicht der einzige Grund für die verringerte Aufnahme von M-MPP sein, da bei Inku-

bation der P-MPP mit BSA (Vorbeschichtung mit BSA, siehe vorheriger Abschnitt) keine

verringerte Aufnahme für Makrophagen und Epithelzellen gefunden werden konnte. Dabei

sollte jedoch bedacht werden, dass die Proteine aus dem Serum bovine Proteine sind und

nicht zwangsläu�g mit den Zellmembranrezeptoren der murinen Zellen interagieren müssen.

Trotzdem könnten die aufgeführten Proteine ein Grund für die vermehrte Aufnahme von P-
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MPP sein, was einen indirekten Ein�uss der physikochemischen Partikeleigenschaften auf die

PZI unterstreicht.

Tabelle 2: Quantitative Analyse der Zusammensetzung der Protein-Corona mittels LC-
MS/MS. 3 µm PS Partikel der Hersteller PolySciences (P-MPP) und Micromod (M-MPP)
wurden in Zellkulturmedium (mit 10 % FCS) inkubiert. Der emPAI-Wert, der eine Abschät-
zung der Proteinhäu�gkeit ermöglicht, ist in Klammern angegeben. Besonders erwähnte Pro-
teine wurden in orange hervorgehoben.

P-MPP M-MPP

Hämoglobin fetal subunit β (2,99) BSA (2,78)
BSA (2,76) Hämoglobin subunit α (1,08)
Serotransferrin (1,34) Hämoglobin fetal subunit β (1,0)
Hämoglobin subunit α (1,08) Serotransferrin (0,85)
α-2-HS-Glykoprotein (0,96) α-2-HS-Glykoprotein (0,78)
Cathelicidin-2 (0,73) Apolipoprotein A-I (0,64)
Apolipoprotein A-I (0,45) α-1-Antiproteinase (0,5)
α-1-Antiproteinase (0,38)
Fetuin-B (0,3)
Gelsolin (0,21)
Keratin, Typ II cytoskeletal (0,13)
α-fetoprotein (0,11)
Lactotransferrin (0,1)
α-2-Makroglobulin (0,09)
Komplementfaktor B (0,09)
Komplement C3 (0,08)

3.2.4 Unterschiede zwischen verschiedenen Polymerpartikeln

Neben Partikelgröÿe und Ober�ächenmodi�kation wurde auch das Material als entscheiden-

der Faktor für die zelluläre Interaktion mit Partikeln in der Literatur beschrieben [494, 500].

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Vorbeschichtung von PS Partikeln einen Ein�uss

auf die Protein-Corona in serum-haltigem Medium und daraus resultierend die PZI hat (3.2.2

Ein�uss einer arti�ziellen Protein-Corona), sollten nun unterschiedliche Polymerpartikel auf

ihr Verhalten mit Zelllinien untersucht werden. Als Kontrolle dienten PS Partikel, da hier die

Interaktion bereits aus vorangegangenen Studien bekannt ist. Neben erdölbasierten Partikeln

(PE, PS, PVC) wurden auch biobasierte (PLA und CA) Polymermikropartikel verwendet,

wobei CA als nicht-zytotoxisch gilt, und eventuell auftretende zelluläre E�ekte auf die Inter-

aktion der Zellen mit Partikeln an sich und weniger auf das Material zurückgeführt werden

können. Die CA Partikel wurden mittels Membran-Emulgierung selbst hergestellt (3.1.1 Her-

stellung von Celluloseacetat Partikeln). Die Analyse der Partikeleigenschaften erfolgte mittels

REM, DLS und der Bestimmung des ζ-Potentials (Abb. 19).
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Abbildung 19: Analyse der Partikeleigenschaften ausgewählter Polymermikropartikel mittels
REM, DLS und ζ-Potentialmessungen. Als Polymermikropartikel dienten erdölbasierte Po-
lymere (PE, PS und PVC), sowie biobasierte Polymere (PLA und CA). A: Elektronenmi-
kroskopische Aufnahme der Mikropartikel. Skalenbalken wie angegeben. B und C: DLS und
ζ-Potentialmessungen von pristinen und in Zellkulturmedium inkubierten (�Medium�) Mikro-
partikeln. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung des Verlags. Modi�ziert nach Jasinski,
J., Voelkl, M., Wilde, M., Jérôme, V., Fröhlich, T., Freitag, R. & Scheibel, T. In�uence of
the Polymer Type of a Microplastic Challenge on the Reaction of Murine Cells. Journal of
Hazardous Materials 465, 133280 (2024). Copyright (1969) Elsevier.

Hier konnten für PE, PLA und CA au�älligere Ober�ächenmorphologien im Vergleich zu PS

und PVC beobachtet werden (Abb. 19 A). Alle Partikel wiesen auch nach der Inkubation in

Zellmedium einen hydrodynamischen Radius unter 2,5 µm auf (Abb. 19 B), womit von einer

ähnlichen Gröÿe der Partikel auch unter Zellkulturbedingungen ausgegangen werden kann. Die

Analyse des ζ-Potentials zeigte groÿe Unterschiede der pristinen Partikel (-77 mV für PS bis

-3 mV für PLA), wobei die Inkubation in serumhaltigem Zellmedium die groÿen Unterschiede
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jedoch fast vollständig ausglich (-28 mV bis -22 mV) (Abb. 19 C). Diese Angleichung wird mög-

licherweise durch die Adsorption der Serumproteine auf der Partikelober�äche hervorgerufen.

Die Ausnahme bildet CA, da hier auch nach der Inkubation in Zellmedium das ζ-Potential

bei -7 mV lag. Die PZI wurde mittels konfokaler Mikroskopie untersucht, da hier auch zwi-

schen aufgenommenen und mit der Ober�äche interagierenden Partikeln unterschieden werden

kann (Abb. 20). Für Makrophagen (J774A.1 und ImKC) konnte für alle Polymerpartikel eine

Internalisierung beobachtet werden, wobei CA eine leicht geringere Aufnahme zeigte. Zieht

man hier das ζ-Potential von CA heran, welches im Vergleich zu den anderen Polymerparti-

keln auch in Zellkulturumgebung vergleichsweise gering ist, stimmen diese Beobachtungen mit

denen aus 3.2.3 (Physikochemische Eigenschaften von scheinbar gleichen Partikeln) überein.

Auch da zeigten die PS Partikel mit dem geringeren ζ-Potential eine verringerte zelluläre Auf-

nahme. Damit konnte die Bedeutung des ζ-Potential von Partikeln für die PZI herausgestellt

werden. Daraus lässt sich folgern, dass weniger das Polymer oder Material an sich für die

PZI verantwortlich ist, sondern vielmehr dessen Ober�äche, oder spezi�scher das ζ-Potential.

PLA Partikel wiesen dabei eine höhere Verteilung der Partikelgröÿe auf als vorher mittels

REM und DLS erkennbar war. Nichtsdestotrotz konnten auch für vergleichsweise groÿe (ca.

10 µm) Partikel eine Aufnahme in den beiden Makrophagenzelllinien beobachtet werden. Das

unterstreicht, dass Makrophagen mittels Phagozytose auch gröÿere partikuläre Materialien

aufnehmen können. Die Epithelzelllinien (STC-1 und BNL CL.2) wiesen eine geringere Par-

tikelaufnahme im Vergleich zu Makrophagen auf, was mit der Beobachtung der ersten Studie

(3.2.1 Gröÿen- und Zelllinienabhängigkeit) übereinstimmt. Dabei konnte für STC-1 (Darme-

pithelzellen) lediglich eine sehr geringe Aufnahme von PS Partikeln beobachtet werden, auch

wenn STC-1 Zellen mit allen Polymerpartikeln Interaktionen aufwiesen. Für BNL CL.2 (Le-

berepithelzellen) konnte neben der Aufnahme von PS Partikeln, welche die Ergebnisse der

ersten Studie (3.2.1 Gröÿen- und Zelllinienabhängigkeit) unterstreichen, auch eine Internali-

sierung von PE und CA Partikeln gefunden werden.

Mit Hilfe von LC-MS/MS lieÿen sich die an die Partikelober�äche gebundenen Proteine iden-

ti�zieren. Hier konnten wir die Adsorption von Serumproteinen an der Ober�äche der Po-

lymerpartikel bestätigen, und bei allen Polymermikropartikeln war BSA das am häu�gsten

vorkommende Protein in der Protein-Corona. Durch die Kategorisierung der gefundenen Pro-

teine anhand ihrer Beteiligung an biologischen Prozessen oder molekularbiologischen Funk-

tionen lieÿen sich Unterschiede feststellen. PE und PS Mikropartikel wiesen eine ähnliche

Proteinzusammensetzung, insbesondere hinsichtlich der Proteine, die am Sauersto�transport,

der Zelladhäsion oder der zellulären Mobilität beteiligt sind, auf.
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Abbildung 20: Mikroskopische Analyse der Partikelaufnahme ausgewählter Polymermikropar-
tikel in murinen Makrophagen (J774A.1 und ImKC). Partikel wurden beispielhaft mit weiÿen
Pfeilen gekennzeichnet. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie (CLSM), wofür
das Zytoskelett mit Rhodamin-Phalloidin (rot) und die Zellkerne mittels DAPI (blau) an-
gefärbt wurden. Für die Identi�kation der nicht-�uoreszierenden Partikel wurde zusätzlich
Hellfeld verwendet. Skalenbalken wie angegeben. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung
des Verlags. Modi�ziert nach Jasinski, J., Voelkl, M., Wilde, M., Jérôme, V., Fröhlich, T.,
Freitag, R. & Scheibel, T. In�uence of the Polymer Type of a Microplastic Challenge on the
Reaction of Murine Cells. Journal of Hazardous Materials 465, 133280 (2024). Copyright
(1969) Elsevier.

Der Hauptunterschied zwischen PE und PS Mikropartikeln bestand in der Quantität von

Transporterproteinen, welche häu�ger in der Protein-Corona von PE zu �nden sind; sowie
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nicht-charakterisierten Proteinen, die in PS Partikeln häu�ger vorkommen. Bemerkenswert

ist, dass Proteine, die am Immunsystem und an der Aktivierung der Immunantwort beteiligt

sind, hauptsächlich an PS Partikeln zu �nden sind, während CA Mikropartikel die geringste

Menge dieser Proteine in der Protein-Corona aufweisen. Im Gegensatz dazu wiesen CA Par-

tikel die gröÿte Menge an Ionen- und Metalltransportproteinen auf. Die geringere Anzahl an

Immunsystem-assoziierten Proteinen in der Protein-Corona von CA Partikeln kann, neben

dem ζ-Potential, ein weiterer Grund für eine geringere zelluläre Aufnahme sein, insbeson-

dere bei Immunzellen wie Makrophagen. Makrophagen können sowohl Krankheitserreger als

auch bestimmte Sto�e durch Phagozytose aufnehmen, einem spezialisierten und Rezeptor-

vermittelten Aufnahmemechanismus [268, 501, 502]. Dabei können an der Partikelober�ä-

che adsorbierte Serumproteine, d.h. Opsonine wie Fetuin a oder Komplement C3, mit den

Zellmembranrezeptoren interagieren und die Phagozytose von Mikropartikeln durch Makro-

phagen initiieren [503, 504], wie es bereits für P-MPP in Abschnitt 3.2.3 (Physikochemische

Eigenschaften von scheinbar gleichen Partikeln) beschrieben wurde. So könnten PS Partikel

aufgrund der höheren Anzahl von Opsoninen in ihrer Protein-Corona in gröÿerer Zahl oder

leichter aufgenommen werden als CA Partikel. PVC und PLA Partikel wiesen eine groÿe

Menge an Proteinen auf, die an der zellulären Adhäsion und der zellulären Mobilität beteiligt

sind, welche die Interaktion mit den Zelllinien erklären könnten. Die zelluläre Interaktion mit

den unterschiedlichen Polymerpartikeln hatte keinen toxischen Ein�uss auf Zellen, wie eine

Analyse mittels MTT indizierte. Damit konnte gezeigt werden, dass ein potentiell toxischer

Ein�uss von Mikropartikeln nicht von den Polymeren an sich hervorgerufen wird. Allerdings

war der Ein�uss der biobasierten Partikel auf die ROS-Produktion bei Makrophagen erhöht

im Vergleich zu erdölbasierten Partikeln. Bei Epithelzellen führte die Inkubation mit den bio-

basierten Partikeln im Vergleich zu erdölbasierten Partikeln nur zu einer leichten Erhöhung

der ROS-Produktion. Hierbei ist zu beachten, dass Epithelzellen, im Gegensatz zu Makro-

phagen keine oder eine deutlich geringere Aufnahme der biobasierten Partikeln aufwiesen.

Eine mögliche Hypothese hierzu ist, dass biobasierte Partikel in Makrophagen, beispielswei-

se durch lysosomale Enzyme oder eine pH-Wert Veränderung, angegri�en werden, und die

freigesetzten Monomere oder Oligomere einen Ein�uss auf die zelluläre Entwicklung haben.

Allerdings konnte dies bisher weder be- noch widerlegt werden. Zusammenfassend unterstrei-

chen diese Ergebnisse die Hypothese, dass die Ober�ächeneigenschaften des Mikropartikels

für die zelluläre Interaktion eine wichtigere Rolle spielt als der Polymertyp an sich.
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3.3 Wie verhalten sich Mikroplastikpartikel in Zellen?

In der Literatur wie auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Aufnahme von Mikroparti-

keln in verschiedenen Zelllinien beobachtet. Es konnte bis jetzt noch keine zelluläre Freiset-

zung von Mikropartikeln gezeigt werden, allerdings schon von Nanopartikeln [485, 505]. Des

Weiteren wurden verschiedene zelluläre E�ekte in Hinblick auf die mitochondriale Aktivität

oder DNA-Integrität nach der Inkubation mit Mikroplastikpartikeln beschrieben, welche eine

Ko-Lokalisierung nahelegen [506, 507]. Dadurch ergibt sich die Frage nach dem Verbleib der

Mikropartikel nach der zellulären Aufnahme. Genauso unklar ist das Verhalten von aufgenom-

menen Mikropartikeln bei der Zellteilung und die eventuelle Verteilung an Tochterzellen. Für

die Analyse des intrazellulären Verbleibs der Mikropartikel wurde eine Fluoreszenzfärbung von

ausgewählten Organellen (Mitochondrien, Endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi Appa-

rat, frühe und späte Endosomen, sowie Lysosomen) durchgeführt. Dabei wurden Mitochon-

drien aufgrund der beschriebenen mitochondrialien E�ekte nach einer Inkubation mit Mi-

kropartikeln ausgewählt. Der Golgi-Apparat und das ER wurden untersucht, da sie Teil der

intrazellulären Transportmaschinerie sind und als Endpunkt nach der Caveolin-vermittelten

Aufnahme beschrieben wurden [267]. Der Transport nach der Endozytose erfolgt über Vesikel

wie Endosomen, welche eine hierarchische Alterung über frühe Endosomen und späte En-

dosomen durchlaufen [508, 509]. Späte Endosomen fusionieren anschlieÿend mit Lysosomen

[508, 509]. Aus diesem Grund wurden diese beiden Organellen, Endosomen und Lysosomen,

untersucht. Zusätzlich wurde das komplette Zytoplasma als Kontrolle für die Internalisierung

der Partikel angefärbt (Abb. 21). Für eine einfachere Partikel-Lokalisation in Zellen wur-

den �uoreszierende PS Partikel verwendet. Eine Untersuchung der Gröÿenabhängigkeit in der

Ko-Lokalisation mit Zellorganellen wurde durch die Verwendung von unterschiedlich groÿen

(0,2, 0,5 und 3 µm) Partikeln realisiert. Alle aufgenommenen Partikel konnten im Zytoplasma

gefunden werden (Abb. 21). Interessanterweise wurde für 3 µm Partikel trotz einer Internali-

sierung keine Gelbfärbung mit dem Zytoplasma gefunden, wie es bei den kleineren Partikel der

Fall war und was auf eine Ko-Lokalisation schlieÿen lässt. Dies lässt sich durch eine Verdrän-

gung des Zytoplasmas erklären, wodurch eine ungefärbte Höhle im Zytoplasma zurückbleibt.

Abhängig von der Partikelgröÿe wurden ebenfalls einzelne Partikel im Endoplasmatischen Re-

tikulum (0,2 und 0,5 µm, Abb. 21 A) oder in frühen und späten Endosomen (0,5 µm) gefunden

(Abb. 21 B). Unabhängig von der Gröÿe wurden keine Partikel in Mitochondrien, Lysosomen

und dem Golgi Apparat beobachtet. Daher konnte die zuvor beschriebene mitochondriale

Schädigung nicht auf einem direkten Kontakt zwischen den Mitochondrien und den Partikeln

zurückgeführt werden. Für die 3 µm Partikel ist aufgrund des im Vergleich zu den Organellen
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groÿen Partikeldurchmessers eine Lokalisierung mit Organellen nicht zu erwarten. Eine Exo-

zytose von Goldnanopartikeln (2-40 nm) über Lysosomen wurde in der Literatur beschrieben

[485, 505]. Koval und Preiter zeigten eine Translokation von 0,2 bis 0,75 µm IgG-PS Partikeln

in Lysosomen. Gröÿere Partikel (1 µm) wurden jedoch nicht in den Lysosomen gefunden [420,

510]. Da hier keine Partikel in den Lysosomen gefunden wurden, könnte man davon ausge-

hen, dass keine Exozytose von Partikeln zu erwarten ist. Um einen möglichen Exozytoseweg

besser abschätzen zu können, wurden zusätzlich Endosomen durch eine Antikörperfärbung

gegen EEA1 (frühe Endosomen) und Rab7 (späte Endosomen) untersucht. EEA1 (engl. ear-

ly endosome antigen 1 ) ist ausschlieÿlich in frühen Endosomen lokalisiert und spielt durch

die Vermittlung von Membranfusionen eine wichtige Rolle im endosomalen Transport [511].

Das Protein Rab7 (engl. ras-related protein Rab-7 ), wurde vorwiegend in späten Endosomen

gefunden und ist am Transport von Endosomen von frühen zu späten endozytischen Zellkom-

partimenten beteiligt [512]. Für 0,5 µm Partikel wurde in den späten Endosomen für beide

Zelllinien eine Translokation beobachtet (Abb. 21). Dem hierarchischen endozytischen Weg

folgend sollten die kleinen Partikel, wenn sie die späten Endosomen erreicht haben, auch in den

Lysosomen zu �nden sein [513]. Allerdings muss bedacht werden, dass Rab7-Proteine nicht

nur in den späten Endosomen, sondern auch in den späten Phagosomen und Makropinosomen

exprimiert werden [513�516]. Dies ist auch bei EEA1 der Fall, sodass die EEA1-Färbung des

frühen Endosoms auch die Färbung des frühen Phagosoms oder Makropinosoms darstellen

kann [513, 516]. Da die zelluläre Aufnahme bei beiden Zelllinien hauptsächlich auf Phagozy-

tose beruht [517], könnte dies ein Hinweis darauf sein, dass 0,5 µm groÿe Partikel im frühen

und/oder späten Phagosom lokalisiert sein könnten. Zusammen mit der fehlenden Lokalisie-

rung in den Lysosomen könnte dies bedeuten, dass die Partikel nach dem Phagosom kein

Phagolysosom bilden [420, 510, 515]. Folgt man der Annahme, dass die frühen und späten

Phagosomen zusätzlich zu den Endosomen gefärbt werden, könnte dies die Unterschiede in

der Lokalisierung der 0,2 µm und 0,5 µm Partikeln erklären. Hier werden kleine Partikel wie

0,2 µm PS Partikel über einen anderen endozytischen Weg aufgenommen (z. B. Clathrin- oder

Calveolin-vermittelter Weg), als 0,5 µm Partikel die möglicherweise durch Phagozytose oder

Makropinozytose aufgenommen wurden [268, 517] und in ein Phagosom oder Makropinosom

verpackt werden. Da 0,2 µm Partikel möglicherweise über Clathrin- oder Calveolin-vermittelte

Wege anstelle von Phagozytose oder Makropinozytose aufgenommen wurden, wird kein Pha-

gosom/Makropinosom gebildet und daher auch keine Ko-Lokalisation festgestellt [268, 517,

518]. Lysosomen sind dafür bekannt, dass sie an der Beseitigung von Krankheitserregern be-

teiligt sind, weshalb eine Ko-Lokalisierung mit PS Partikeln nach der Aufnahme vermutet
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wurde [261, 519, 520]. Die fehlende Ko-Lokalisierung mit Lysosomen könnte darauf zurückzu-

führen sein, dass die Zellen die Partikel nicht als Bedrohung oder Krankheitserreger erkennen,

welcher entfernt werden muss.

Abbildung 21: Ko-Lokalisation von PS Partikeln unterschiedlicher Gröÿe (0,2 und 0,5 µm)
mit ausgewählten Zellorganellen in murinen Makrophagen (ImKC). A: Ko-Lokalisation im
Zytoplasma und dem Endoplasmatischen Retikulum. B: Ko-Lokalisierung von 0,5 µm Parti-
keln mit Endosomen. Frühe und späte Endosomen wurden mit Antikörpern angefärbt (EEA-1
bzw. Rab7). Die jeweiligen Organellen sind in rot dargestellt. Zusätzlich wurden die Zellkerne
mittels HOECHST (blau) gefärbt. Die PS Partikel weisen eine grüne Fluoreszenz auf. Eine
Ko-Lokalisation wird durch eine gleichzeitige Färbung (Gelbfärbung) zwischen den rot ge-
färbten Organellen und grün �uoreszierenden Partikeln angezeigt, hervorgehoben durch weiÿe
Pfeile. Skalenbalken wie angegeben. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung des Verlags.
Modi�ziert nach Jasinski, J., Völkl, M., Hahn, J., Jérôme, V., Freitag, R., & Scheibel, T.
Polystyrene Microparticle Distribution After Ingestion by Murine Macrophages. Journal of
Hazardous Materials, 457, 131796 (2023). Copyright (1969) Elsevier.
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Es wurden Unterschiede zwischen den Makrophagen-Zelllinien festgestellt, da nur wenige

0,5 µm groÿe Partikel in den späten Endosomen/Phagosomen in J774A.1-Zellen und keine in

den frühen Endosomen/Phagosomen gefunden wurden. Im Gegensatz dazu wurden in ImKC

sowohl in frühen als auch in späten Endosomen 0,5 µm groÿe Partikel identi�ziert. Dies könnte

durch den Phänotyp der Zellen erklärt werden, da die Geschwindigkeit der Phagosomenreifung

vom Aktivierungsstatus der Makrophagen abhängt [521]. Hier zeigten die M1-Makrophagen

eine langsamere Phagosomenreifung im Vergleich zu M0- und M2-Makrophagen. Es kann

davon ausgegangen werden, dass Mikroplastikpartikel in Makrophagen über Phagozytose auf-

genommen und anschlieÿend in Phagosomen abgeschnürt werden. Die Geschwindigkeit und

das Ausmaÿ der Phagosomenreifung kann je nach Aktivierungsstatus der Makrophagen un-

terschiedlich sein [521]. Wie in dieser Teilarbeit durch Matthias Völkl gezeigt, wiesen nicht-

aktivierte (M0) ImKC mehr CD80 (M1-Marker) auf als J774A.1. Dies könnte die Kinetik

der Phagosomenreifung beein�ussen. Bei ImKC-Zellen könnte diese Reifung langsamer sein,

sodass eine Ko-Lokalisierung der Partikel im frühen und späten Endosom sichtbar ist. In

J774A.1 reifen die Phagosomen schneller, was zu einer vergangenen und nicht mehr nachweis-

baren Ko-Lokalisierung mit dem frühen Endosom/frühen Phagosom führen würde. Generell

sind die Ko-Lokalisationsergebnisse mit Vorsicht zu interpretieren, da wir nur einen Zeit-

punkt analysiert haben (nach einer 15-stündigen Inkubation) und die Möglichkeit besteht,

dass die Partikel entweder die Organellen noch nicht erreicht haben oder bereits auÿerhalb

der Organellen transportiert wurden. Hier wäre eine kinetische Analyse erforderlich, um die

intrazellulären Wege aufzudecken. Daneben wurde das Verhalten der Partikel während der

Zellteilung, sowie eine mögliche Partikelfreisetzung mittels Zeitra�er-Mikroskopie an leben-

den Zellen (engl. live-cell time-lapse microscopy) analysiert (Abb. 22). Die Beobachtung der

zellulären Aufnahme zeigte starke Unterschiede innerhalb einer Zellpopulation. So wurden

Zellen beobachtet, die viele Partikel aufnahmen, während andere Zellen keine Partikel inter-

nalisierten. Dies war bereits anhand mikroskopischer Analysen, beispielsweise der konfokalen

Mikroskopie in der ersten Studie (3.2.1 Gröÿen- und Zelllinienabhängigkeit), zu beobachten

und unterstreicht diese Ergebnisse. Durch eine Untersuchung mit M1 und M2 gezielt pola-

risierten Makrophagen war es möglich, eine Teilerklärung dafür zu liefern. Dabei waren M1

polarisierte Makrophagen deutlich e�ektiver in der Partikelaufnahme als unpolarisierte oder

M2 polarisierte Makrophagen. Für die Zellteilung konnte gezeigt werden, dass die Verteilung

der Partikel an die Tochterzellen zufällig und nicht symmetrisch abläuft. Eine Halbierung der

Partikel bei der Zellteilung wurde nicht gezeigt. Das konnte beispielsweise in Abb. 22 mit

roten Kreisen hervorgehoben gezeigt werden.
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Abbildung 22: Analyse der Aufnahme und Freisetzung, sowie der Verteilung während der
Zellteilung von 3 µm PS Partikeln in murinen Makrophagen (ImKC) über 25 Stunden. Die
Partikelverteilung während der Zellteilung wurde mit roten Umkreisungen markiert. Blaue
Markierungen zeigen apoptotische Zellen (blaue Umkreisung) mit aufgenommenen Partikeln,
wobei die durch die Apoptose freigesetzen Partikel durch die Nachbarzellen aufgenommen
(blaue Pfeile) werden. Skalenbalken wie angegeben. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung
des Verlags. Modi�ziert nach Jasinski, J., Völkl, M., Hahn, J., Jérôme, V., Freitag, R., &
Scheibel, T. Polystyrene Microparticle Distribution After Ingestion by Murine Macrophages.
Journal of Hazardous Materials, 457, 131796 (2023). Copyright (1969) Elsevier.

Eine Zelle mit vier aufgenommenen Partikeln resultierte in zwei Tochterzellen, wobei eine

Tochterzelle drei Partikel und die andere Tochterzelle einen Partikel enthielt. Dies wurde
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zusätzlich durch�usszytometrisch quanti�ziert und bestätigt. Mittels Zeitra�er-Mikroskopie

konnte keine aktive Freisetzung der Partikel beobachtet werden. Allerdings wurden bei Zelltod

die von der entsprechenden Zelle internalisierten Partikel, wie alle Zellbestandteile, freigesetzt

(Abb. 22 blaue Kreise). Diese können dann von Nachbarzellen, ebenfalls wie alle anderen Zell-

bestandteile, aufgenommen werden. Auch dies konnte mittels Zeitra�er-Mikroskopie (Abb. 22

blaue Pfeile) gezeigt werden. Da nur wenige Partikel in bestimmten Organellen (Endoplas-

matisches Retikulum, Endosomen) gefunden wurden, kann angenommen werden, dass die

Partikel nicht aktiv in bestimmten Organellen angereichert werden. Während die Partikel

durch den Zelltod freigesetzt wurden, wurde keine aktive Exozytose beobachtet. Benachbarte

Zellen nahmen die freigesetzten Partikel zusammen mit Zelltrümmern wieder auf. Daher kann

präsumiert werden, dass die aufgenommenen Partikel nicht in groÿer Zahl freigesetzt werden,

was zu einer Akkumulation führt und somit potenzielle Langzeite�ekte möglich sind.

3.4 Wie verhalten sich Modell-Polymermikropartikel in 3D Zellsystemen?

2D-Zellkulturen können nicht alle mechanischen und biochemischen Signale, die in vivo vor-

handen sind, originalgetreu nachbilden [327, 522]. So überwiegen bei 2D-Zellkulturen die

Wechselwirkungen von Zelle zu Plastik und nicht die entscheidenden Wechselwirkungen von

Zelle zu Zelle und Zelle zu extrazellulärer Matrix (EZM) [522, 523]. Um eine realistische-

re Einordnung der Interaktion mit Mikroplastik zu erhalten, wurden im letzten Teilprojekt

multizelluläre Sphäroide aus Leberepithelzellen gezüchtet. Sphäroide bilden sich durch Aggre-

gation und Selbstorganisation von Zellen, wenn eine Ober�äche fehlt an welcher sie anheften

können. Die Selbstorganisation ahmt dabei natürliche Prozesse nach, die während der Em-

bryogenese, Morphogenese und Organogenese ablaufen [522, 524]. Sphäroide können in einem

Gröÿenbereich von bis zu 700 µm die architektonischen und funktionellen Merkmale von na-

türlichem Gewebe imitieren [330, 522]. In diesem Teilprojekt wurden selbst hergestellte PS

Partikeln mit de�nierter Ober�äche verwendet (siehe 3.1.2 Herstellung von �uoreszierenden

Partikeln mittels NITEC), und deren Anwendung in 2D und 3D Zellkultur untersucht. Dabei

war die de�nierte Ober�äche besonders wichtig, da in 3.2.3 (Physikochemische Eigenschaften

von scheinbar gleichen Partikeln) bereits gezeigt wurde, dass kommerzielle Partikel Unter-

scheide aufweisen und nicht zwangsläu�g vergleichbar sind. Da bereits in den vorangegangenen

Teilstudien gezeigt wurde, dass das ζ-Potential eines der wichtigsten Ober�ächencharakteri-

stika für die zelluläre Interaktion ist, wurde dieses auch für die selbst hergestellten Partikel

bestimmt. Dies lag mit -24,1 ± 3,7 mV in KCl, beziehungsweise -17,8 ± 1,2 mV in Zellmedi-

um, über dem der kommerziell erwerbbaren PS Partikel. Allerdings waren die Unterschiede
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unter Zellkulturbedingungen nicht signi�kant. Die Untersuchung der Partikel-Zellinteraktion

wurde mit den bereits vorher verwendeten Zelllinien (J774A.1, ImKC, STC-1 und BNL CL.2)

durchgeführt, um die Ergebnisse mit denen aus 3.2.1 (Gröÿen- und Zelllinienabhängigkeit)

vergleichen zu können (Abb. 23 2D Monolayer). Dabei konnten Unterschiede zu kommerziel-

len PS Partikel aufgezeigt werden, da auch in STC-1 Zellen eine Internalisierung der Partikel

festgestellt wurde. Kommerzielle PS Partikel mit diesem Durchmesser (2 µm) zeigten keine

Internalisierung in STC-1 Zellen. Für die anderen Zelllinien wurde, analog zu den kommerziel-

len PS Partikel, eine Internalisierung beobachtet. Für die 3D Zellkultur, also die Bildung und

Analyse von Sphäroiden, wurden die Epithelzellen weiter verwendet. STC-1 (Darmepithel-)

Zellen zeigten jedoch keine Sphäroidbildung, wohingegen für BNL CL.2 (Leberepithel-) Zellen

Sphäroide sowohl mittels der liquid overlay Technik, als auch mit nicht-adhäsiven Hydrogelen

gezüchtet werden konnten.

Abbildung 23: Zelluläre Interaktion von selbst hergestellten PS Partikeln in 2D Zellmonolay-
ern (Makrophagen J774A.1 und ImKC, sowie Epithelzellen STC-1 und BNL CL.2). Zusätzlich
wurden aus BNL CL.2 Epithelzellen Sphäroide auf Methylcellulose gezüchtet (3D) und mit
PS Partikeln inkubiert. Für die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden das Aktinzy-
toskellets (rot) und die Zellkerne (blau) gefärbt, während die Partikel eine grüne Fluoreszenz
aufweisen. Skalenbalken wie angegeben.

Bei der liquid overlay Technik wird die Anheftung von Zellen an Gewebekulturplatten ge-

hemmt und gleichzeitig die Zell-Zell-Aggregation gefördert [522, 525]. Dabei werden die Zel-

len in einer Suspension auf �ache Gewebekulturschalen mit wenig haftenden Ober�ächen wie

Agarose ausgesät. Die resultierenden Sphäroide waren jedoch sehr groÿ (ca. 500- 1000 µm)
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und eher �ach. Alternativ wurden nicht-adhäsive, 12%-ige Methylcellulose-Hydrogele verwen-

det, welche die EZM imitieren sollen [526, 527]. Die resultierenden Sphäroide waren deutlich

kleiner (100- 200 µm) und zeigten eine sphärische Form, allerdings führte die hohe Visko-

siät des Hydrogels teilweise zu einer ungleichmäÿigen Verteilung auf der Kulturplatte und

daher zu inhomogenen Sphäroiden. Die Inkubation der selbst hergestellten PS Partikel mit

Lebersphäroiden zeigte eine Translokation der Partikel in den Sphäroiden (Abb. 23 BNL CL.2

Sphäroid). Bereits in 2D wurde für BNL CL.2 Zellen eine Aufnahme der Partikel beschrieben.

Daher wäre eine Translokation der Partikel durch die zelluläre Aufnahme der Epithelzellen

denkbar, welche die Partikel in das Sphäroidinnere exkretieren. Allerdings konnte bis jetzt

nicht abschlieÿend geklärt werden, ob die Partikel nicht auch zufällig im Sphäroid gefunden

wurden und beispielsweise die Zellen um die Partikel herum gewachsen sind. Dies könnte unter

Anderem mittels Zeitra�er-Mikroskopie (live-cell time-lapse microscopy) untersucht werden.

Nichtsdestotrotz unterstreicht die Translokation auch in Sphäroiden die vielfältige Anwend-

barkeit der mittels NITEC-Reaktion hergestellten PS Partikel.
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6 Darstellung des Eigenanteils und Teilarbeiten

6.1 Teilarbeit I

Noxic E�ects of Polystyrene Microparticles on Murine Macrophages and Epithe-

lial Cells

Autoren: Julia Rudolph∗, Matthias Völkl∗, Valérie Jérôme, Thomas Scheibel und Ruth

Freitag

∗ gleichberechtigte Co-Autorenschaft

Die Konzeptionierung sowie alle Experimente dieser Teilarbeit wurden zu gleichen Teilen

von Matthias Völkl und mir durchgeführt. Dabei wurde die Partikelanalyse mittels DLS und

ζ-Potentialmessungen, sowie die qualitativen und quantitativen Analysen der zellulären Inter-

aktion und Aufnahme mittels Rasterelektronenmikroskopie, Konfokalmikroskopie und Durch-

�usszytometrie von mir durchgeführt und ausgewertet. Zusätzlich wurde der Resazurin Assay

von mir durchgeführt und ausgewertet. Daten zu den zellulären E�ekten (Zytotoxizität) wur-

den von Matthias Völkl erhoben. Das Manuskript wurde von mir zusammen mit Matthias

Völkl verfasst. Valérie Jérôme, Thomas Scheibel und Ruth Freitag waren an der Konzeptio-

nierung, wissenschaftlichen Diskussionen und der Fertigstellung des Manuskripts beteiligt.

Der Artikel wurde am 03.08.2021 im Journal Scienti�c Reports verö�entlicht.

Nachdruck unter freundlicher Genehmigung des Verlags. Rudolph, J., Völkl, M., Jérôme, V.,

Scheibel, T. & Freitag, R. Noxic E�ects of Polystyrene Microparticles on Murine Macrophages

and Epithelial Cells. Scienti�c Reports 11, 15702 (2021).
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6.2 Teilarbeit II

Supposedly Identical Microplastic Particles Substantially Di�er in Their Material

Properties In�uencing Particle-Cell Interactions and Cellular Responses

Autoren: Anja F. R. M. Ramsperger∗, Julia Jasinski∗, Matthias Völkl∗, Thomas Witzmann,

Marcel Meinhart, Valérie Jérôme, Winfried P. Kretschmer, Ruth Freitag, Jürgen Senker, An-

dreas Fery, Holger Kress, Thomas Scheibel und Christian Laforsch

∗ gleichberechtigte Co-Autorenschaft

Das Konzept dieser Teilarbeit stammt zu gleichen Teilen von Anja Ramsperger, Matthias

Völkl und mir. Die Experimente wurden von Anja Ramsperger, Matthias Völkl, Thomas Witz-

mann, Marcel Meinhart und mir durchgeführt. Dabei wurden die Partikel mittels Rasterelek-

tronenmikroskopie, DLS und ζ-Potentialmessungen, sowie die qualitative zelluläre Aufnahme

mittels Rasterelektronenmikroskopie von mir analysiert und ausgewertet. Daten zur weiteren

Partikelanalyse mittels CP-AFM und GPC sowie NMR wurden von Thomas Witzmann und

Marcel Meinhart durchgeführt. Quantitative Daten zur Partikel-Zellinteraktion und Interna-

lisierung mittels Konfokalmikroskopie wurden von Anja Ramsperger erhoben. Matthias Völkl

führte die Experimente zur Zytotoxizität durch. Das Manuskript wurde von mir zusammen

mit Anja Ramsperger und Matthias Völkl verfasst. Valérie Jérôme, Winfried Kretschmer,

Ruth Freitag, Jürgen Senker, Andreas Fery, Holger Kress, Thomas Scheibel und Christian

Laforsch waren an der Konzeptionierung, wissenschaftlichen Diskussionen und der Fertigstel-

lung des Manuskripts beteiligt.

Der Artikel wurde am 05.03.2022 im Journal Journal of Hazardous Materials verö�entlicht.

Nachdruck unter freundlicher Genehmigung des Verlags. Ramsperger, A. F. R. M., Jasin-

ski, J., Völkl, M., Witzmann, T., Meinhart, M., Jérôme, V., Kretschmer, W. P., Freitag, R.,

Senker, J., Fery, A., Kress, H., Scheibel, T. & Laforsch, C. Supposedly Identical Microplastic

Particles Substantially Di�er in Their Material Properties In�uencing Particle-Cell Interacti-

ons and Cellular Responses. Journal of Hazardous Materials, 425, 127961 (2022).
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6.3 Teilarbeit III

Tailor-Made Protein Corona Formation on Polystyrene Microparticles and Its Ef-

fect on Epithelial Cell Uptake

Autoren: Julia Jasinski, Magdalena V. Wilde, Matthias Völkl, Valérie Jérôme, Thomas

Fröhlich, Ruth Freitag und Thomas Scheibel

Die Konzeptionierung sowie alle Experimente dieser Teilarbeit wurden von Matthias Völkl,

Magdalena Wilde und mir durchgeführt. Dabei wurde die Beschichtung der Partikel mit Mo-

dellproteinen, die Protein-Corona Analyse mittels ζ-Potentialmessungen, SDS-PAGE und Ra-

sterelektronenmikroskopie, sowie quantitative Analyse der Proteinadsorption mittels Quarz-

kristallmikrowaage (QCM-D) von mir durchgeführt und ausgewertet. Zusätzlich wurde die

zelluläre Interaktion qualitativ mittels Konfokalmikroskopie und quantitativ mittels Durch-

�usszytometrie von mir analysiert und ausgewertet. Magdalena Wilde führte die Analyse der

Protein-Corona mittels LC-MS/MS durch und wertete die Daten aus. Daten zu den zellulären

E�ekten (Zytotoxizität) wurden von Matthias Völkl erhoben. Das Manuskript wurde von mir

verfasst. Valérie Jérôme, Thomas Fröhlich, Ruth Freitag und Thomas Scheibel waren an der

Konzeptionierung, wissenschaftlichen Diskussionen und der Fertigstellung des Manuskripts

beteiligt.

Der Artikel wurde am 04.10.2022 im Journal ACS Applied Materials & Interfaces verö�ent-

licht.

Nachdruck unter freundlicher Genehmigung des Verlags. Jasinski, J., Wilde, M. V., Völkl,

M., Jérôme, V., Fröhlich, T., Freitag, R. & Scheibel, T. Tailor-Made Protein Corona For-

mation on Polystyrene Microparticles and Its E�ect on Epithelial Cell Uptake. ACS Applied

Materials & Interfaces, 14, 47277-47287 (2022).
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6.4 Teilarbeit IV

In�uence of the Polymer Type of a Microplastic Challenge on the Reaction of

Murine Cells

Autoren: Julia Jasinski, Matthias Völkl, Magdalena V. Wilde, Valérie Jérôme, Thomas

Fröhlich, Ruth Freitag und Thomas Scheibel

Die Konzeptionierung sowie alle Experimente dieser Teilarbeit wurden von Matthias Völkl,

Magdalena Wilde und mir durchgeführt. Die verwendeten Celluloseacetat Mikropartikel wur-

den von mir hergestellt. Die Partikelanalyse mittels DLS, ζ-Potentialmessungen und Raste-

relektronenmikroskopie, sowie die qualitative Analyse der zellulären Aufnahme mittels Ra-

sterelektronenmikroskopie und Konfokalmikroskopie wurde von mir durchgeführt und ausge-

wertet. Zusätzlich wurde der Resazurin Assay und eine Lebend-/Totfärbung der Zellen von

mir durchgeführt und ausgewertet. Daten zu den zellulären E�ekten (Zytotoxizität) wurden

von Matthias Völkl erhoben. Magdalena Wilde analysierte die Protein-Corona mittels LC-

MS/MS durch und analysierte die Daten. Das Manuskript wurde von mir verfasst. Valérie

Jérôme, Thomas Fröhlich, Ruth Freitag und Thomas Scheibel waren an der Konzeptionie-

rung, wissenschaftlichen Diskussionen und der Fertigstellung des Manuskripts beteiligt.

Der Artikel wurde am 05.03.2024 im Journal Journal of Hazardous Materials verö�entlicht.

Nachdruck unter freundlicher Genehmigung des Verlags. Jasinski, J., Völkl, M., Wilde, M.

V., Jérôme, V., Fröhlich, T., Freitag, R. & Scheibel, T. In�uence of the Polymer Type of a

Microplastic Challenge on the Reaction of Murine Cells. Journal of Hazardous Materials, 465,

133280 (2024).
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6.5 Teilarbeit V

Polystyrene Microparticle Distribution After Ingestion by Murine Macrophages

Autoren: Julia Jasinski∗, Matthias Völkl∗, Jonas Hahn, Valérie Jérôme, Ruth Freitag und

Thomas Scheibel

∗ gleichberechtigte Co-Autorenschaft

Die Konzeptionierung sowie alle Experimente dieser Teilarbeit wurden zu gleichen Teilen

von Matthias Völkl und mir durchgeführt. Die Analyse der Kolokalisierung der Partikel mit

zellulären Organellen mittels Konfokalmikroskopie wurde von mir durchgeführt und ausge-

wertet. Zusätzlich wurden die Experimente mittels time-lapse live cell microscopy von mir

durchgeführt und ausgewertet. Das Zelltracking und die Auswertung der Daten wurden von

Jonas Hahn durchgeführt. Daten zur Exkretion und Verteilung der Partikel während der Zell-

teilung wurden von Matthias Völkl erhoben und ausgewertet. Das Manuskript wurde von mir

zusammen mit Matthias Völkl verfasst. Valérie Jérôme, Ruth Freitag und Thomas Scheibel

waren an der Konzeptionierung, wissenschaftlichen Diskussionen und der Fertigstellung des

Manuskripts beteiligt.

Der Artikel wurde am 07.06.2024 im Journal Journal of Hazardous Materials verö�entlicht.

Nachdruck unter freundlicher Genehmigung des Verlags. Jasinski, J., Völkl, M., Hahn, J.,

Jérôme, V., Freitag, R., & Scheibel, T. Polystyrene Microparticle Distribution After Ingestion

by Murine Macrophages. Journal of Hazardous Materials, 457, 131796 (2023).
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