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Einleitung

Algenbliten sind sprunghafte und massenhafte
Vermehrungen von Cyanobakterien. Beginstigt
durch den Klimawandel und der Eutrophierung der
Gewasser, wurde dieses Phanomen in den letzten
Jahren immer haufiger beobachtet.!" Ein exponenti-
eller Wachstumsschub der Cyanobakterien triibt
nicht nur das Wasser, sondern hat auch einen nega-
tiven Einfluss auf aquatische Makrophyten und Le-
bewesen. Wahrend der Algenblite steigt die Belas-
tung der Gewasser mit Cyanotoxinen, wie z. B.
Microcystin-LR, die schadliche Wirkungen auf das
betroffene Okosystem haben und eine Gefahrdung
fur die menschliche Gesundheit darstellen.

Zur Vorbeugung von Gefahrdungen wird in der Ba-
dewasserrichtlinie des Europaischen Parlaments
vorgeschrieben, dass fur Badegewasser eine geeig-
nete Uberwachung durchzufiihren ist, dessen Profil
auf eine madgliche Algenblite hinweisen und ange-
messene BewirtschaftungsmalRnahmen ergriffen
werden mussen, sobald eine Massenvermehrung
oder potentielle Gesundheitsgefahrdung festgestellt
wurde.” Das Gefahrenpotential wird meistens durch
visuelle Prufung eingeschéatzt wobei die Trubung
des Wassers, Sichttiefe, Bildung von Schlieren und
Aufrahmungen berlcksichtigt werden. Im Fall einer
Potentiellen Gefahr durch Cyanotoxine geben dis-
krete Probennahmen mit anschlieRenden mikrosko-
pischen-, chromatographischen- oder immunologi-
schen Analysen Aufschluss Uber die Art der anwe-
senden Cyanobakterien und Cyanotoxinkonzentrati-
onen.

Trotz dieser VorsichtsmalRnahmen bleiben Algen-
bliten regelmallig unentdeckt, bis Unfalle passieren
und anschlieBend erst Cyanobakterien in Verdacht
geraten. Bei diesen Unféllen kommen oft Hunde zu
schaden, welche Vergiftungserscheinungen zeigen
oder an Cyanotoxinvergiftungen sterben. Alleine in
diesem Jahr gab es einige Meldungen dieser Art
z.B. ist am Tegeler See® und am Mandichosee™!
jeweils ein Hund und am Asbachdelta sind funf
Hunde wegen Cyanotoxinvergiftung gestorben[‘r’].
Diese unentdeckten Algenbliten stellen nicht nur ein
hohes Gesundheitsrisiko fur Hunde dar, sondern
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auch in extremen Fallen fir badende Kinder und
Erwachsene.

Um solche Unfalle zu vermeiden, ist es zwingend
notwendig ein Frihwarnsystem fur drohende Algen-
bliten zu entwickeln, welches in der Lage ist, an-
hand von Veranderungen bestimmter Parameter,
welche eine Algenblite vorhersagen kdénnen, eine
drohende Massenvermehrung zu erkennen. Mit ei-
ner Cloud-basierten Datenverarbeitung und kunstli-
cher Intelligenz kénnte zukinftig Daten in Echtzeit
verarbeitet werden und softwaregsteuert eine
Warnmeldungen erzeugt werden. Fur den Lernalgo-
rithmus ist es wichtig, dass eine direkte Korrelation
mit den sensorischen Messdaten und den Konzent-
rationen an freien und zellgebundenen Cyanotoxi-
nen hergestellt wird. Dafur soll das TRITON-
Wassersensor-System  mit einem  Durchfluss-
Microarray-Immunoassay kombiniert werden. Fur
eine kontinuierliche Messung der Cyanotoxine, ist es
wichtig, dass eine kontinuierliche Aufkonzentrie-

Abb. 1: TRITON-Wassersensor System;
Links oben: Computermodul; Links unten: Optisches
Sensormodul; Rechts: EXO-Sensor.
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rungsmethode flr freie Cyanotoxine entwickelt wird.
Dies soll mittels immunomagnetischer Separation
(IMS) ermoglicht werden.

Methoden und Materialien

Das TRITON-Wassersensor-System ist ein Proto-
typ, bereitgestellt von A.U.G. Signals Ltd, Toronto,
Kanada. Es besteht aus drei Hauptkomponenten,
darunter ein Computermodul, ein optisches Sen-
sormodul, welches eine UV-VIS-
Absorptionsspektralanalyse liefert und eine Multipa-
rametersonde (Exo2 von YSI, Xylem Inc), die pH,
Temperatur, Leitfahigkeit, TDS und TSS, Trubung,
gelésten Sauerstoff sowie Nitrat und Gesamtstick-
stoff messen kann. Die EXO-Sonde liefert alle 10
Minuten fir jeden Parameter einen Datenpunkt. Das
optische Sensormodul ist in der Lage alle 30 Sekun-
den ein gesamtes Spektrum von 200 bis 850 nm
aufzunehmen. Das  wartungsarme  TRITON-
Wassersensor-System kann vollstandig automati-
siert Daten sammeln und Uber Internetzugriff Uber-
wacht werden. Die gesammelten Daten werden in
einer online-Datenbank gespeichert und kénnen in
Echtzeit ausgewertet werden.

Das physikalische Sensorsystem wird mit einem
Biosensor-Analysesystem kombiniert, welches in au-
tomatisierter Form Cyanotoxine, wie das Microcys-
tin, Anatoxin oder Saxitoxin, vollautomatisch be-
stimmt. Das Analyseprinzip beruht auf einen fluss-
basierten Chemilumineszenz-Mikroarray-
Immunoassay. Fir die Cyanotoxine wird ein indirekt
kompetitiver regenerierbarer Mikroarray-
Immunoassay (Abb. 2) angewendet, der gleichzeitig
verschiedener Cyanotoxine innerhalb 7 Minuten
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Abb. 2: Schematische Darstellung des indirekt kompetiti-
ven Durchfluss-Microarray Immunoassays. 1) Vorinkuba-
tion der Probe mit primdren Antikorpern. 2) Binden der
noch ungebundenen priméren Antikoérper an immobili-
sierte Antigene. 3) Binden der sekunddren HRP-
Markierten Antikorper an primére Antikorper. 4) Chemi-
lumineszenz Reaktion und Bildaufnahme. 5) Regenerati-
on des Microarrays.

quantifizieren kann.

Der Microarray besteht aus einem schwarzem
PMMA-Trager mit Ein- und Auslassbohrungen, einer
doppelseitigen Klebefolie mit eingestanzter Flusszel-
le und einem Objekttrager, auf dem Toxine immobi-
lisiert sind. Die Oberflachen der Objekttrager werden
zunachst gesaubert, oxidiert, mit GOPTS silanisiert
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und anschlieBend mit einer Polyetheramin (Jeffami-
ne ED-2003) Monolage beschichtet.” AnschlieRend
werden die terminalen Aminogruppen der Jeffamine-
Schicht mit Traut-Reagenz behandelt. An die so er-
zeugten terminalen Thiol-Gruppen kann das MC-LR
durch eine Michael-analoge Addition mit der vinylo-
genen Carbonylgruppe an die modifizierte Chipober-
flache binden.”! Die Microcystinlésung wird durch
Mikrokontaktdruck-Verfahren auf die Chipoberflache
gebracht, wobei jeweils 5 Punkte in einer Reihe er-
zeugt werden. Durch dieses Verfahren kénnen auch
mehrere Reihen verschiedener Cyanotoxine auf
dem Microarray immobilisiert werden. Wahrend der
vollautomatisierten Messung am MCR-R (Abb. 3)
wird zunachst die Probe mit dem primaren Antikor-
per inkubiert und anschlielend durch die Flusszelle
des Microarrays geleitet, wobei noch ungebundenen
Antikérper an das immobilisierte MC-LR binden. Im
nachsten Schritt wird der sekundare Meerrettichper-
oxidase-markierte Antikérper durch die Flusszelle
geleitet und bindet an die bereits immobilisierten
primaren Antikdrper. Durch Injektion einer Mischung
von Wasserstoffperoxid und Luminol wird an der
Meerrettichperoxidase eine  Chemilumineszenz-
Reaktion (CL) katalysiert und mit Hilfe einer CCD-

Abb. 3: Microarray-Chip-Reader-R (MCR-R)

Kamera detektiert. Da es sich um einen indirekt
kompetitiven Immunoassay handelt, ist die detektier-
te Signalintensitat bei Blindmessungen am hdchsten
und sinkt mit steigender MC-LR Konzentration.
Wenn die Konzentration von MC-LR das Detekti-
onslimit des Immunoassays unterschreitet, ist eine
Aufkonzentrierung der Toxine notwendig. Daflr eig-
net sich die IMS. Dabei werden Fangerantikdrper an
magnetische Nanopartikel gebunden und mit der
Probe inkubiert. AnschlieRend kénnen die magneti-
schen Nanopartikel mit einem Magneten separiert
werden, in einem geringen Volumen an geeignetem
Lésungsmittel aufgenommen werden und anschlie-
Rend am MCR gemessen werden. Vorteile der IMS
sind die Aufkonzentrierung der Analyten und gleich-
zeitige Eliminierung von Matrixbestandteilen, welche
den Immunoassay negativ beeinflussen kénnen. Um
die immunomagnetischen Nanopartikel zu syntheti-
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sieren wird zundchst Eisen-oleat aus Eisen-(lll)-
chlorid und Natriumoleat hergestellt. AnschlieRend
werden auf der Oberflache von Silica-Nanopartikeln
Eisen-Nanopartikel durch thermische Dekomposition
des Eisen-oleats hergestellt.””) Die resultierenden Si-
lica-Kern Eisenoxid-Schale Nanoverbundstrukturen
werden nach geeigneter Aufreinigung mit GOPTS
und Jeffamine funktionalisiert und anschlieRend
kénnen Antikérper an die Nanoverbundstrukturen
gebunden werden.

Ergebnisse

MC-LR konnte erfolgreich auf der Microarray-
Oberflache immobilisiert werden. Nach Optimierung
von Ldésungsmittelzusammensetzung, pH und MC-
LR Konzentration der Immobilisationslésung von
MC-LR bezogen auf die hoéchstmdgliche Signalin-
tensitat wurden Kalibrierungen durchgefihrt. Die Ka-
librierung ist ein Triplikat von drei Kalibrierungen auf
drei unterschiedlichen Microarrays gemessen in Lei-
tungswasser. Diese Versuche zeigten eine Nach-
weisgrenze fur MC-LR von 4,8 ug/L, einen Arbeits-
bereich von 5,87 ug/L — 36,09 pg/L und einen ICs
von 14.56 ug/L. Die Kalibrierkurve ist in Abb. 4 dar-
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Abb. 4: Kalibrierkurve von MC-LR.

gestellt.

Im Weiteren sollen Wiederfindungsexperimente
durchgefiihrt werden und Effekte von Realmatrizes
auf den Immunoassay untersucht werden. Aufer-
dem sollen Realproben von Seen untersucht wer-
den, bei denen Algenbliten festgestellt wurden und
falls MC-LR nachgewiesen werden kann mit einer
Referenzmethode wie zu Beispiel HPLC bestatigt
werden.

Fir die Aufkonzentrierung der Cyanotoxine mittels
IMS konnten die magnetischen Nanopartikel erfolg-
reich hergestellt werden. REM-Aufnahmen haben
bestatigt, dass die Eisenoxid-Nanopartikel gleich-
maRig auf der Oberflache der Silica-Nanopartikel
verteilt sind. Die Anwesenheit von Eisen nach der
Nanopartikelsynthese wurde anhand von EDX-
Messungen bestatigt und vorlaufige Tests haben
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gezeigt, dass das Binden der Antikérper an die
magnetischen Nanopartikel erfolgreich durchgefuhrt
werden konnte. Im nachsten Schritt wird der Immu-
noassay fur die Messung der immunomagnetischen
Nanopartikel am MCR entwickelt und optimiert. An-
schlieRend wird eine Methode entwickelt, um die
Aufkonzentrierung der Cyanotoxine mittels IMS zu
automatisieren.

Diskussion und Ausblick

Das Online-Monitoring-System soll parallel Daten
aller relevanter Parameter fir das Algenmonitoring
sammeln, damit eine selbstlernende klnstliche Intel-
ligenz Vorhersagemodelle fir ein UbermaRiges
Wachstum von Cyanobakterien erstellen kann, in-
dem Echtzeitdaten mit Hilfe eines Cloudbasierten
Datenmanagement-Systems ausgewertet werden.
Im ersten Schritt werden gesammelte Oberflachen-
wasserproben im Labor analysiert, damit erste Da-
ten des Sensorsystems in die Cloud transferiert und
mit dem Algorithmus von AUG ausgewertet werden
kénnen. Im Anschluss werden im Feld Echtzeitdaten
aus Oberflachenwasser mit dem Sensorsystem er-
fasst. Um in den Wintermonaten eine wesentliche
Anderung der Nitratkonzentrationen im Oberfla-
chenwasser zu simulieren, werden daflir neben den
online-Feldmessungen Proben gesammelt und im
Labor kunstlich mit Nitrat versetzt. Anschlie3end
werden die Nitratkonzentrationen mit dem optischen
Sensormodul bestimmt. Im Weiteren sollen Feld-
messungen an Gewassern durchgefiihrt werden, bei
denen bekannt ist, dass in den Sommermonaten Al-
genbliten auftreten.

Parallel soll eine Messmethode fur die immuno-
magnetischen Nanopartikel am MCR-R weiterentwi-
ckelt und die immunomagnetische Separation auto-
matisiert werden. Es soll mdglich sein Cyanotoxine
aus dem Oberflachenwasser vollautomatisch an die
immunomagnetischen Nanopartikel anzureichern
und anschlieRend die Nanopartikel zu extrahieren,
um deren Beladung mit MC-LR zu messen.

Somit soll ein Frihwarnsystem entstehen, welches
in der Lage ist Oberflachenwasser kontinuierlich zu
Uberwachen und Algenbliten anhand der Beobach-
tung bestimmter Parameter frihzeitig voraussagen
zu koénnen. Bei signifikanten Verdnderungen von
Schlisselparametern, kann das Biosensorsystem
MCR-R den Anstieg von Cyanotoxinen bestatigen.
Somit kann frihzeitig gewarnt werden, wenn eine
Gefahr fur Mensch oder Tier besteht.
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