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1 Zielstellungen der Arbeit

Die hochauflosende Darstellung lebender Zellen und Zellverbande ist von zentraler
Bedeutung in der Grundlagen- und in der angewandten Forschung der Bioanalytik. Die in
jedem Standardlabor zu findende Ausristung umfasst ein optisches Mikroskop, welches die
Topographie durch verschiedene Spielarten der Hellfeldmikroskopie wie Phasenkontrast
oder Fluoreszenz abbildet. In beiden Féllen terminiert das Abbesche Limit die erreichbare
Auflésung. Jedoch konnte dieses Limit in letzter Zeit durch verschiedene Techniken
umgangen werden. Im Falle der Fluoreszenzmikroskopie werden Farbstoffmolekile zur
Generierung des Kontrastes benétigt, was eine Vielzahl nachfolgender Probleme bedingt.!™
Neben der reinen Abbildung der Topographie ware zudem die Detektion freigesetzter Stoffe
aus den Zellen interessant. Diese dienen meist der Kommunikation zwischen den Zellen
oder sind die Antwort auf einen externen Stimulus. Da diese Stoffe jedoch in sehr niedriger
Konzentration vorliegen und meist farblos sind, ist eine ortsaufgeldste Detektion sehr
anspruchsvoll. Als eine verbreitete Technik zur in-vitro Dokumentation zellularer Aktivitat hat
sich die elektrische Zellimpedanzanalyse (electrical cell impedance sensing, ECIS)
entwickelt.” Die gemessene Impedanz einer Zellbarriere reagiert sehr empfindlich auf
Temperatur-, oder pH-Wert-Anderungen, sowie auf eine geanderte Zusammensetzung im
Medium durch den Transport geloster Stoffe.®! Damit kénnen auch optisch unsichtbare
Anderungen im Membranwiderstand oder im Adhéasionsverhalten der Zellen detektiert
werden. Als wesentlicher Nachteil ergibt sich hier jedoch, dass keine Informationen Uber
Einzelzellen gewonnen werden. Vielmehr werden nur integrale Eigenschaften Uber viele
Zellen erhalten. Bei komplexeren Experimenten mit mehreren gleichzeitigen Anderungen im

System kann zudem die Interpretation der Daten erschwert sein.

Um Abbildungen im subzellularen Bereich zu erhalten, von denen von der Topographie auf
zellulare Eigenschaften geschlossen werden kann, wurden in den letzten 30 Jahren
verschiedene Rastersondentechniken entwickelt. Hochauflosende Techniken  zur
Bestimmung der Topographie sind insbesondere die Rasterelektronenmikroskopie (SEM)
oder die Rasterkraftmikroskopie (AFM). Wahrend die AFM auch in biologischen Puffern
durchgefuihrt werden kann, benétigt die SEM ein Vakuum zur Messung. Insbesondere die
wichtigste chemische Verbindung lebender Organismen, das Wasser, ist stérend fir die
Messung und muss vorher entfernt werden.”® Der Zustand nach der Trocknung kann dabei
entscheidend von der physiologischen Topographie abweichen. Zudem kann es in der AFM

durch den direkten Kontakt von Probe und Sonde zu Abbildungsartefakten kommen."”

Zur Aufklarung der Topographie und elektrochemischen Aktivitat lebender Zellen soll in

dieser Arbeit die elektrochemische Rastermikroskopie (scanning electrochemical

1



microscopy, SECM) verwendet werden. Hierbei werden Sonden mit typischen Dimensionen
im unteren um-Bereich verwendet, die als Ultramikroelektroden (UMES) bezeichnet werden.
Als Kontrastgenerierung dient die Faradaysche Umsetzung eines in Losung befindlichen
Hilfsstoffes (Mediator). Die Menge des an der UME umgesetzten Mediators ist dabei
abhangig von topographischen Details und deren elektrochemischer Aktivitat. Diese
analytische Technik kann unter physiologischen Bedingungen in Zellkulturmedien
angewendet werden, um zeit- und Ortlich aufgeldste Abbildungen der Morphologie lebender
Zellen und Zellverbande zu erhalten. Auch wenn die erreichbare Auflosung im unteren pm-
bis hohen nm-Bereich liegt, soll das Potential der SECM, als komplementéare Technik zur
optischen Mikroskopie, fur die Abbildung lebender Zellverb&nde eroértert werden.

Folgende Zielstellungen lagen der Dissertation zu Grunde:

e Fertigung und voltammetrische Charakterisierung von Pt-UMEs mit sub-um-
Abmessungen

e Aufnahme von amperometrischen und impedimetrischen Anndherungskurven mit den
gefertigten UMEs Uber idealen Substraten mit unterschiedlicher elektrochemischer
Aktivitat

e Hochauflosende SECM-Abbildungen idealer anorganischer und organischer
Substrate

¢ Morphologische Studien lebender Zellmonoschichten verschiedener Zelllinien mit
dem SECM

e Morphologische Studien von Mischzellkulturen mit dem SECM

¢ Verwendung der UME als Werkzeug und Sonde zur selektiven Beeinflussung und
Abbildung einzelner Zellen innerhalb des Zellverbundes

e Studien zur ortsaufgelosten  Permeation  elektroaktiver  Analyte  durch

Zellmonoschichten



2 Grundlagen

2.1 Voltammetrie

2.1.1 Einleitung zur Voltammetrie

Alle Messprinzipien der Voltammetrie basieren auf einer Messung des Stromes |, der
abhangig vom Potential U durch die elektrochemische Zelle (bei Anwesenheit eines
elektrochemisch konvertierbaren Analyten) flie3t. Durch die potentialabhangige Verfolgung
des Stromes werden Strom-Spannungs-Kurven erhalten, aus denen sowohl qualitative, als
auch quantitative Informationen Uber das untersuchte System abgeleitet werden kdnnen. Zu
den bekanntesten voltammetrischen Techniken gehoéren die Polarographie, die
Zyklovoltammetrie (CV) und die Amperometrie.

Voltammetrische Messungen werden meist mit Hilfe einer 3-Elektrodenanordnung
durchgefuhrt, bei der neben der Arbeitselektrode eine Gegen- und eine Referenzelektrode
zum Einsatz kommen. Durch Einsatz eines Potentiostaten wird ein definiertes Potential
zwischen der Arbeits- und der Referenzelektrode erreicht. Die Messung des
Referenzpotentials sollte dabei mdglichst stromlos erfolgen, da andererseits ein Teil der
angelegten Spannung U uber den Losungswiderstand R sy abfallt. In der Folge ergibt sich ein
wirksames Potential Ugg;, welches gemal3 Gleichung (Gin.) 1 von U abweicht.

Ug =U-1-Ryg, (1)

Wird an einer Elektrode das Potential verandert, wird zunachst noch kein Stoffumsatz an der
Elektrode festgestellt. Jedoch wird eine kapazitive Stromkomponente ic erhalten, die aus der
Auf- oder Umladung der elektrischen Doppelschicht resultiert. Erst bei weiterer Erhéhung
des Elektrodenpotentials, bis auf das charakteristische Halbstufenpotential des untersuchten
Analyten, flie3t ein Faradayscher Strom i, der aus der Analytumsetzung stammt. Da beide
Stromanteile nicht voneinander getrennt werden kdnnen, die wichtigen Analytinformationen
aber nur im Faradayschen Stromanteil stecken, ist ein moglichst grof3es ig/ic-Verhaltnis
vorteilhaft. Eine weit verbreitete Methode zur Verbesserung des ig/ic-Verhaltnisses bei
Makroelektroden ist die Ausnutzung der unterschiedlichen Zeitabhangigkeiten beider Anteile
durch gepulste Messtechniken.

Der prinzipielle Aufbau der voltammetrischen 3-Elektrodenanordnung ist in Abbildung 1

zusammengefasst.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau (A) und Ersatzschaltbild (B) einer 3-Elektrodenschaltung

Arbeitselektrode Gegenelektrode |]

bei der voltammetrischen Messung.[24tetvon & iarhej ist Z¢ die Faraday-Impedanz, welche die
Umsetzung des elektroaktiven Stoffes berlcksichtigt; C ist die Doppelschichtkapazitat der
Elektrode.

Die drei wesentlichen Schritte elektrochemischer Umsetzungen beinhalten den Stofftransport
des Analyten aus der Losung an die Elektrodenoberflache, die Ubertragung von Elektronen
zwischen Elektrode und Analyt in der Durchtrittsreaktion und letztlich der Abtransport des
umgesetzten Analyten von der Elektrodenoberflache in die Losung. Zudem kénnen nach der
elektrochemischen Umsetzung der Analyte weitere chemische Transformationen der

generierten Produkte erfolgen (Folgereaktionen).

Der gemessene Strom kann dabei grundsétzlich vom Massentransport zur Elektrode oder
von der Durchtrittsreaktion limitiert sein. Far letzteres kann die
Standardgeschwindigkeitskonstante genutzt werden, um eine qualitative Einteilung der
Elektrodenprozesse in reversibel, quasi-reversibel und irreversibel vorzunehmen. Allgemein
wird eine Reaktion als reversibel bezeichnet, wenn die Durchtrittsreaktion viel schneller als

der diffusive Stofftransport ist.

Der Stofftransport hin zur und weg von der Elektrode kann dabei grundsatzlich durch
Konvektion, Diffusion oder Migration erfolgen. Haufig werden die Transportmechanismen
Migration und Konvektion durch Zugabe von elektrochemisch inertem Leitelektrolyten bei
dem Unterlassen von Rihren der Ldsung unterdrickt. Wird Konvektion und Migration
vernachlassigt, so folgt auf die elektrochemische Umsetzung des Analyten an der Elektrode
die Ausbildung eines Konzentrationsgradienten, welcher den bestandigen Transport von
Analyten von der Losung zur Elektrode antreibt (Nernstsche Diffusionsschicht). Der diffusive
Transport zur Elektrode ist dabei abhangig von der Elektrodengeometrie und

-dimensionierung.



2.1.2 Voltammetrisches Verhalten von Makroelektroden

Makroelektroden haben raumliche Ausdehnungen jenseits der Diffusionsstrecke des
Analyten, sodass der diffusive Stofftransport langsamer als der Stoffumsatz an der Elektrode
ist. Infolge der Umsetzung des Analyten an der Elektrodenoberflache verarmt die Lésung
nahe dieser. Die ortliche Konzentrationsabhangigkeit kann dabei mit dem ersten der Fick-
Gesetze beschrieben werden. Werden radiale Diffusionsanteile an den Kanten oder
Peripherie der Elektrode infolge der makroskopischen Ausdehnung vernachlassigt, kann von
einer idealen, planaren Diffusion (Abbildung 2B) ausgegangen werden.
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Abbildung 2: Radiale Diffusion an einer hemisphérischen Elektrode (A) und planare Diffusion

(B) an einer makroskopisch dimensionierten Elektrode.[2eaptiertvon sl

Die Abhangigkeit der Analytkonzentration in der Nernstschen Diffusionsschicht als Funktion
des Ortes ist dabei in Abbildung 3 dargestellt. Hierbei ist das Hineinwachsen der
Diffusionsschicht in die Bulkphase erkennbar, ohne dass sich nach dieser Zeit ein

stationares Signal einstellt.

Da jedoch die Losung um die Elektrode immer mehr an Analyt verarmt, handelt es sich also
um ein zeitabhangiges System. Zur Beschreibung instationérer Diffusionsvorgange wird das
2. Ficksche Gesetz angewendet. Konkret soll hier die Abhangigkeit des in der
experimentellen Arbeit vorwiegend verwendeten Mediators Ferrocenmethanol (FcMeOH),

der zum Ferrocenylmethanol-Kation (FcMeOH™) oxidiert werden kann, diskutiert werden.
y

2
a('\’FcMeOH _ a CFcMeOH (2)
6t FcMeOH aX 2
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Abbildung 3: Simulation der Abhéangigkeit der Analytkonzentration im Falle einer sich

ausdehnenden Nernstschen Diffusionsschicht der Dicke & an einer unendlich grol3en

Makroelektrode und einem Diffusionskoeffizienten des Analyten von D = 10° m?/s [edaptiert von 101

Die Losung dieser Differentialgleichung liefert folgenden Ausdruck mit A als Elektrodenflache

und F als Faradaykonstante:

I:'A‘DFcMeOH

== T Cremeon (3)

Hierbei hat die Nernstsche Diffusionsschicht eine zeitabhangige Ausdehnung von:
6 =\ 7Deepeont 4)

Durch Kombination der GIn. (3) mit (4) wird die bekannte Cottrell-Gleichung fur ein

chronoamperometrisches Experiment bei konstanter Spannung erhalten.

_ FADoyeons

C
\/H FcMeOH

Die Cottrell-Gleichung beschreibt das typische Stromverhalten beim Einschwingvorgang

®)

einer Makroelektrode mit einer Zeitabhangigkeit des Stromes von t°°. Wird das Potential an
der Makroelektrode dreieckférmig verdndert, so wird die folgende Stromantwort im

Zyklovoltammogramm (CV) gefunden:
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Abbildung 4. CV einer Makroelektrode (Dropsense, Kohlepaste, 3 mm, 1 mM FcMeOH, 0,2 M
KNO;, H,0).!!

Angetrieben durch die hohe Bedeutung der Polarographie®, war schon in den dreiRiger
Jahren des letzten Jahrhunderts die theoretische Beschreibung von Diffusionseigenschaften
(hemi)sphérischer Elektroden vollendet.™® Die Peripherie der Elektrode liefert einen Anteil
radialer Diffusion, die bei entsprechender Geometrie entscheidenden Einfluss auf die
Gesamtdiffusionsverhaltnisse bekommt (Vgl. Abbildung 2A).

Fur sphérische Elektroden mit einem Radius r muss im zweiten Fickschen Gesetz ein

zusatzlicher Term fir radiale Diffusionsanteile eingefiihrt werden:

2
a_C:D d (2:_._38_0 (6)
ot dr r or

Als Lésung ergibt sich folgender Zusammenhang fir die Chronoamperometrie:

1 1
| = _FADFcMeOH (W + E] Cremeon (7)

Infolge der Radialanteile der Diffusion wird bei sphéarischen Elektroden neben dem
zeitabhangigen Teil ein zeitunabhangiger Term erhalten, der die radiale Ausdehnung der
Diffusionsgrenzschicht bertcksichtigt. Fir grol3e Elektrodenradien geht Gin. (7) in die bereits
erwahnte Cottrell-Gleichung Uber, da dort der Einfluss von Randeffekten radialer Diffusion

vernachlassigbar ist.



2.1.3 Voltammetrische Besonderheiten von Ultramikroelektroden

Auch wenn die theoretische Beschreibung mikrostrukturierter Elektroden durch die Losung
der Diffusionsgleichungen bereits abgeschlossen war, entzogen sich Ultramikroelektroden
(UMEs) lange Zeit der experimentellen Beschreibung, da die Fertigung der Elektroden noch
nicht bekannt war. Zudem waren Strome im Bereich weniger Nanoampere durch die
damalige Instrumentierung nicht zuganglich. Die Pioniere auf diesem Gebiet waren die
Gruppen um Fleischmann™ und Wightmann™! in den 1980er Jahren. Neben der bloRen
Reduzierung der Dimension, was folglich zu einer limitierten Anwendung von kleineren
Elektroden infolge der Reduktion der Stromsignale gefihrt hatte, bekommt ein in der
vorherigen Betrachtung vernachlassigter Radialanteil in der Diffusion eine grofe Dominanz.
Durch die radiale Diffusion kommt es zur Ausbildung einer stationdren - also Uber die Zeit
konstanten - Diffusionsschicht um die Elektrode. Damit wird mit der Ausbildung einer Stufe
im Grenzstrombereich eine grundlegend verschiedene Stromantwort im Voltammogramm
(Abbildung 5) erhalten. Bei Potentialen unterhalb des Halbstufenpotentials des Mediators
wird nahezu ein konstanter Stromwert erreicht, der nur wenig vom Offsetstrom des
Potentiostaten abweicht. Der konstante Strom beruht auf dem nur sehr geringen Ladestrom
von UMEs. Wird das Potential an der UME bis in den Bereich des Halbstufenpotentials des
Mediators erhoht, setzt mit der elektrochemischen Umsetzung ein Faradayscher Stromfluss

ein.

0.4 -
0.3 -
—
< 0.2
c
[ |
0.1-
0.0 -
L) v L) v 1 v )
0.2 0.4 0.6 0.8
U-U, V]

Abbildung 5: Simuliertes single-sweep-Voltammogramm einer 2 um Mikroelektrode

(Mediatorkonzentration 1,5 mM; D = 710 mzls[lel)

Wird das Potential weiter erhdht, wird keine weitere Zunahme des Stromwertes registriert, da

der diffusive Transport des Mediators den Stoffumsatz limitiert. Infolge einer nur geringen
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Kapazitat der Doppelschicht sollten im Idealfall, abhdngig von der Elektrodengrofle, beide

Kurvenaste des CVs Ubereinanderliegen, sodass ein sigmoidales Signal erhalten wird.

Vom gemessenen Grenzstrom Ir ., der dem stationaren Stromwert entspricht, kann bei
bekannter Geometrie Uber einfache Beziehungen auf die effektive Grolie der Elektrode
geschlossen werden. Fiur scheibenférmige UMEs in einem endlich grof3en Isolator gilt

folgende Beziehung™"™:

It . = ANFDroyeon Cromeon I £ QG: (8)

Hierin ist B(RG) ein geometrischer Faktor, der die Grofle des die Scheibenelektrode
umschlieRenden endlichen Isolators bertcksichtigt. Damit wird den zuséatzlichen
Diffusionswegen des Analyten, insbesondere bei einem kleinen RG-Wert, der das Verhéltnis
des Elektrodendurchmessers zum Durchmesser der Scheibenelektrode beschreibt,

Rechnung getragen. Der geometrische Faktor B(RG) wird folgend bestimmt!*8:

0,23

QG =1+
7 €ct-081""

(9)

Als Besonderheit voltammetrischer Messungen wurde bereits der ohmsche Spannungsabfall
in der Losung angefuhrt (siehe Gin. (1)). Durch die kleine Elektrodendimensionierung flie3en
bei UMEs stets sehr kleine Strome im nA- bis pA-Bereich. Als Konsequenz ist auch der
Spannungsabfall in der Elektrolytldsung viel geringer, sodass bei Verwendung von UMES mit
einem 2-Elektrodenaufbau gearbeitet werden kann, ohne das Us wesentlich von U abweicht.
Umgekehrt kbnnen auch Messungen in sehr hochohmigen organischen Losungsmitteln mit
geringen Konzentrationen oder in Abwesenheit von Leitsalzen durchgefiihrt werden.**%! zur
Quantifizierung des ohmschen Lésungswiderstands wurde ein Modell aus zwei
konzentrischen Kugeln entworfen, wobei die innere Kugel die Ultramikroelektrode und die
groRere &uBere Kugel die kombinierte Gegen- und Referenzelektrode darstellt.?%%!
Zwischen beiden Kugeln soll eine isotrope spezifische Leitfahigkeit k des Elektrolyten
herrschen. Durch Integration Uber die Einzelwiderstande infinitesimaler Elektrolytschalen

wird folgender Ausdruck erhalten:

K r
R= m(l‘aj 4o

Hier ist r der Radius der inneren Kugel und d der Abstand zwischen UME und
Gegenelektrode. In der Praxis ist r im Mikrometerbereich, d jedoch im Millimeterbereich,
sodass das Verhaltnis r/d vernachlassigbar klein wird. Damit geht GIn. (10) in folgenden

Ausdruck Uber:



R=—~— (11)

Durch die inverse Abhéngigkeit des Losungswiderstandes vom Elektrodenradius bietet sich
ein deutlicher Vorteil bei Verwendung mdglichst kleiner Elektrodendimensionen. In analoger
Weise wurde dieses Verfahren fiir scheibenférmige®, hemisphérische®, zylindrische!?%2°!

und bandférmige’” Elektroden angewendet.

Ein weiterer wichtiger Vorteil von UMEs ergibt sich aus der Kombination der zuvor
besprochenen Vorteile des verringerten Loésungswiderstandes und der Elektrodenkapazitat.
Das Produkt beider KenngréRen RC hat die Dimension einer Zeit und stellt die
charakteristische Zellkonstante dar. Bei typischen Elektrodenradien im pum-Bereich und in
nicht zu resistiven Medien (k = 50 uS/cm) liegen die Zeitkonstanten im ps- bis ns-Bereich.?®!
Im Vergleich zu makroskopischen Elektroden, welche Zeitkonstanten im s- bis ms-Bereich
aufweisen, kénnen nun schon nach sehr kurzen Zeitdauern die Faradayschen von den
kapazitiven Stromanteilen separiert werden, sodass auch sehr schnell ablaufende
Reaktionen oder schnelllebige Teilchen elektrochemisch untersucht werden kénnen.?**% Der
Ladestrom ic kann dabei Interferenzen hervorrufen und i bei kurzen Zeiten oder geringen
Mediatorkonzentrationen Ubersteigen. Durch die sehr schnelle Einstellung eines stationaren
Stromwertes ist, wie auch bei Makroelektroden, die Verwendung gepulster Techniken

besonders attraktiv.*32

Umgekehrt kénnen auch sehr hohe Vorschubgeschwindigkeiten von einigen kV/s bis zu
MV/sB¥ analytisch genutzt werden. Bei diesen hohen Potentialanderungsgeschwindigkeiten
tritt wiederum planare Diffusion in den Vordergrund, sodass transiente Signale im
Zyklovoltammogramm erhalten werden. Hierbei konnten beispielsweise schnelle Kinetiken
verfolgt®¥ und heterogene Elektronentransferreaktionen mit  sehr  groRRen

Geschwindigkeitskontanten von einigen cm s bestimmt werden. 53¢

2.2 Impedanzspektroskopie

Die Impedanzspektroskopie (IS) ist bereits seit mehr als einem Jahrhundert®” bekannt,
jedoch wurde die Praktikabilitdt der Methode erst durch die Einfuhrung des Potentiostaten
(um 1940) und des Frequenzanalysators (um 1970) wesentlich erhéht. Neben den
klassischen elektroanalytischen Techniken wie Zyklovoltammetrie und Amperometrie kommt
der IS, insbesondere bei der Studie von Phasengrenzen, grof3e Bedeutung zu. Bei dieser
Technik wird eine periodische Spannung mit der Frequenz f im Bereich von meist 1 mHz bis
1 MHz mit kleiner Amplitude AU (meist einige 10 mV) an das zu untersuchende System

appliziert.®
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In der IS wird nach dem Anlegen der Wechselspannung die komplexe Form des
Widerstandes registriert, die als Scheinwiderstand oder Impedanz bezeichnet wird. Ein
einfaches elektrochemisches System einer Elektrode in einer Elektrolytlésung weist dabei
die Doppelschichtkapazitat eines Kondensators und ohmsche Widerstande aus der
Behinderung der Elektronenlibertragung an der Phasengrenze (Ladungsdurchtritts-
widerstand; R¢) und dem Transport von lonen in der Elektrolytlosung (R.sg) auf. Bei jeder
Auf- und Umladung der Doppelschicht stellt der Kondensator einen Widerstand dar, der als
kapazitiver Blindwiderstand bezeichnet wird. Analog wird nach dem Lenzschen Gesetz in
einer Spule bei angelegter Spannung eine dieser entgegen gerichteten Spannung induziert,
die als induktiver Blindwiderstand bezeichnet wird. Die Impedanz wird dabei meist in
kartesischen Koordinaten aufgetragen, wobei auf der Abszisse die realen ohmschen
Widerstandsanteile (Z) und auf der Ordinate die imaginaren kapazitiven und induktiven

Anteile (Z*) aufgetragen werden (vgl. Abbildung 6).
2@ =7Z'+j-2" (12)

Je nach realen und imagindren Anteilen besitzt der Impedanzvektor Z eine bestimmte
Richtung. Diese Phasenverschiebung ¢ beschreibt den Winkel des Vektors mit der Abszisse.

tang = ? (13)
Die drei wesentlichen Bauelemente Widerstand, Kondensator und Spule weisen dabei
charakteristische Frequenzabhangigkeiten auf. Der ohmsche Widerstand enthalt auch im
Wechselstromfall nur den realen Anteil R, da die Momentanwerte von Strom und Spannung
zu jedem Zeitpunkt proportional sind und sich damit keine Phasenverschiebung und ¢ = 0°
ergibt. Hingegen weist eine Spule mit der Induktivitat L ein Blindwiderstand von jwL auf.
Hierbei ist w die Kreisfrequenz. Es handelt sich um eine komplexe GroRe mit ¢ = 90°,
sodass diese auf der imagindren Achse liegt. Im Falle eines Kondensators ergibt sich ein
Blindwiderstand von (jwC)*, der also mit steigender Frequenz abnimmt. Hierbei eilt der

Strom der Spannung voraus, sodass sich ¢ = -90° ergibt.

11
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Abbildung 6: Darstellung der Impedanz einer Reihenschaltung eines ohmschen Widerstandes,

einer Spule und eines Kondensators in der komplexen Ebene. [242ptiertvon 3

Die Bauelemente der Impedanz werden nachfolgend vektoriell addiert (vgl. Abbildung 6). Mit
den Kirchhoffschen Regeln geht beispielsweise eine Reihenschaltung eines ohmschen

Widerstandes, einer Spule und eines Kondensators in folgenden Ausdruck Uber:

2
2 1
|Z|_JR {m ch (14)

Auch unter dem Einsatz von UMEs kann IS zur Bildaufnahme mit dem SECM genutzt

werden, jedoch wird hier meist bei einer festen Frequenz gearbeitet, was dann als alternating
current-SECM (AC-SECM) bezeichnet wird.

2.3 Elektrochemische Rastermikroskopie

Die  elektrochemische Rastermikroskopie (SECM) ist ein  Vertreter der
Rastersondentechniken und dient der Abbildung chemischer Reaktivitdten. Die Abkirzung
SECM wird dabei sowohl fur die Technik als auch fur das Messinstrument verwendet. Damit
ist die SECM eng mit der Rasterkraft- (AFM), Rastertunnel- (STM) und der
Rasterelektronenmikroskopie (SEM) verwandt. All diese Verfahren dienen der
topographischen Kartographierung von Oberflachen. Das Auflésungsvermdgen dieser
Techniken geht dabei bis in den unteren pm-Bereich. Diese Verfahren haben gemein, dass
die Abbildungen nicht wie bei den Techniken der optischen Mikroskopie durch Linsen,
sondern durch Wechselwirkungen der Sonden mit den Proben entstehen. Daher muss die
Sonde in einer rasterféormigen Bewegung Uber die zu untersuchende Probe geflihrt werden.
In der SECM wird eine UME als Sonde verwendet. Als deutliche Abgrenzung zu SEM, STM

12



und den meisten AFM-Experimenten wird die SECM-Messung in Ldsung bei

Umgebungsbedingungen durchgefihrt.

2.3.1 Aufbau des elektrochemischen Rastermikroskops

Die erste Idee zur Untersuchung von Oberflachen mit einer UME wurde 1986 von Bard
beschrieben."? Die erste detaillierte Publikation zum Aufbau eines SECM-Geréts ist von
1989." Ein SECM besteht im Wesentlichen aus einer elektrochemischen Messeinheit und
dem Positioniersystem der Sonde. Als Sonde dient eine UME mit typischen Elektrodenradien
von 2 nm bis 25 pm, die in einem Probenhalter fest eingespannt ist. Zur Grobpositionierung
der Sonde stehen meist Schrittmotoren fir jede Raumrichtung xyz vom mm- bis pm-Bereich
zur Verfugung. Diese dienen zum Auffinden eines interessanten Ausschnitts innerhalb der zu
untersuchenden Probe. Zur Feinpositionierung steht meist zusétzlich noch ein Piezoelement
zur Verfuigung, welches ein theoretisches Auflosungsvermégen besser 1 nm hat, jedoch nur
eine maximale Auslenkung von einigen 10 um zuldsst. Daher ist fur kleine Abbildungen bis
etwa 30-30 pm? das Piezoelement dem Schrittmotor vorzuziehen und umgekehrt. Zur
elektrochemischen Messung taucht die UME in der Messzelle in eine L6sung ein, die
mindestens ein wassriges oder organisches Lésungsmittel und eine elektrochemisch
konvertierbare Spezies enthalt. Diese redoxaktive Substanz wird als Mediator bezeichnet, da
durch die Menge an umgesetztem Mediator Informationen zwischen der Sonde und der
Probe ausgetauscht werden. In den meisten Fallen ist zudem ein Leitelektrolyt in der
Messlosung anwesend. Zur hochauflésenden Abbildung missen Sonde und Substrat exakt
orthogonal ausgerichtet sein. Daher befinden sich zur Substratausrichtung an der Unterseite
der elektrochemischen Zelle beispielsweise Mikrometerschrauben oder es kommt ein

automatisiertes System zur Ausrichtung des Substrates zum Einsatz.

Ultramikroelektrode

Schrittmotor ii Referenzelektrode

Potentiostat

Piezoelement Gegenelektrode

Messlésung
<_mit Mediator —

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines SECM.
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Zur elektrochemischen Messung wird vom Potentiostaten ein Potential an der UME angelegt,
sodass eine elektrochemische Umsetzung des Mediators erfolgt. Der resultierende Strom
wird ebenfalls vom Potentiostaten erfasst. Bei SECM-Geraten mit einem Bipotentiostaten
kann unabhangig auch eine zweite Arbeitselektrode kontrolliert werden. Da die gemessenen
Strome typischerweise im nA- bis pA-Bereich liegen, sind wichtige technische Anforderungen
an den (Bi)Potentiostaten ein sehr gutes Nachweisvermoégen, ein geringes elektronisches
Rauschen und eine gute Rauschkompensation durch geeignete Tiefpassfilter.

2.3.2 SECM-Sonden
Klassische Sonden fur die SECM bestehen aus einem Edelmetalldraht oder einem anderen

leitfahigen Material wie Kohlenstoff, welche in Glas!*?, oder anderen Isolatoren wie

[43] [16]

Polymeren*™, eingebettet sind. Konkret werden haufig Kohlefaser-UME flr oxidative
Umsetzungen organischer Molekiile®***® in biologischen Umgebungen und Pt-UME fiir
oxidative und reduktive Prozesse eingesetzt.*”*¥! In Abbildung 8 ist der schematische
Aufbau einer UME gezeigt. Ausgehend von der hdchsten Vergréf3erung ist eine verjlingte
Elektrode erkennbar, die in einem Isolator gebettet ist. Zur Minimierung von mechanischen
Kontakten zwischen UME und Substrat wahrend des Abbildungsvorgangs ist eine moglichst

kleine konische Struktur des Isolators an der Sondenspitze, also ein kleiner RG-Wert,

vorteilhaft.
i
5000 pm 500 um 10 um

Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer UME mit einem RG-Wert von 10 bei drei
verschiedenen VergroRerungen. Herzstick der Sonde ist ein 25 pm Pt-Draht (1) der an der
Spitze stark verjungt ist (2) und in einer Glaskapillare (4) mit konischer Geometrie am
Sondenende (5) eingefasst wurde. Zur Kontaktierung des Pt-Drahtes ist dieser an einen Cu-
Draht (3) gelotet.

14



Die laterale und vertikale Auflosung des SECM und insbesondere die Qualitat der Bilder
hangen stark von der GroRe und Qualitdt der Sonde ab. Daher ist der Fertigungsprozess der
wichtigste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Arbeit mit dem SECM. Da sich
die Auflésung allgemein bei Verwendung kleinerer Sonden verbessert, ist es verniinftig
Elektrodenmaterialien mit moglichst kleiner Dimensionierung zu verwenden. Hierbei sind Pt-
Drahte als Volldrahte bis hinunter zu 5 pum Durchmesser kommerziell erhaltlich, darunter bis
0,6 um nur in Form von Wollastondréhten. Letztere sind mit einem Silbermantel versehen,
der zuvor entfernt werden muss. Bei der Verwendung von Pt-Volldraht muss dieser fir
hochauflésende Darstellungen vor dem Einbetten in den Isolator konisch verjingt werden.
Eine sehr robuste Methode ist das elektrochemische Atzen eines Pt-Drahtes in einer
Atzlosung, bestehend aus geséttigter CaCl, (60%), konzentrierter HCI (4%) und H,O (36%).
Nachfolgend wird der Pt-Draht in Natron-Kalk-Glas eingeschmolzen.*?! Dieser Glastyp ist
durch fast identische thermische Ausdehnungskoeffizienten im Vergleich zum Pt besonders
geeignet, um eine mdglichst gute Einbettung zu erreichen (vgl. Tabellen 1 und 2). Daneben
gibt es wenige Arbeiten, in denen ein zylindrisches Atzverfahren (von C-Fasern)
durchgefiihrt wurde®, wodurch polierbare UMEs mit konstantem Durchmesser entstehen.
Der Vorteil des konischen Atzens liegt hier jedoch in einem deutlich kleineren erreichbaren
Durchmesser und insbesondere einer héheren mechanischen Stabilitdt des verjlingten
Elektrodenmaterials. In neueren Arbeiten werden UMEs meist ausschlieR3lich mit Hilfe eines
Kapillarziehgerates gefertigt, bei denen ein in Glas eingeschmolzener 25 pm Pt-Draht durch
thermische Erhitzung mit einem Laser bis auf 2 nm"® bei variablem RG-Wert ausgezogen
wird 657

Unbehandelte Kohlefasern haben typische Durchmesser zwischen 5-12 um und missen
daher ebenfalls in ihrem Durchmesser wesentlich verkleinert werden. Dabei kann durch

_[58]

Flammen-8  elektrisches® oder elektrochemisches® Atzen, sowie durch Mahlen mit

621 der Durchmesser der Faser bis auf unter 100 nm verkleinert werden.

einem lonenstrahl
Insgesamt betrachtet ist die Fertigung von kleinen C-Faser-UMEs sehr viel schwieriger und
mit einer hohen Ausschussrate behaftet. Dies liegt zum einen an der geringen thermischen
Stabilitat von C, da hier eine thermische Beanspruchung unter Anwesenheit von O, zur
Bildung von CO, fuihrt und damit die Elektrode unbrauchbar macht. Zum anderen weicht der
thermische Ausdehnungskoeffizient von C stark von dem von Glas ab, sodass sich das
erhitzte, flieRende Glas eng um die C-Faser schmiegt, beim Erkalten jedoch unweigerlich ein
Spalt zwischen C-Faser und Glas entsteht. Daher werden C-Faser-UMEs haufig auch in

Polymeren  eingebettet.’®

Nachfolgend sind Tabellen mit den thermischen
Ausdehnungskoeffizienten und Glasibergangstemperaturen der verwendeten Glaser, sowie

der genutzten Elektrodenmaterialien aufgelistet.
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Glasubergangs- Erweichungs- Linearer Ausdehn-

Glastyp
temperatur [°C] temperatur [°C] ungskoeffizient [K™]
Natron-Kalk-Glas 550 1040 9,0-10°
Borosilikatglas 550 1260 3,1-10°
Bleiglas 430 820 9,1-10°

Tabelle 1: Verschiedene Kenngréf3en der zum Einschmelzen von Elektrodenmaterialien

verwendeten Glaser.

Elektrodenmaterial

Schmelztemperatur

Linearer Ausdehn-

[°C] ungskoeffizient [K™]
Pt 1768 8,8-10°
Ag 962 19,0-10°
C 3432 (Sublimation) 0,8:10°°

Tabelle 2: Verschiedene Kenngrt3en der verwendeten Elektrodenmaterialien.

Eine weitere Kategorie von SECM-Sonden bilden die optischen Faserelektroden, bei denen
ein Lichtleiter aus Quarzglas mit einem Kapillarziehgerét konisch verjingt wird. Folgend wird
die Spitze der Faser mit einem Edelmetall besputtert und mit einer isolierenden Schicht
bedeckt. Durch Polieren der Sondenspitze wird eine ringformige Elektrode um den Lichtleiter

freigelegt.®>%4

Damit zugangliche Elektrodendurchmesser liegen bei etwa 100 nm. Der
simultanen Aufnahme elektrochemischer

die Probe,

Vorteil dieser Elektrodenart liegt in der

(Lichtleiter)

grundsatzlich komplementérer Art sind.

(Ringelektrode) und optischer Informationen Uber welche

Eine eng mit der SECM verwandte Technik ist die Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie
(scanning ion conductance microscopy, SICM) welche Kapillaren mit Offnungsdurchmessern
unter 1 pm verwendet.® Hierbei wird eine hohle Glaskapillare mit einem Kapillarzieher
ausgezogen, mit einem Elektrolyten gefullt und von der Riickseite mit einem Ag/AgCl-Draht
versehen. Die Messung der lonenleitfahigkeit zwischen der inneren und einer zweiten
Referenzelektrode in der elektrochemischen Zelle ist resistiver Art. Da kein Mediator in der
Messlosung anwesend ist, laufen hierbei keinerlei Faradaysche Umsetzungen ab. Somit ist
diese Methode fur biochemische Experimente sehr gut geeignet. Zur Studie der Topographie
und elektrochemischen Aktivitdt, kann zudem eine Ringelektrode um die Kapillar6ffnung

konstruiert werden.®®

2.3.3 Charakterisierung der Sonden in der SECM

Schon wéahrend der Fertigung und auch als Qualitatskontrolle am Ende dient die Aufnahme

von CVs in Messlésungen mit Mediatorzusatz als wichtigste Methode zur Charakterisierung
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der UMEs. Hierbei kann mit GIn. (8) der aktive Elektrodenradius aus It . bestimmt werden.
Liegen die beiden Kurvenaste von Vor- und Ruckwartsscan auch bei niedrigen
Vorschubgeschwindigkeiten (v = 20 mV/s) nicht Ubereinander, ist dies ein Hinweis auf eine
schlechte Einbettung der Elektrode. Bei einer schlechten Einbettung kommt es aufgrund der
hoheren Oberflache bei einer Potentialanderung zu grof3eren kapazitiven Strémen, welche
dann den Faradayschen Anteil Gberlagern. Als weitere schnelle Charakterisierungsmethode
sollten Ann&aherungskurven (PACs) aufgenommen werden. Um einen ausreichenden
Kontrast zu gewahrleisten, sollte sich die UME auf mindestens 50% I . annéhern lassen.
Durch GIn. (15) bzw. GIn. (16) kénnen nachfolgend die RG-Werte bestimmt werden und mit
einer lichtmikroskopischen Aufnahme verglichen werden. Insbesondere bei sehr kleinen
Elektroden ist das Auflosungslimit der optischen Mikroskopie erreicht, sodass dann auf eine
SEM-Aufnahme ausgewichen werden muss. Zudem kdnnen bei aktiven Elektrodenradien im
nm-Bereich Oberflachendefekte eine entscheidende Rolle im Verhalten der UME spielen.
Hier kann durch AFM die Topographie der Elektrode eingehender untersucht werden, um
auszuschlieRen, dass die aktive Elektrode relativ zur isolierenden Schicht hervorsteht oder

zuriickgesetzt ist.[*”

2.3.4 Elektrochemische Mediatoren

Die elektrochemischen Mediatoren dienen dem Elektronentransport an der Grenzflache
UME/Messlosung. Bei diesen handelt es sich um kleine Molekiile, die sich im Solvens
ausreichend lésen und vor allem elektrochemisch gut umzusetzen sind. Hierbei ist ein
schneller, reversibler 1-Elektronentransfer innerhalb des elektrochemisch zuganglichen
Fensters von Vorteil. Die beiden in dieser Arbeit am haufigsten eingesetzten Mediatoren
waren FcMeOH und [Ru(NH-)e]Cls, welche sich in ihren chemischen Eigenschaften stark

unterscheiden.

2.3.5 Messprinzipien in der SECM

Grundsatzlich gibt es in der SECM verschiedene Messprinzipien, wie den Riickkopplungs-

Modus oder den Generator/Kollektor-Modus.®®

Bei letzterem wird ein Bipotentiostat
verwendet, um den in der Lésung anwesenden Mediator zwischen einer Generator- und
einer Sammlerelektrode, wobei eine von diesen die UME ist, immer wieder zu regenerieren.
Damit wird der Mediator im Kreislauf gefahren, wodurch sehr hohe Stréme erreicht werden.
Die Effizienz der Mediatorregenerierung nimmt dabei mit abnehmendem Abstand von UME
und der zweiten Elektrode zu, sodass bei Anndherung der UME eine stetig ansteigende
Strom-Abstand-Kurve erhalten wird. Die weitaus haufigere Methode ist der
Ruckkopplungsmodus, bei dem nur die UME einen Potentialaufschlag erfahrt, sodass ein
Bipotentiostat hier keine apparative Voraussetzung darstellt. Grundsatzlich wird in positive

und negative Ruckkopplung unterschieden (Vgl. Schema in Abbildung 9). Die negative
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Ruckkopplung tritt bei Anndherung an jede Art von Oberflache auf und ist auf eine
Blockierung des Flusses an Analytmolekilen (meist der Mediator) zur Elektrode
zurickzufuhren. Hierbei gilt I+ < I+ . Dieser Effekt tritt erst ab einer Distanz von funf
Elektrodenradien auf, sodass dieser Abstand den maximalen Arbeitsabstand der UME vom
Substrat in der SECM beschreibt. Aul3erhalb dieses Abstandes wird an der UME stets der
stationdre Stromwert erreicht, sodass ab diesem Abstand keine topographischen
Informationen zur Probe mehr gewonnen werden konnen. Um verschiedene UMEs qualitativ
miteinander zu vergleichen wird jeder Strom Iy auf den stationaren Bulkstromwert It «
normiert. Ebenso wird die Distanzachse (Abszisse) auf den aktiven Elektrodenradius
normiert. Die so erhaltene Strom-Abstand-Kurve wird als PAC bezeichnet. Die Form der
PACs ist dabei nicht linear, sondern nimmt tber einem nicht-leitenden Substrat am Anfang
allmahlich, mit geringerer Distanz zum Substrat immer starker, ab. Da die Ableitung der PAC
der Empfindlichkeit der Methode entspricht, gibt es in der SECM grundsatzlich zwei
verschiedene Mdglichkeiten zur Erhéhung der Auflésung: Zum einen kann eine kleinere
UME kleinere Oberflachenstrukturen auflésen, zum anderen nimmt die Auflésung mit

abnehmenden Abstand der UME zur Probe zu.

Negative Positive
Ruckkopplung ¢ 5, Riickkopplung
oq"’s\\g %'?’

?S\g‘)\o ‘9’@,

Hemispharische
Diffusion

Isolator

UME Strom

_—|_\

8
—
@
=
)]
-

— 10
T 08
0.6 UME Potential

0.4

0.2

0.0/

0

Abbildung 9: Schema zur positiven und negativen Rickkopplung von UMEs uber Oberflachen

mit den zugehorigen PACs!daptiertvon P4l
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Jedoch wird das gesteigerte Auflosungsvermdgen von der erhéhten Wahrscheinlichkeit einer
Beschadigung der UME durch das Aufsetzen auf der Probe konterkariert, sodass eine Probe
mit starken topographischen Details nicht ohne weiteres mit einer sehr kleinen UME
untersucht werden kann. Insbesondere eine starke Annéherung der UME auf I/I7 . < 50%,
also eine Anndherung auf weniger als 50% des Stromwertes der Bulkphase, stellt eine grol3e
Herausforderung dar. Neben der negativen Ruckkopplung tritt die positive Rickkopplung nur
Uber leitenden Oberflachen auf, welche den an der UME umgesetzten Mediator regenerieren
konnen. Hierbei muss der Leiter mit dem Mediator Elektronen tauschen und daher als eine
bipolare Oberflache fungieren kénnen. Durch die Zyklisierung des Mediators zwischen UME
und der zweiten leitenden Oberflache tritt eine Stromerhéhung bei Annaherung auf, so dass
gilt: I+ > It .. Da ahnlich wie beim Generator/Kollektor-Modus die Effizienz der
Mediatorzyklisierung mit abnehmendem Abstand zunimmt, wird insgesamt eine ansteigende
PAC erhalten. Die theoretische Beschreibung der Annaherungskurven wurde in den letzten
Jahren sukzessive verbessert, um insbesondere verschiedene RG-Werte zu
bertcksichtigen. Die momentan aktuellsten Varianten sind in den folgenden Gleichungen fiir
die negative Ruckkopplung (GIn. (15) und fur die positive Rickkopplung (GIn. (16))

angegeben.*®
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2.3.6 SECM-Abbildungsverfahren

Grundsatzlich werden in der SECM mit Rickkopplungsmodus zwei Abbildungsverfahren

unterschieden: Im sogenannten constant-height-Modus wird die UME in einer definierten
Ebene lateral Giber das Substrat gefuihrt. Die zweite Mdglichkeit ist der constant-distance-
Modus, bei dem Uber einen Rickkopplungsmechanismus die UME in einem definierten
Abstand uber die Probe gefihrt wird. Die Positionen der Sonde bei beiden Mechanismen mit
den jeweiligen neuralgischen Punkten wahrend der Bildgebung sind am Beispiel von
Einzelzellen und Zellmonoschichten als Substrate in Abbildung 10 gezeigt. Beide Verfahren

erganzen sich dabei in deren Anwendungen: Wenn ein Substrat Uber starke topographische
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Details verfligt, ist der constant-distance-Modus eindeutig dem constant-height-Modus
vorzuziehen, da bei letzterem die topographisch hdchst liegenden Strukturen zwar mit
ausreichendem Kontrast abgebildet werden kénnen, die tiefer liegenden Strukturen jedoch
schnell aul3erhalb des maximalen Arbeitsabstandes von 5 r sind.

constant-height-Modus

constant-distance-Modus

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Abbildungsverfahren constant-height- (oben) und
constant-distance-Modus (unten) bei der Abbildung von Einzelzellen (links) und von
Zellmonoschichten (rechts). Die gestrichelten Linien zeigen die Positionen der UMEs wéahrend
der Bildgebung. Die Kreuze zeigen mdgliche Kollisionspunkte der UME mit den Substraten. Die

GroRen der UMEs sind nicht im MaRstab zu den Zellen [24aptert ven P4

2.3.6.1 SECM-Studien lebender Zellen im constant-height-Modus
Der constant-height-Modus wurde bereits in den Anfangsjahren der SECM zur Studie

lebender Zellen angewandt. Eine Ubersicht tber bereits publizierte Arbeiten mit Stand Ende
2012 findet sich hier.”¥ Mit Hilfe dieser Technik wurden vielfach elektrochemisch gut

971 reaktive Sauerstoffspezies’? oder Mediatoren wie

detektierbare Analyte wie Ol
FcMeOH™ oder Menadion'™ in verschiedenen Tier- und Pflanzenzellen bestimmt. Neben
den amperometrischen Arbeiten wurden Einzelzellen auch mittels AC-SECM abgebildet, bei
dem ein an der UME aufgeschlagenes konstantes Potential mit einem hochfrequenten
alternierenden Potential iiberlagert wird."”™ Da es sich bei der gemessenen Impedanz um
einen komplexen Widerstandswert handelt, ist die Interpretation der Daten &hnlich wie bei

der SICM. Im Vergleich zu zellfreien Regionen wird Uber einer Zelle ein hdherer
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Gesamtwiderstand beobachtet, da der Stromfluss behindert wird. Analog zur SICM muss
kein Mediator in der Messldsung vorhanden sein, da keine Faradayschen Stréme gemessen
werden. Der wesentliche Unterschied zur SICM besteht in den verwendeten Sonden, da bei
letzterem Kapillaren zum Einsatz kommen, bei der AC-SECM jedoch UMEs, die auch in den

amperometrischen Experimenten eingesetzt werden kdnnen.

Da im constant-height-Modus die Sonde nicht bei jedem Bildpunkt in ihrer vertikalen Position
neu angepasst werden muss, kénnen hier dynamische Prozesse mit hoherer Zeitauflosung
beobachtet werden. Im Umkehrschluss kann im constant-distance-Modus bei gleicher
Bildaufnahmezeit die Anzahl an Bildpunkten pro Linie hoher gewahlt werden. Dies ist
gleichbedeutend mit einer hdheren nominellen Auflosung. Falls also alle topographischen
Details im Substrat innerhalb des UME-Fokus liegen, ist der constant-height-Modus

vorzuziehen.

Jedoch kénnen mit dieser Methode Substrate mit hoher Topographie nicht hochauflésend
dargestellt werden, da die Tiefenscharfe in der SECM auf 5r beschrankt ist. Zur
Verdeutlichung kann folgendes Beispiel herangezogen werden: Bei Verwendung einer UME
mit r = 0,5 um lassen sich also ausgehend von der Scanebene der UME maximal 2,5 um in
Richtung des Substrates auflosen. Bei allen Bereichen, die tiefer liegen, wird der Stromwert
I+, . angezeigt, was einer Nivellierung der tiefer liegenden Topographie entspricht. Da

Einzelzellen typische Hohen von 5-15 um!™®

aufweisen, kann somit die gesamte
Zellmorphologie nicht hochauflésend dargestellt werden. Jedoch stellt gerade der constant-
height-Modus eine attraktive Alternative zur Studie konfluenter Zellmonoschichten dar, da
hier zwischen den topographisch am hodchsten liegenden Punkten tber den Zellkernen und
den am tiefsten liegenden Punkten in den Zell-Zell-Kontakten nur etwa 2,5 + 0,5 um“’zl
liegen. Die laterale Ausdehnung dieser Zell-Zell-Kontakte lasst sich dagegen durch die
konvergierende Struktur nicht genau quantitativ beschreiben. Durch die von der Seite
betrachtet talférmigen Strukturen der Zell-Zell-Kontakte kommt es beim constant-distance-
Modus bei geringen Abstdnden von wenigen 100 nm zu Problemen, wenn die
Positioniereinheit die Sonde auch in den Zell-Zell-Kontakten bis auf diese geringen Abstéande
annahert (s. Abbildung 10). Analog fiihrt das Abbilden poréser Substrate mit durchgehenden

Poren aufgrund der eben angefiihrten Argumentation zu experimentellen Problemen.

2.3.6.2 SECM-Studien lebender Zellen im constant-distance-Modus

Bereits realisierte Rickkopplungsmechanismen basieren auf der Messung des
Elektrolysestroms!”” bei der Umsetzung des Mediators, welcher auch als constant-current-
Modus bezeichnet wird. Zudem sind Messungen der zwischen dem Substrat und der
bewegten Sonde auftretenden Scherkréafte oder der Messung der lonenleitfahigkeit

t.[’889%  Als kleinerer Nachteil der constant-distance-Modi sind die erhohten
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apparativen Anforderungen zu nennen, da der zur Sondenfilhrung bendétigte
Ruckkopplungsmechanismus auch als potentielle Fehlerquelle betrachtet werden muss.
Zudem konnen sich Varianzen im Abstand der UME vom Substrat durch lokale
Abweichungen der dem Ruckkopplungsmechanismus zu Grunde liegenden PACs ergeben.
Eine ungentigende Abstandskontrolle kann dabei zu einem mechanischen Kontakt mit der
Probe und damit zu Bildartefakten oder zur Beschadigung der Sonde fihren. Zudem
ergeben sich Probleme bei der Untersuchung von Substraten mit stark variierender
Topographie und elektrochemischer Aktivitat, da beide Effekte die Positionierung der Sonde
beeinflussen und auch gegenlaufig sein kdnnen. Dieses Problem wurde friih erkannt und es
wurden Distanzregulierungen eingefihrt, die sich auf Strom-unabh&ngige Messgrofien

beziehen.

2.3.6.3 SECM-Studien mit Elektrolysestrom-unabhangigen constant-distance-Modi

In einigen Arbeiten wurde eine AFM-Spitze mit einer (bandférmigen) Elektrode versehen®-
8l welches auch als AFM/SECM bezeichnet wird. Dies ist einerseits vorteilhaft, da hier auf
die technisch ausgereiften Positioniereinheiten kommerzieller AFM-Geréate zuriickgegriffen
werden kann. Zudem wird eine fur die SECM vollkommen ausreichende Auflésung im nm-
Bereich erreicht. Andererseits basiert die AFM auf einem direkten Kontakt zwischen Sonde
und Substrat. Dabei kénnen Abbildungsartefakte insbesondere bei mechanosensitiven

Substraten wie Zellen auftreten.®

Eine andere Mdoglichkeit zur Abstandsregulierung greift
auf hydrodynamische Scherkréfte zurtick, welche tber sehr kleine Distanzen (100 — 300 hm)
zwischen bewegter Sonde und der Messldsung infolge von Reibung entstehen. Apparativ
wird die Sonde durch ein Piezoelement® oder eine Art Stimmgabel® in eine vertikale
Schwingung versetzt, welche durch Reibung mit der die Sonde umgebenden Flissigkeit
gedampft wird. Die Dampfung der Amplitude wird anschlieBend optisch durch einen Laser
oder durch einen phasenempfindlichen Gleichrichter registriert.®”! Hierbei ergeben sich
jedoch Empfindlichkeitsprobleme, da die Scherkraft nicht nur selektiv zwischen der aktiven
Elektrode und der Ldsung, sondern von der gesamten in die LOsung eintauchenden Sonde
herriihrt.® Zusatzlich wird haufig ein Drift der gemessenen Scherkraft beobachtet, der aber
durch wiederholte Abgleichung des Messsignals auf den Untergrund entfernt werden
kann.® Eine weitere Methode ist die Kopplung von SECM/SNOM (scanning near-field
optical microscopy, SNOM), bei der optische Faserelektroden zum Einsatz kommen. Hierbei

% die Scherkrafte®® oder eine mechanische Barriere

dienen der Elektrolysestrom!
zwischen Elektrode und der Sondenspitze, durch Anschleifen der Sonde auf Winkel von 45°
— 60°Y, der Distanzregulierung. Dabei sind bei letzterer Methode, in Folge der schragen
Elektrode, die Diffusionsprofile auf beiden Seiten nicht gleich. Daraus ergeben sich
verschiedene Abstandsabhangigkeiten, wodurch die Transformation eines Stromwertes in

reale Topographie unmoglich ist. Die in letzter Zeit hervorgebrachte Kombination von
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SECM/SICM stellt eine vielversprechende Methode zur Charakterisierung lebender
biologischer Objekte dar. Der Vorteil zur SECM liegt in der mediatorfreien Abbildung, da hier
der Losungswiderstand gemessen wird. Zudem besteht im Gegensatz zur AFM kein direkter
Kontakt zum Substrat. Durch die kleinen Kapillaréffnungen liegen die erreichbaren lateralen
Aufldsungen bei der Abbildung lebender Zellen bei unter 1 um.®? Durch die Verwendung von
Sonden mit Durchmessern kleiner 100 nm ergeben sich grol3e apparative Probleme bei der
Abbildung von Zellen durch das sehr kleine Diffusions- oder lonenleitfahigkeitsprofil, sodass
es hier haufig zur Kollision der Sonden in Vertiefungen und insbesondere beim Ubergang
von einer Zelle zur ndchsten kommt (Vgl. Abbildung 10). Zur Lésung dieses Problems wird
vor jedem Bildpunkt eine PAC von einer festgelegten Referenzebene aus gefahren (hopping
probe ion conductance microscopy; HPICM).®® Durch die wiederholten Anndherungen
werden groRere topographische Details oberhalb der aktiven Elektrode erkannt und damit
ein Sondenkontakt zum Substrat verhindert, andererseits werden Driftprozesse eliminiert.
Mittels HPICM wurden extrazellulare Filamente von Haarzellen abgebildet, die einen
Durchmesser von weniger als 20 nm aufwiesen.®” Hierbei wurden die Limitierungen bei der
Abbildung vertikaler oder mechanosensitiver Strukturen aufgezeigt, die nicht unmittelbar zur
Beschadigung der Sonde, aber zu Abweichungen im Abstand zum Substrat fihren. Zudem
wurden Nieren- (A6) und Nervenzellen (SCG) durch eine HPICM-Abstandsregulierung

abgebildet.®® AuRerdem wurden Membranproteine in A431 Zellen abgebildet./**!

2.4 Konfluente Zellmonoschichten

Die Zelle ist die kleinste lebende Einheit hoher entwickelter Organismen. Innerhalb des
Kdrpers haben sich verschiedene Zelltypen entwickelt, die sich je nach Anforderungen in
Morphologie und Aufbau unterscheiden. Um die vielfaltigen Aufgaben im Organismus
durchzufiihren, agieren die Zellen jedoch nicht unabhéngig voneinander, sondern leisten
durch konzertierte Aktionen einen Mehrwert. Die Koordination der Aktionen kann dabei
mechanisch durch einen direkten Kontakt, chemisch durch die Kommunikation zwischen
zwei Zellen ber ausgetauschte Botenstoffe oder durch die direkte Ubertragung elektrischer
Signale erfolgen. Die Interaktionen zwischen zwei Zellen oder einer Zelle mit der sie
umgebenden extrazelluldren Matrix, werden allgemein als Zell-Kontakte bezeichnet.’* Im
Organismus dienen diese der mechanischen Stabilisierung von Gewebe, als Barriere der
freien Diffusion entlang der Zellgrenzen und zum direkten Austausch von Molekilen und
lonen zwischen Nachbarzellen. Die mechanische Stabilitdit von Zellen wird dabei durch
Verknupfungen zwischen den Zellen durch die Schlussleiste (tight junction), adherent
junctions, Desmosomen, Hemidesmosomen und die fokalen Adhasionen bedingt.®® Die
besondere Eigenschaft der Epithelzellen, die Kontrolle oder gar das Unterbinden der freien
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten zwischen apikaler und basaler Seite,

basiert ausschlielich auf der Schlussleiste. Diese liegt auf apikaler Zellseite und hat eine
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laterale Ausdehnung von etwa 200 nm. Je nach Lokalitat der Zellen im Korper kbénnen diese
den Transport von Xenobiotika sehr effektiv kontrollieren, wie beispielsweise in der Blut-Hirn-
Schranke. Je nach physiologischen Anforderungen im Koérper besitzen Zellen jedoch auch
signifikant geringere Barrierefunktionen.”® Die Struktur der Schlussleiste ist noch
Gegenstand der heutigen Forschung, jedoch ist ihr Aufbau heterogen und umfasst
mindestens die Transmembranproteine Occludin, sowie andere Claudine und die peripheren
Proteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3." Fiir die direkte Kommunikation zwischen Nachbarzellen
sind im Wesentlichen chemische Synapsen und gap junctions verantwortlich. Der
schematische Aufbau der Zell-Kontakte in Epithelzellen ist in der folgenden Abbildung 11
dargestellt.

Apical surface

Adherens junction

/—— g

Extracellular matrix = B e =~ P
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:: \__,-
Hemidesmosome

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines Zell-Zell-Kontaktes zweier adharierter
Epithelzellen mit den wichtigsten Transmembranproteinen und Adh&sionsrezeptoren wie tight
junction, Desmosome und Fokalpunkte. Die davon ausgehenden Linien stellen
Adapterproteine wie Actin oder intermediate filaments (IF) dar, welche die

Transmembranproteine mit dem Zytoskelett verbinden .

Die direkte Studie der Zell-Kontakte mit einer Rastersondentechnik ist sehr anspruchsvoll, da
diese nur geringe Ausdehnungen aufweisen und wie die fokalen Adhé&sionen auf diese
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Weise Uberhaupt nicht zuganglich sind. Daher wurden die Zell-Kontakte mittels nicht-

mikroskopischer ~ Techniken wie der Interferenzreflexionsmikroskopie®?, der

101]

Quarzkristallmikrowaage*® oder ECIS™®Y studiert.
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3 Eigene Publikationen

Teile der folgend angefiihrten Originalpublikationen bilden die Basis der im nachfolgenden
Abschnitt zusammengestellten Ergebnisse und deren Diskussion. Zur klaren Hervorhebung
bereits publizierter Teile der Arbeit werden diese mit einer eigenen Zitation [P1] - [P4]

versehen.

[P1] Bergner S; Palatzky P; Wegener J; Matysik F-M (2011) Electroanalysis 23:196-200

High-resolution imaging of nanostructured Si/SiO, substrates and cell monolayers

using scanning electrochemical microscopy.
Abstract:

High-resolution scanning electrochemical microscopy (SECM) in the constant-height mode
was applied to image details of a nanostructured porous substrate as well as a confluent
epithelial cell monolayer. Platinum disk ultramicroelectrodes (UMESs) with radii down to 100
nm were fabricated by sealing electrochemically etched Pt wires into soda-lime glass
capillaries. A subsequent thermal treatment was used to improve the quality of electrode
sealing. The size and shape of the SECM probes were adapted to the requirements of the
inorganic and biological surfaces to enable high-resolution SECM imaging and to ensure
stability and reliability during image acquisition. A mesoporous substrate (Si/SiO,) with 800
nm rectangular pores was imaged with sub-pum resolution. In addition, confluent epithelial cell
monolayers derived from kidney were investigated. Independent measurements with
ferrocene methanol and hexamine ruthenium (lll) chloride led to equivalent SECM results.
High quality SECM images with well separated cells within the monolayer were obtained.
Resolved regions of cell-cell contacts extending about 1-3 um in lateral direction were

imaged.
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[P2] Bergner S; Wegener J; Matysik F-M (2011) Anal Chem 83:169-174.

Simultaneous Imaging and Chemical Attack of a Single Living Cell within a Confluent

Cell Monolayer by Means of Scanning Electrochemical Microscopy
Abstract:

Epithelial cell monolayers from rat kidney were imaged by scanning electrochemical
microscopy (SECM) with sub-micrometer resolution in both lateral and vertical direction.
Platinum disk ultra-microelectrodes (UMEs) with effective electrode radii between 200 and
600 nm were operated in the constant-height mode. The quality of the recorded SECM
images compare favorably with those of phase contrast and confocal laser scanning
microscopy. Besides the acquisition of SECM images, the UME was used to selectively
attack a single living cell within the monolayer ensemble. Hydroxide ions were locally
generated in the vicinity of a single target cell by the UME. The increase in pH induced cell
necrosis that was subsequently imaged by SECM. It could be clearly demonstrated that the
single target cell was selectively affected, whereas the adjacent reference cells remained
unchanged.
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[P3] Bergner S; Wegener J; Matysik F-M (2012) Anal Methods 4:623-629.

(Cover Article) Monitoring passive transport of redox mediators across a confluent
cell monolayer with single-cell resolution by means of scanning electrochemical

microscopy
Abstract:

Scanning electrochemical microscopy (SECM) was used for time-resolved studies of passive
transport of redox active substances across cell monolayers with sub-cellular resolution.
Platinum disk ultramicroelectrodes (UMESs) with effective electrode radii in the sub ym range
were operated in the constant-height mode. Monolayers of normal rat kidney (NRK) or Madin
Darby canine kidney strain Il (MDCK II) epithelial cells served as model cell lines and were
grown to confluence on permeable membrane filters to investigate the transport of redox
mediators across epithelial barriers. A novel electrochemical cell was developed ensuring
reliable mechanical fixation of the growth substrate and preventing membrane vibrations
during the SECM operation. The detection of different redox mediators was enabled by
potential switching at the UME. This concept proved to be an attractive alternative to the use
of dual-microelectrodes or micropipette-microelectrode combinations. The various cell lines
were investigated regarding their barrier functions with respect to different redox mediators.
Para- and/or trans-cellular transport mechanisms could be distinguished using either

hydrophilic ruthenium hexamine chloride or lipophilic ferrocene methanol as redox mediators.
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[P4] Bergner S; Vatsyayan P; Matysik F-M (2013) Anal Chim Acta 775 (2013) 1-13.

(Cover Article) Recent advances in high resolution scanning electrochemical

microscopy of living cells - a review
Abstract:

This review discusses advances in the field of high resolution scanning electrochemical
microscopy (HR-SECM) and scanning ion conductance microscopy (SICM) to study living
cells. Relevant references from the advent of this technique in the late 1980s to most recent
contributions in 2012 are presented with special discussion on high resolution images. A
clear progress especially within the last 5 years can be seen in the field of HR-SECM.
Furthermore, we also concentrate on the intrinsic properties of SECM imaging techniques
e.g. different modes of image acquisition, their advantages and disadvantages in imaging
living cells and strategies for further enhancement of image resolution, etc. Some of the
recent advances of SECM in nanoimaging have also been discussed which may have
potential applications in high resolution imaging of cellular processes.
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4 Experimenteller Teil

4.1 UME-Herstellung

Alle genannten Dimensionierungen der aktiven ElektrodengrofRen beziehen sich im
Manuskript auf den Durchmesser.

4.1.1 Pt-UMESs aus Pt-Volldraht
UMEs aus Pt-Volldraht wurden wahrend der experimentellen Arbeiten am haufigsten

gefertigt, da die Fertigungsmethode sehr robust ist und die erreichbaren Durchmesser bei
unter 100 nm liegen.*? Hierbei wurde ein ca. 10 - 15 mm langer Pt-Draht (25 pm,
Goodfellow, UK) an einen 5 - 7 cm langen Cu-Draht mit einem AuRendurchmesser inklusive
Isolierung von 1,1 mm gel6tet. Nachfolgend wurde der Draht mit einem Mikromanipulator von
oben in einen Tropfen der Atzlésung gefiihrt. Dabei wurde der Draht nur wenige 100 pum tief
eingetaucht. Von der Seite wurde eine Pt-Schlaufe (Durchmesser der Schlaufe ca. 3 mm,
Durchmesser des Pt-Drahtes ca. 200 um) in den Tropfen eingefuhrt und diente als pseudo-
Referenzelektrode zum Schliel3en des Stromkreises. Der Pt-Draht wurde elektrochemisch in
einer Atzlésung folgender Zusammensetzung verjiingt: CaCl, (geséttigt, 60% v/v), H,O (36%
v/v) und HCI (konz. 4% v/v). Die Atzung erfolgte durch Differenzpulsamperometrie bei einer
Pulslange von 20 ms und Pulspotentialen von alternierend + 2 V. Der Atzprozess dauerte, je
nach Eintauchtiefe, nur etwa 20 s bis 1 min. Im Differenzpulsamperogramm sank der
Stromwert durch die oxidative Auflésung des Pts in Anwesenheit grof3er Chlorid-Mengen

unter die Nachweisgrenze. Dieser Prozess ist daher selbst-terminierend.

Der geéatzte Pt-Draht wurde anschliel3end bei 100x-VergréRerung auf seine ungefahre Gro3e
und einen konischen Verlauf hin untersucht. AnschlieBend wurde dieser mehrfach in H,O
und Aceton gespiilt und an der Luft getrocknet. Nachfolgend wurde der Draht in einer
ausgezogenen Kapillare (Soda-Kalk-Glas, 1,15 mm Innendurchmesser, Durchmesser der
ausgezogenen Spitze 100 um, Hilgenberg, Malsfeld) ca. 50 — 200 um hinter der
Kapillar6ffnung positioniert. Durch die abgestimmten AufRendurchmesser des Cu-Drahtes
und des Innendurchmessers der Kapillare wurde eine gute Fixierung des Drahtes in der
Kapillare gewéhrleistet. Das Einschmelzen des Drahtes erfolgte anfangs mit einem
Tischfeuerzeug mit Butangasflamme bei hoher Luftzufuhr, im spéateren Verlauf der
experimentellen Arbeiten mit einem Heizdraht mit regelbarer Temperatur und optischer

Kontrolle mittels Stereomikroskop (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Verwendeter Aufbau zum Einschmelzen von Elektrodendrahten mittels eines
Kanthal-Widerstands mit regelbarer Temperatursteuerung, Vakuumanschluss und optischer

Kontrolle durch ein Stereomikroskop.

Der Heizdraht (Kanthal, Lange ca. 20 cm, @ 0,2 mm, 44,2 Q/m) wurde doppelt verdrillt und in
2 - 3 Schlaufen mit ca. 2 mm Durchmesser gelegt. Zur Spannungsversorgung diente ein
Laborspannungsnetzteil (Voltcraft, PPS-11360, 180 W). Wahrend des Einschmelzens wurde
der maximale Strom auf 12 A begrenzt und die Spannung hochgeregelt, bis der Heizdraht
gelb-weil3 glihte und kurz darauf das Glas zu fliel3en begann. Da mit dieser Apparatur Blei-,
Soda-Kalk-, nicht jedoch Borosilikat-Glas zum Flie3en gebracht werden konnte, liegt die
maximal erreichbare Temperatur bei etwa 1000°C. Der Einschmelzvorgang wurde dabei
mittels Stereomikroskop (25x Vergrol3erung, Carl Zeiss, Jena, DDR) verfolgt. Tabellen mit
Erweichungstemperaturen und thermischen Ausdehnungskoeffizienten der verwendeten
Glaser und Elektrodenmaterialien finden sich auf Seite 16. Zusatzlich kann am
Elektrodenhalter ein Wasserstrahlvakuum angeschlossen werden, um auch niedrig
schmelzende Materialien wie Au, oder oxidationsempfindliche Elektrodenmaterialien wie C
einzubetten. Zur Freilegung der Elektrodenflache wurde mit verschiedenen Lapping-Folien
(SiC oder Al,O3; mit PartikelgréRen von 20 — 0,1 Mic, 3M) poliert. Dies geschah zunachst per
Hand, jedoch kann damit nur schwer eine Orthogonalitét der Elektrodenscheibe zur
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Sondennormalen gewahrleistet werden. Daher wurde hierfir ein Tellerschleifer entworfen,
mit dem Trockenschleifen mit Lapping-Folien, sowie Nassschleifen in  Al,Os-
Partikelsuspension durchgefiihrt werden konnten. Der Polierprozess zur Freilegung der
Elektrodenflache muss sehr sorgsam ausgefuhrt werden, um Elektrodendurchmesser von
wenigen 100 nm zu erreichen. Schon eine volle Umdrehung auf dem Tellerschleifer mit 1 Mic
Lapping-Folien vergréRert den Sondendurchmesser auf einige pm und macht damit die
Sonde fur hochauflésende SECM-Aufnahmen wertlos. Zur Beurteilung, ob die Elektrode
freiliegt oder noch im Glas eingebettet ist, kann durch die starke Reflexion und Brechung des
Lichtes keine optische Mikroskopie verwendet werden. Jedoch haben sich die wiederholten
Aufnahmen von CVs als gute Qualitatskontrolle zur Beurteilung des Stromdurchgangs und
der Einbettung des Drahtes im Glas erwiesen. Die Aufnahmen der CVs wurden dabei in
1,5 mM wassriger FcMeOH-Ldsung mit 0,2 M KNO; als Leitsalz durchgefiihrt. Nur UMEs,
welche gute Einbettungen und die gewiinschten Grof3en der aktiven Elektrode zeigten,
wurden nachfolgend durch Definition des Glaskonus in SECM-Sonden Uberfuhrt. Die
Definition des Glaskonus wurde ausschlie8lich durch mechanisches Polieren auf einem
Tellerschleifer unter nachfolgender optischer Kontrolle bei 500 x VergroRerung (Leica)
durchgefihrt. Die Inspektionen erfolgten dabei von der Seite und von oben. Dabei muss im
Idealfall von vielen Seiten geschliffen werden, um einen runden Konus zu erhalten. In der
Praxis wurde jedoch meist nur von vier Seiten geschliffen, sodass sich eine eher
guadratische Stirnflache des Glases ergab. Durch diese Prozedur sind mit viel Geschick und
Ubung Glasdurchmesser von etwa 10 um zu erreichen. Eine fertige, in Soda-Kalk-Glas
eingebettete 2 um UME ist in Abbildung 13 gezeigt.

50 ym

Abbildung 13: Aufsicht auf eine in Soda-Kalk-Glas eingeschmolzene 2 ym Pt-UME mit einem

RG-Wert von 15.
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Nach dem Schleifen wurden wiederum CVs der UMEs aufgenommen, um auszuschlief3en,
dass wahrend des Schleifvorgangs die Elektroden getroffen wurden, was sich in stark
vergrofRerten Elektrodendurchmessern zeigen wirde. Meist kam es durch die
Schleifprozesse zur Ablagerung von abrasiertem Schleifmaterial. Zur routinemalfiigen
Reinigung der UMEs wurden diese in verdinnter H,SO,-Lésung (0,1- 0,5 M) zwischen der
H.-und O,-Entwicklung zyklisiert (100 Zyklen, v = 0,2 V/s). Da es in einigen Féllen beim
Freipolieren auch zur Beschadigung der Einbettungen kam, wurde in diesen Fallen eine
thermische Behandlung der UMEs durchgefiihrt. Dazu wurden die UMEs vertikal
eingespannt, von unten in eine Heizschlaufe (Kanthal, weitere Parameter s.0.) gefuhrt und
den Heizdraht fir wenige Sekunden auf etwa 800°C, also knapp oberhalb der
Erweichungstemperatur des Glases, erhitzt. Wenn die CVs geeignete GroRen und gute
Einbettungen zeigten und die RG-Werte nahe zehn Ilagen, wurden PACs zur
Charakterisierung der Eigenschaften als SECM-Sonden aufgenommen. Die PACs wurden
Uber Deckglasern in 1,5 mM wassriger FcMeOH-Lésung mit 0,2 M KNO; als Leitelektrolyt
durchgefihrt, bis deutliche Abweichungen vom theoretischen Verlauf sichtbar wurden. Wenn
die UMEs als SECM-Sonden eingesetzt werden sollten, mussten hier mindestens
Signalreduktionen auf 50% erfolgen. Andernfalls lag eine Stérung in der periplanaren
Anordnung von Elektrode und Deckglas vor, was meist auch durch weiteres Polieren des
Glaskonus nicht mehr behoben werden konnte. Zur vollstandigen Charakterisierung wurden
die PACs von einzelnen Sonden an die theoretischen Verlaufe angenahert und die so
erhaltenen RG-Werte mit den RG-Werten der mikroskopischen Observationen verglichen.

4.1.2 Pt-UMEs aus Wollastondraht

UMEs aus Wollastondraht von 2 um bis 10 um wurden nach einer vollkommen neuartigen

Prozedur hergestellt, die sehr reproduzierbar ist und mit geringstem Materialeinsatz
auskommt. Der Wollastondraht wurde dazu zunéachst von einer etwaigen Ag,S- oder Ag,O-
Schicht durch mechanisches Polieren mit einer 5 Mic Lapping-Folie befreit. Anschlie3end
wurden ca. 2-3 mm Wollastondraht in eine ausgezogene und nachfolgend wieder
zugeschmolzene Kapillare gegeben und mit einem Stick Draht bis zur Kapillarspitze
geschoben. Dann wurde der Wollastondraht mittels der Widerstandsheizung
eingeschmolzen. Nachfolgend wurde der Wollastondraht durch grobes Polieren wieder
freigelegt und in eine Atzkammer eingefihrt (1,5 mL Vial mit Deckel), welche ca. 1 mL HNO;
(konz.) enthielt (s. Abbildung 14B). Der Atzvorgang wurde abgebrochen, wenn ein
abgeatzter Kanal von etwa 500 um zu erkennen war. Dies dauerte ca. 2 h, wobei die Zeit
stark vom Durchmesser des Wollastondrahtes, also wesentlich von der Menge an zu
oxidierendem Silber, abhangt. Jedoch kdnnen hier viele UMEs parallel gefertigt werden, was
einen Vorteil der Methode darstellt. Dann wurde der Inhalt des Kanals im

Wasserstrahlvakuum entleert und Gber Nacht in ein 1,5 mL Vial mit Wasser gegeben, um
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Reste der entstandenen Silbersalze zu entfernen. Anschlie3end wurde der Kanal abermals
im Vakuum entleert. Dann wurde die Kapillare an der Spitze mit der Heizapparatur
zugeschmolzen und die Einbettung optisch kontrolliert. Hierbei kann es aufgrund der
verwendeten Chemikalien und ihrer Reaktionsprodukte zu leichten Einfarbungen im Glas
kommen, welche die Einbettung jedoch nicht storen. Nachfolgend wurde an der
Kapillarrickseite ein 5 mm langes Stuck Létzinn eingefuhrt. Durch leichtes Erwarmen der
Kapillarwand wurde das Lo6tzinn verflissigt und schnell ein Stiick Cu-Draht von hinten zur
Kontaktierung in die Kapillare gegeben. Ein Fabrikationsschema ist in der nachfolgenden
Abbildung 14A dargestellt:

A B

v
v

Abbildung 14: Fabrikationsschema zur alternativen Herstellung von UMEs aus

Wollastondréhten (A) und die verwendete Atzkammer mit eintauchender UME (B).

Die Definition des Glaskonus bei Wollaston-UMEs wurde wie oben beschrieben

durchgefihrt.

Als alternative Methode zu dem zeitaufwandigen Schleifprozess wurden Experimente zur
chemischen Atzung des Glases in Flusssaure durchgefiihrt. Dazu wurde in ein 1,5 mL Vial

%2 |n VVorversuchen mit Kapillarmaterial

Flusssaure (40%) gegeben und mit Ol iiberschichtet.
aus Quarzglas wurden an der entstehenden Grenzflache konisch zulaufende Spitzen mit
glatten Oberflachen erhalten. Wurde diese Methode auf Natron-Kalk-Glaser angewandt,
wurden keine glatten Wande erhalten. Vielmehr kam es zu einem anisotropen Atzvorgang
durch die im Natron-Kalk-Glas in gréReren Mengen enthaltenen Ca®*- und Na*-lonen, welche

in HF als schwerlosliche Fluoride ausfallen und damit den Atzprozess stéren.

Zudem wurde zur Definition des Glaskonus eine Methode angewandt, welche die

Oberflachenspannung und Benetzungseigenschaften des Glases in flissigem Zustand
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ausnutzt."? Diese so gefertigten Sonden werden nach dem Autor der Publikation
nachfolgend als Lee-Sonden bezeichnet. Durch den rein physikalischen Vorgang sollte
dieser auf UMEs jeglicher GroRRe angewendet werden kdnnen. Dazu wurde der Draht in
einer ausgezogenen Kapillare aus Soda-Kalk-Glas mittels der Heizschlaufe eingeschmolzen.
Dann wurde die Temperatur der Schlaufe nicht reduziert, sondern noch leicht erhéht. Nach
kurzer Zeit begann der Draht in Richtung Kapillarende zu wandern, durchstiel3 dieses und
stand letztlich sichtbar hervor. Abbildung 15 zeigt eine reprasentative Abbildung der
erhaltenen UME am Beispiel einer 25 pm Pt-UME.

100 pm

Abbildung 15: Seitenansicht (A) und Aufsicht (B) einer nach der Lee-Methode!*? gefertigten 25
um Pt-UME.

Diese Methode wurde fur UMEs bis 2 um durchgefihrt. Die Bilder dieser kleineren UMEs
sehen analog aus, jedoch ist dort der wesentliche Aufbau durch die begrenzte Auflosung der

optischen Mikroskopie nicht so klar zu erkennen.
4.2 Gerate

4.2.1 SECM

Fur die experimentellen Arbeiten wurde ein kommerzielles SECM (920c, CH Instruments,
Austin, USA) verwendet, welches in Abbildung 16 dargestellt ist. Die Positionierung der
Sonde erfolgte durch drei Schrittmotoren, welche Uber eine maximale Auslenkung von
50 mm mit 4 nm Auflésung verflgen. Zusatzlich kann die UME auch mit einem Piezoelement
positioniert werden, welches jedoch nur eine Auslenkung von maximal 40 um bei einer
Auflésung von 1,6 nm zuldsst. Der mitgelieferte Elektrodenhalter war aus Teflon gefertigt,
welcher jedoch infolge Materialerschlaffung bald gegen einen baugleichen Halter aus
Polyetheretherketon getauscht wurde. Die Fixierung des Substrates ist von hoher
Bedeutung, um eine Positionsdnderung wahrend des Abbildungsvorganges zu vermeiden.
Je nach Applikation wurden verschiedene elektrochemische Zellen aus Teflon eingesetzt.
Fir die Aufnahme von PACs und den Experimenten mit Zellen auf Deckglasern wurde eine
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Zelle mit speziellen Halterungen entworfen (Abbildung 17A). Diese bestehen aus zwei
Briicken, die durch Schrauben an variabler Position fest mit der elektrochemischen Zelle

verbunden werden koénnen. Zuséatzlich sind auf den Brickenhaltern weitere Schrauben zur

Fixierung des Substrates angebracht.

Abbildung 16: A: SECM-Messplatz mit Faradaykafig, schwingungsgedampftem Tisch,
Computersteuerung, Bipotentiostat und Motorsteuerung. B: Nahaufnahme des SECM mit
elektrochemischer Teflonzelle. Im Hintergrund sind der Bipotentiostat (unten) und die

Motorsteuerung (oben) gezeigt.

In den Diffusionsexperimenten wurde zur Halterung der Filtermaterialien eine speziell flr
diese Anforderungen entworfene Zelle genutzt (Abbildung 17B). Hierbei kann die gleiche
elektrochemische Teflonzelle verwendet werden, jedoch muss der spezielle modulare Halter

eingesetzt werden.

A

Halterung fur Deckglas Halterung fur

Zellkultureinsatz

Deckglas
Filtermembran

Elektrochemische Zelle Schwingungsdampfer

Elektrochemische Zelle

Abbildung 17: A: Elektrochemische Zelle zur Fixierung eines Deckglases fir die Aufnahme von
PACs zur Sondenkontrolle und fur topographische Studien konfluenter Zellmonoschichten. B:
Zelle der Diffusionsexperimente mit Halterung fur die Zellkultureinsatze und
Schwingungsdampfer. Zur besseren Demonstration des Aufbaus wurde in der Darstellung die

vordere Ecke der Zelle entfernt.
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In diesem Halter koénnen Einsdtze verschiedener Hersteller und geometrischer
Abmessungen durch Schrauben fixiert werden. Zudem wurde am Boden der Zelle ein
Schwingungsdampfer zur Reduktion der Vibrationen der dinnen Membran wahrend der
Bildaufnahme eingesetzt. Durch eine zentrale Bohrung von 2 mm besitzt die Membran nur
eine minimale Auflageflache. Die Versorgung mit Analyt wurde durch eine zweite
orthogonale Bohrung sicher gestellt.

Zur Vorbereitung der elektrochemischen Aufnahmen wurden die zu untersuchenden
Substrate mit dem jeweiligen Halter in der elektrochemischen Zelle fixiert. Bei Zellstudien
kénnen diese auf Deckglasern kultiviert und dann in die elektrochemische Zelle Uberflhrt
werden. Als weitere Moglichkeit kdnnen die Zellen auch direkt in Petrischalen untersucht

werden.

Die orthogonale Ausrichtung des Substrates zur UME spielt eine wesentliche Rolle im
Umgang mit dem SECM, da es andernfalls infolge der Neigung zu einem Driften der
Stromwerte kommt. Dieser Drift kann nach Bildaufnahme nur bei exakter Kenntnis und
angenommener Konstanz der PAC uber den gesamten Bildausschnitt mathematisch
subtrahiert werden. Die Ausrichtung des Substrates erfolgte durch repetitive Aufnahmen von
PACs an drei oder vier Punkten Uber dem Substrat, wobei die Distanz zweier Punkte
mehrere mm betrug. Mit dieser Strategie kann der Neigungswinkel des Substrates mit hoher
Prazision orthogonal zur UME eingestellt werden. Die PACs wurden bis auf einen vorher
definierten Stromwert (etwa 50% I ..) automatisch gefahren, jedoch maximal bis deutliche
Abweichungen vom theoretischen Verlauf auftraten. Dies deutete auf einen unerwiinschten
Kontakt der UME mit dem Substrat hin. Mit dieser Ausrichtungsmethode kann eine minimale
Hohendifferenz von etwa 5 um zwischen zwei Ausrichtungspunkten erreicht werden, was in
einem Bild von 40 pm Kantenlange und bei einem Abstand zwischen zwei
Ausrichtungspunkten von 1 cm etwa 20 nm entspricht. Mit den experimentell verwendeten
Sonden kann diese Varianz der Hohe nicht aufgeldst werden. Nach der Substratausrichtung
wurde die UME bis auf den gewiinschten Stromwert angenahert und erste Linienscans
(PSCs) aufgenommen, um einen reprasentativen oder interessanten Ausschnitt zu finden.
Nachfolgend wurde die Bildaufnahme gestartet. In allen PACs, PSCs und SECM-
Bildaufnahmen wurden Tiefpassfilter von 0,15 oder 1,5 Hz verwendet. Zur Filterung
unerwinscht eingekoppelter Netzfrequenzen wurde eine Verweilzeit der Sonde von

ganzzahligen Vielfachen von 0,02 s verwendet, in Standardexperimenten jedoch 0,04 s.

4.2.2 Tellerschleifer

Fur die Schleifprozesse an den UMEs wurde ein Tellerschleifer verwendet, der eine exakte

Positionierung des Schleifgutes durch eine Mikropositioniereinheit am Elektrodenhalter

ermoglichte. Zusatzlich koénnen dber ein Seitenrad Winkel von 10° bis 90° zwischen
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Schleifgut und dem Schleifteller eingestellt werden. Das Herzstlck bildet ein regelbarer
Gleichstrommotor (12 V; Conrad 240834), welcher tber einen Riemen die Schleifscheibe
antreibt. Durch die Ubersetzung kann die Umdrehungszahl des Schleiftellers bis auf Werte
von etwa 100 min™ gesenkt werden. Das Lager des Schleiftellers entstammt einer alten
Festplatte. Der Schleifteller besteht aus einer duReren Kammer fir das Nassschleifen in
einer Partikelsuspension und einer inneren Kammer fir das Trockenschleifen, in der
ausgestanzte Ringe aus Lapping-Folien eingesetzt werden kdnnen. Durch Wechseln des
Spannfutters am Elektrodenhalter kénnen Kapillaren unterschiedlichen Durchmessers (J,
1,8 — 1,9 mm) sowie Kapillarmaterial aus Quarzglas mit @, 360 um eingespannt werden. Der
standardmaRig eingesetzte starre Elektrodenhalter kann zudem durch einen Halter
ausgetauscht werden, der das Schleifgut bestandig dreht. Bedingt durch die
feinmechanische Fertigung betragt die Abweichung vom Mittelpunkt des Schleifgutes jedoch
10 um, sodass hier nur gréRere UMEs oder Quarzglaskapillaren mit @, 360 um eingesetzt
werden sollten. Der Schleifprozess in Lésung kann durch Kombination mit einem Keithley
Sourcemeter 6430 in Echtzeit verfolgt werden. Dazu wurde vom Sourcemeter eine
Eingangsspannung von 10 V an die UME angelegt. Der Strom kann dann Uber den
geerdeten Schleifteller flieBen und wird vom Sourcemeter aufgezeichnet. Das Ein- und
Ausschalten des Poliertellers, das Angelegen der Spannung, die Beendigung des
Experiments bei Uberschreiten eines vorher festgelegten Stromwertes und die
Datenaufzeichnung in Echtzeit wurde dabei mit einer Software (OhmsMeasure,
Elektronikwerkstatt Universitdt Regensburg) tberwacht.

Mikropositioniereinheit

Elektrodenhalter

Winkelpositioniereinheit
Trockenschleifeinheit

Nassschleifeinheit

Abbildung 18: Verwendeter Tellerschleifer fir die Sondenpréparation mit regelbarer Drehzahl
zum Trockenschleifen mittels Polierfolien und einer Einheit zur Abrasion in
Partikelsuspension. Im  Elektrodenhalter kdénnen verschiedene Glaskapillaren und
Kapillarmaterial mit &, 360 pum eingespannt werden und mittels Mikropositioniereinheit

definiert auf den Schleifteller gefuhrt werden.
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Wenn die UME noch vollstandig isoliert ist, liegt der Widerstand im TQ-Bereich. Wenn
wahrend des Schleifprozesses die Elektrode freigelegt wird, sinkt der Widerstand abrupt und
die Poliermaschine wird automatisch gestoppt. Dies funktioniert reproduzierbar fiur 25 pm
UMEs. Bei UMEs im sub-pm-Bereich ist die Endpunktdetektion jedoch nicht empfindlich
genug.

4.2.3 Mikroskope

Zur groben Inspektion geéatzter Edelmetalldréahte und Kontrolle des Einschmelzvorgangs

wurde ein Mikroskop (NA 0,19, Peak, Bornheim-Roisdorf) bei 100x VergréRerung verwendet.
Zur Inspektion wéhrend des Schleifens des Glaskonus wurde ein leistungsstarkeres
Mikroskop (Leica DMRB) mit 500x VergrofRerung (NA 0,55) genutzt. Zur Kontrolle der
Zellkulturen wurde ein Phasenkontrastmikroskop bei 100x VergréRerung (Nikon Phase
Contrast 2, ELWD 0,3, 10x NA 0,25) verwendet. Zur Aufnahme der dreidimensionalen
Topographie der Zellen wurde ein Konfokalmikroskop (C1 multicolor, Nikon) bei einer
Wellenlange von 488 nm und einem 60x Tauchobjektiv (NA 0,9) verwendet.

4.2.4 Osmometer

Zur Kontrolle des osmotischen Drucks von Messlésungen wurde ein kryoskopisches
Osmometer verwendet (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Deutschland). Zur Messung der
Osmolaritat wurden 30 pL der Losung in ein Reaktionsgefal® gegeben und in die Halterung
des Gerates eingespannt. Zur automatischen Bestimmung der Osmolaritat kuhlte ein Peltier-
Element die Losung ab. Aus der Gefrierpunkterniedrigung wurde folgend vom Gerét die

Osmolaritat bestimmt.

4.2.5 Atomkraftmikroskopie

Die AFM-Aufnahmen des pordsen Tragers wurden an einem kommerziellen
Atomkraftmikroskop (nanosurf easyScan 2, Nanoscience Instruments, Phoenix, USA) mit
AFM-Sonden (PPP-NCLR, Nanoscience Instruments, Phoenix, USA) durchgefihrt. Die
Sonden wurden dabei mit einer Resonanzfrequenz von 155 kHz und einer Amplitude von

400 mV im intermittierenden Modus (tapping-Modus) gefihrt.

4.3 Praparation der Zellen

Madin-Darby-Hundenierenzellen vom Strang Il (MDCK lI-Zellen) wurden freundlicherweise
vom Institut fir Biochemie der Universitat Minster bereit gestellt. Die gewo6hnlichen
Nierenzellen der Ratte (normal rat kidney, NRK-52E, NRK-Zellen) stammen von der
deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Zugangsnummer ACC
199).

Alle Zellen wurden auf 0,17 mm dicken Deckglasern kultiviert, die sich in kleinen

Petrischalen befanden. Das Medium fir die NRK-Zellen enthielt 5% Kéalberserum, 2 mM L-
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Glutamin und je 100 ug/mL Penicillin/Streptomycin. Fur die Aufzucht von MDCK II-Zellen
wurde MEM-Earle Basismedium verwendet, welches 5% Kalberserum, 4 mM L-Glutamin und
100 mg/mL Penicillin/Streptomycin enthielt. Die hier verwendeten Puffer wurden auf Basis
von Dulbeccos Phosphat-gepufferter Salzlosung (Dulbeccos MEM, Sigma-Aldrich)
hergestellt und enthielten 136,9 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,,
0,5 mM MgCl,-6H,0 und 1,0 mM CacCl,-2H,0O (PBS™). Die Kulturmedien wurden alle 2-3
Tage gewechselt. Die Zellen wurden in einer 1:20 Verdiinnung ausgesat. Dabei dauerte es
etwa eine Woche bis zu deren Konfluenz. Die Morphologie der Zellen wurde mit einem
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Direkt vor den SECM-Messungen wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellkulturen fiinfmal mit PBS™-Puffer mit 1 g/L Glukose

gewaschen bis im Mikroskop keine nicht-adhéarierten Zellen mehr zu sehen waren.

Zum Einbau der Mikropartikel in den NRK-Zellen wurden diese fir 12 h in einer Suspension
mit 2 pum Silikapartikeln inkubiert. Die Praparation der Zellen wurde von Michaela Sperber
vom Arbeitskreis Prof. Wegener am Institut fur Analytische Chemie, Chemo- und Biosensorik
der Universitat Regensburg durchgefihrt.

MCF-7- (ATTC HTB-22) und MDA-MB-231-Brustkrebszelllinien (ATTC HTB-26), sowie
U373-MG-Glioblastomzellen (ATCC HTB-17) wurden auf Deckglasern oder direkt in
Petrischalen kultiviert. Fur die Aufzucht wurde Eagle’s Basismedium (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) mit folgenden Zusétzen verwendet: 2 mM L-Glutamin, 2,2 g/L NaHCO; (Merck,
Darmstadt, Deutschland), 0,11 g/L Natriumpyruvat (Serva, Heidelberg, Deutschland) und 5%
Kélberserum (Biochrom, Berlin, Deutschland).

Alle Zellkulturen befanden sich wahrend der Aufzucht in Inkubatoren mit wassergesattigter
Atmosphére bei 37°C mit 5% CO,.

Zur Fixierung der MDCK IlI-Zellen wurden diese nach der Aufzucht fiir 30 min mit 2,5%iger
Glutardialdehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in PBS™ behandelt.

4.4 Chemikalien

Zur Aufnahme von CVs und von SECM-Abbildungen anorganischer Substrate wurden
wassrige Lésungen von 1,5 mM FcMeOH (99%, ABCR, Karlsruhe, Deutschland) oder 1 mM
[Ru(NH3)e]Cls  (98%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) mit 0,2 M KNO; als

Leitelektrolyten verwendet. Durch seinen kovalenten Charakter wurde FcMeOH zuné&chst fir

20 min bei 60°C im Ultraschallbad behandelt. Nicht geléste Mengen an FcMeOH wurden
nachfolgend abfiltriert (Cellulose Acetat, 0,45 pum, Roth).

SECM-Aufnahmen von MDCK 1lI- und NRK-Zellen wurden in physiologischem

Phosphatpuffer mit einer Osmolaritat von 320 mosmol/kg und 1 g/L Glukose durchgefinhrt.
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SECM-Aufnahmen von U373-MG-, MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen wurden in Leibovitz-
L15-Puffer mit 1 g/L Glukose durchgefuhrt.

In den Toxizitatstest der Mediatoren wurden neben FcMeOH und [Ru(NHs)e]Cl; auch
Ki[Fe(CN)¢]-3H,O (298,5%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und Ferrocencarbon-
saure (FcCOOH, 98%, Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. K4W(CN)g]-2H,O

und K4[Os(CN)g]-3H,0 wurden nach den Literaturangaben synthetisiert.*°*1%4

Zur Anfarbung der Messlésung in den CLSM-Experimenten wurde FITC-Dextran (2 mg/mL,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) verwendet, welches nicht membrangangig ist und

die Messlésung daher hell erscheinen lasst.

Alle Losungen wurden mit Reinstwasser (membraPure Astacus) mit einer elektrischen

Leitfahigkeit von maximal 0,055 uS/cm hergestellt.

4.5 Testsubstrate
Zur Bestimmung der erreichbaren SECM-Auflésung wurden pordse Filtermaterialien mit

Durchmessern von 0,4 - 8 um verwendet (Corning, New York, USA). Zudem wurden TEM-
Substrate mit 400 mesh aus Cu und 2000 mesh aus goldbeschichtetem Cu (Plano; Wetzlar,

Deutschland) verwendet.

4.6 Bildvergleich
Zur Ausfuhrung mathematischer Bildoperationen von Graustufenbildern mit 256 Abstufungen

diente das open source-Programm ImageJ (Version 1.45).
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5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der UMEs

5.1.1 CVs der UMEs
Die CVs der konisch geatzten Pt-UMEs zeigten h&aufig nur eine minimale Hysterese

zwischen Vor- und Rickwartszyklus. Dies weist auf eine gute Einbettung des
Elektrodenmaterials im Glas hin. Jedoch kann wahrend des Schleifvorgangs die Einbettung
der UME durch das Schleifmaterial verletzt werden, was insbesondere bei sehr kleinen
Elektroden das voltammetrische Verhalten beeinflusst. Durch die entstehenden Risse und
Furchen an der Oberflache kam es zu einem erhdhten Stromwert und einer ausgepragten
Hysterese (Abbildung 19A). Durch eine erneute thermische Behandlung bei Temperaturen
oberhalb der Glaslibergangstemperatur wurde das Glas an der Oberfliche wieder zum
FlieRen gebracht. Das unterseitig-vertikale Einfihren der UME in die Heizschlaufe entlang
der Gravitationslinien bewirkte dabei ein isotropes Flieien des Glases. Dabei zeigte sich
nach der thermischen Behandlung eine signifikant bessere Einbettung und ein kleinerer
effektiver Radius, der auf das SchlieRen der Risse an der Phasengrenzflache (Abbildung
19B) hinwies. Gelegentlich zeigte sich auch, dass mit dieser thermischen Behandlung

festsitzende Verunreinigungen an der Oberflache entfernt werden konnten.
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Abbildung 19: CV einer UME mit 200 nm bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 50 mV/s vor
(A) und nach (B) der thermischen Behandlung bei 800°C mit der Heizapparatur. Die wéassrige
Messlésung enthielt 1,0 mM FcMeOH und 0,25 M KNO3.P2
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Die thermische Behandlung wurde nur dann zur Anwendung gebracht, wenn dies nach

Aufnahme des CVs notwendig war.

Die mit der neuartigen Methode gefertigten Wollaston-UMEs zeigten gute Einbettungen und
stabile I, .- Werte. Ein reprasentatives CV einer 2 pum Wollaston-UME ist in Abbildung 20B
gezeigt.

5.1.2 Amperometrische PACs der UMEs

Der wichtigste Vortest zur Abschatzung der zu erwartenden Abbildungsqualitat ist die

Aufnahme von PACs. Diese wurden stets Uber harten, idealen Oberflachen wie Deckgléasern
durchgefuhrt. Routinemafig wurden die PACs bis zu einer deutlichen Abweichung vom
idealen Verhalten aufgenommen. Die erhaltenen PACs wurden mit Gin. (15) angenahert. Die
Annaherung beider Kurven basiert auf der Methode der kleinsten Abweichungsquadrate und
liefert einen theoretischen RG-Wert. In Abbildung 20A ist die gute Ubereinstimmung beider
Kurven bis zum Stoppwert von 20% I .. zu erkennen. Durch die Iteration der Gleichung
wurde ein RG-Wert von 17 errechnet, der die mittlere Ausdehnung der Glasschicht widergibt.
Jedoch ist aufgrund des Schleifprozesses nicht mit einer idealen runden Geometrie des
Glaskorpers, sondern eher mit vier- oder mehreckigen Formen zu rechnen. Hierbei zeigten
die Mikroskopiebilder RG-Werte zwischen 12 und 20, sodass der berechnete Wert gut damit

Ubereinstimmte.
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Abbildung 20: A: Experimentelle PAC einer 2 pm Wollaston-UME (schwarz Kurve) und die
Anndherung an den theoretischen Verlauf (rote Kurve) nach GIn. (15). B: CV einer 2 um
Wollaston-UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 50 mV/s. In beiden Abbildungen wurde
1,5 mM FcMeOH als Mediator verwendet.

Durch die Annéherung der experimentellen PACs kdnnen Stromwerte in reale Abstéande der
UME vom Substrat umgerechnet werden. Insgesamt sind diese Transformationen der
SECM-Bilder als Matrix (I, x, y, z) in reale Topographie (Abstand zur Oberflache, x, y, z)

kritisch zu sehen, da die Diffusionsgleichungen fir ideale Substrate und UMEs mit perfekter
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Geometrie gelést wurden. Deshalb ist in Experimenten mit Abweichungen zu rechnen.
Zudem ergeben sich Probleme mit der Eineindeutigkeit der errechneten Distanzen bei
Substraten mit wechselnder Topographie und elektrochemischer Aktivitat. In der Literatur
wurde auf die Abhangigkeit der PACs von der GrofRe mehrerer Au-Spots hingewiesen, die in
einem Isolator eingebettet waren. Durch die Ortsabhangigkeit der PACs kann die
Transformation in reale Topographie selbst bei diesem einfachen Modellsystem nicht
erfolgen.™™! Eine &hnliche Abhéngigkeit ist auch bei der negativen Riickkopplung bei der
Abbildung talformiger Topographien denkbar, da es hier zu einer Abweichung der
Koplanaritat von Substrat und UME kommt. Jedoch ist diese Anordnung der Ansatz in der
Losung der Diffusionsgleichungen. Zur Untersuchung des Verhaltens bei den hier
verwendeten Substraten wurde die Ortsabhéngigkeit der PACs Uber Zellmonoschichten
eingehend studiert (Abschnitt 5.4.2.1).

5.1.3 Impedimetrische PACs der UMEs
Erste Experimente wurden mit 25 um UMEs mit RG 10 in PBS™ durchgefihrt, welches die

gleiche Zusammensetzung wie PBS™ hat, jedoch ohne die Anteile der Ca-und Mg-Salze.
Insgesamt lieferten die 25 pm Pt-UMEs gute PACs und eine Zunahme der Impedanz bei
Annaherung an ein Deckglas bei einer Frequenz von 100 kHz, einer Amplitude von 70 mV
und einem Grundpotential von 0,3 V (vgl. Abbildung 21). In der AC-SECM wird eine
Zunahme des Widerstands bei der Anndherung an ein Substrat als negative Rickkopplung
bezeichnet, da auch in diesem Falle der analoge Stromwert abnimmt. Bei Anndherung
wurden Phasenwinkel von etwa -60° erhalten. Dies lasst den Schluss auf eine Uberlagerung
von kapazitiven und resistiven Impedanzanteilen zu. Bei angenommener Konstanz im
Aufbau der Phasengrenzflache Elektrode/Elektrolyt, sollte nur der reale ohmsche Anteil eine
Ortsabhangigkeit bei der Annaherung zeigen. Eine Methode um beide Anteile voneinander
zu trennen, ist die Erhéhung der Messfrequenz, wodurch die ohmschen Anteile starker
betont werden. Die apparative Grenze des Frequenzgenerators im SECM betrug 1 MHz. Bei
sukzessiver Steigerung der Frequenz kam es jedoch zu einem Resonanzphanomen
(Abbildung 21). Die Halbierung der Anndherungsgeschwindigkeit bei Aufnahme der PACs,
durch Halbierung der Abstande zwischen zwei Aufnahmepunkten fuhrte zu einer
Verdopplung der Frequenz der Resonanz, was auf die Entstehung eines elektronischen

Schwingkreises hinweist.
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Abbildung 21: Impedimetrische PACs einer 25 um UME bei 100 kHz, 400 kHz und 1 MHz zur

Verdeutlichung des entstehenden Resonanzphanomens bei Anndherung an ein Deckglas.

Bei Annaherung Uber einem Isolator kann der Real- und Imaginarteil der Impedanz getrennt
voneinander diskutiert werden (Abbildung 22 Mitte). Hierbei wiesen beide Anteile eine
gualitativ ahnliche Abstandsabhangigkeit auf. Der Realteil Z* verénderte sich bei Annéherung
jedoch schon bei groBerem Abstand zur Oberflache als der Imaginarteil Z“. Zudem lieferte
die Auftragung des Phasenwinkels bei dieser Sondengrélie keine eineindeutige Zuordnung
des Abstands (Abbildung 22 rechts). Da einzig die Doppelschicht Einfluss auf die imaginéren
Impedanzanteile besitzt, kann auf eine Abhangigkeit der Doppelschicht wéhrend der
Annahrung geschlossen werden. Dies wurde in den ersten publizierten Arbeiten zur AC-
SECM noch nicht beriicksichtigt.” Dort wurde von einer konstanten Beschaffenheit der
Phasengrenzflache  ausgegangen, sodass die Kapazitit der UME  keine
Abstandsabhéngigkeit zeigen sollte. Da die in dieser Arbeit abgebildeten Zellen auch bei der
Darstellung des Phasenwinkels alle topographischen Details erkennen lassen, wurde dies
mit einer lokalen Anderung der Elektrolytzusammensetzung uber den Zellen durch
metabolische Aktivitat begriindet. In spateren Publikationen wurden die Abhangigkeiten von
Real- und Imaginarteilen der Impedanz eingehender diskutiert."® Hierbei konnte eine
Abhangigkeit von positiver oder negativer Rickkopplung der Impedanz von der Frequenz

gezeigt werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch schon von anderen Autoren

beschrieben.[107:108
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Abbildung 22: Verlaufe der Gesamtimpedanz (links), der Real- und Imaginarteile (Mitte) und des

Phasenwinkels (rechts) bei Annéherung einer 10 um UME an ein Deckglas.
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Folgend wurde das Impedanzverhalten einer kleineren UME mit @ 2 pm mit der Anndherung
im amperometrischen Modus verglichen. Dabei zeigte sich, dass bei kleiner werdenden
Elektroden der Einfluss der Doppelschicht Gber dem Ldsungswiderstand zunimmt. Die
Applikation zunehmend hoherer Frequenzen wurde dabei von Stabilitatsproblemen, was sich
in hohem Rauschen zeigte, verhindert. Zudem wurde deutlich, dass die absolute und auch
relative Impedanzanderung bei kleineren UMEs stark abnimmt. Die praktikable Grenze
waren dabei UMEs mit etwa 2 pm, welche noch eine ausreichende Signal&nderung bei
Aufnahme der PACs und eine gute laterale Auflosung ermdéglichten. Die Verwendung von
sub-um UMEs wurde mehrfach getestet, jedoch konnte hier nie eine signifikante Anderung

der Impedanz wahrend der Anndherung gemessen werden.
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Abbildung 23: Links: Verlaufe bei amperometrischer (oben links) und impedimetrischer
Annaherung (unten links) einer 2 um UME an einen Isolator. Rechts: Verlaufe der
impedimetrischen Anndherung aufgeschlisselt nach Real- und Imaginarteilen (oben rechts)
und des Phasenwinkels (unten rechts). Die amperometrische PAC wurde bei 0,3 V zur
Oxidation von FcMeOH (1,5 mM) aufgenommen. Die Aufnahme der impedimetrischen PAC
wurde in PBS -Puffer bei f = 150 kHz, U = 0 V und AU = 500 mV durchgefiihrt.

Zudem wurde das impedimetrische Verhalten von UMEs mit sehr kleinen RG-Werten

anhand der Lee-Sonden untersucht. Diese gaben im Vergleich zu Sonden gleicher Gréli3e,

aber mit RG 10 viel kleinere Anderungen der Impedanz. Dies ist auf den verringerten

Blockierungseffekt durch die minimierte Glashiille zuriickzufiihren. Am Beispiel von 25 pm
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Pt-UMEs wurden diese einer systematischen Studie zum Einfluss des RG-Wertes auf die
Anderung der Impedanz unterzogen. Hierbei wurden Sonden mit RG-Werten zwischen eins
bis zwei hergestellt und diese an einen Isolator angenéhert. Anschlieend wurden diese
Sonden an der Stirnseite leicht poliert, gefolgt von weiteren PAC-Aufnahmen. Mit dieser
Strategie konnten funf bis sechs PACs einer UME mit verschiedenen RG-Werten im Bereich
1 - 2 < 10 aufgenommen werden. Hierbei zeigten sich Unterschiede in den absoluten
Impedanzen zwischen verschiedenen Elektroden, jedoch waren die qualitativen Verlaufe der
Kurven ahnlich. Dabei stieg die Anderung der Impedanz wahrend der Ann&herung von den
anfanglichen RG-Werten (1 - 2) zunachst stark an. Bei mittleren RG-Werten von etwa 3-5
wurde dann ein Maximum erreicht, bei gréReren RG-Werten nahm die Impedanzanderung
wieder ab. Folglich ist die Blockierung des Stromflusses (Widerstand) zur UME bei mittleren
RG-Werten effektiver, da hier eine ausreichend groRe Isolatorschicht vorhanden ist.'*% In
der Praxis lassen sich UMEs mit kleineren RG-Werten naher an das Substrat bewegen, da in
jedem Experiment eine Winkelverkippung zwischen UME und Substrat auftritt. Zudem
wurden die Anderungen der Phasenwinkel bei Anndherung bestimmt. Analog zu den
Ergebnissen der Gesamtimpedanz weisen Lee-Sonden mit sehr kleinen RG-Werten nur eine
geringe Anderung der Phasenwinkel beim Annihern auf. Wurden die Elektroden an der
Stirnseite nochmals poliert, konnten groRere Anderungen des Phasenwinkels auf Werte von
etwa 25° - 45° beobachtet werden. Diese Werte waren auch bei weiterer Vergro3erung des

RG-Wertes konstant.
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Abbildung 24: Abh&ngigkeit der Anderungen der Gesamtimpedanz (A) und der Anderungen der
Phasenwinkel (B) bei der Anndherung einer 25 um Pt-UME an ein Deckglas bei verschiedenen

Frequenzen und RG-Werten.
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5.2 Topographiestudien idealer Substrate

5.2.1 Amperometrisch

Zur Demonstration der erreichbaren Abbildungsqualitat wurde ein pordser Trager mit
guadratischen Léchern (Kantenlange 800 nm; Tiefe 10 um) mit einer 200 nm UME und
FcMeOH als Redoxmediator abgebildet.” Zur Ausrichtung des Substrates wurden PACs bis
50% It, .~ aufgenommen. Anschlieend wurden PSCs zur Positionierung der UME in einem
Lochfreien Bereich aufgenommen. Zur Verbesserung der Auflésung wurde die Sonde
anschliel3end auf 20% I; .. an das Substrat angenéahert. Hierbei wurde eine sehr gute laterale
Auflésung im nm-Bereich erreicht. Die Signale im gezeigten Ausschnitt sind sehr homogen
und reichen von Werten nahe dem Offset des Potentiostaten von etwa -5 pA zwischen den
Lochern bis zu 24 pA Uber den Lochern. Durch die grol3e Tiefe der Locher im Vergleich zur
Sonde wird tber den Ldchern |1, .. erreicht. Jedoch sind beim Vergleich beider Abbildungen
Unterschiede erkennbar. Die geometrischen Verzerrungen im SECM-Bild sind dabei auf eine
kleine Neigung im Substrat in y-Richtung zurtickzufiihren. Als Resultat sind die Abstéande in
y-Richtung kleiner als in der AFM-Abbildung. Als Folge spannen vier Poren ein
Parallelogramm anstatt eines Quadrates auf. Zusatzlich treten in Vorschubrichtung der
Sonde (x-Richtung in Abbildung 25) Ausbuchtungen auf, sodass die Poren dreieckig
erscheinen. Dieser Sachverhalt kann durch einen Stromungseffekt von den Poren zur UME
bei dem sehr kleinen Abstand zum Substrat erklart werden. Wurde der Abstand der Sonde
zum Substrat vergroRert, traten die zusatzlichen hydrodynamischen Massentransporte aus

den Poren nicht mehr auf, jedoch war die erreichte Auflésung viel geringer.
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Abbildung 25: A: SECM-Abbildung eines pordsen Si/SiO,-Substrates mit einer 200 nm UME.
Aufnahmeparameter: Vorschubgeschwindigkeit 0,4 um/s; Detektionspotential 0,4 V; 1 mM
wassrige FcMeOH-Lésung mit 0,25 M KNO3. B: AFM-Abbildung des porésen Substrates.!™
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Weitere ideale Substrate stellen pordse Filtermaterialien dar, welche zur besseren Fixierung
in Form von Zellkultureinséatzen verwendet werden. Hierbei ist der Filter bereits fest mit
einem Plastikhalter verbunden. Die Filter sind in verschiedenen Materialien und Porengréf3en
kommerziell erhaltlich. Diese werden mittels lonenspurtechnologie gefertigt und bestehen
meist aus Polykarbonat. Dabei werden Schwerionen auf das Polykarbonat geschossen und
hinterlassen dabei lonenspuren, welche nachfolgend durch chemische Atzverfahren
(beispielsweise durch NaOH) bis zum gewiinschten Durchmesser aufgeweitet werden. Somit
werden statistisch verteilte, zylindrische Poren mit scharfen Ubergangen und sehr
regelmafRigen Durchmessern erhalten. Abbildung 26 zeigt eine SECM-Aufnahme einer
Polykarbonatmembran mit 8 um Poren, die mit einer 2,4 pum UME und 4 mM [Ru(NH3)g]Cls
bei U = -0,4 V aufgenommen wurde. Dabei sind die statistisch verteilten Poren von
regelmafiger GrofRe gut zu erkennen. Bei der Fertigung kann es vorkommen, dass zwei
lonen nah beieinander auf das Filtermaterial treffen, sodass sich die geéatzten Poren
Uberlappen (Position (140; 60)). Aus der Anzahl der Poren im Bildausschnitt kann zudem die
Porendichte bestimmt werden. Bei erkennbaren neun Poren in Abbildung 26 ergibt sich eine
Porendichte von 9 Poren/(110-90 pm)2 = 0,9-10° Poren/cm? welche gut mit den

Herstellerangaben von 1-10° Poren/cm? {ibereinstimmt.
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Abbildung 26: SECM-Abbildung einer Filtermembran aus Polykarbonat mit 8 um Poren.
Aufnahmeparameter: 2,4 um UME; 4 mM [Ru(NH3)e]Cls; U =-0,4 V.

Die Porendurchmesser in der SECM-Abbildung liegen dabei mit 101 um etwas Uber den
Werten der optischen Mikroskopie-Aufnahmen. Dies ist in der diffusiven Verbreiterung der
Strukturen an den Lochkanten begriindet.
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Neben den untersuchten anorganischen Substraten standen insbesondere Abbildungen
verschiedener Zellen im Fokus der Arbeit. Als erste Testobjekte wurden mit Glutardialdehyd
durchfixierte Epithelzellen verwendet. Durch die Fixierung wurden die Zellen plastisch
konserviert, sodass diese in Messlésungen jedweder Osmolaritat und in vielen Experimenten
studiert werden konnten, ohne dass eine Topographiednderung auftrat. In Abbildung 27A ist
ein grélRerer Ausschnitt einer MDCK Il-Zellmonoschicht gezeigt. Dabei wurde eine 3 pm
UME mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 8 pm/s und einem Potential U = -0,3 V
betrieben, um [Ru(NH;)e]Cls umzusetzen.” Hierbei zeigte sich, dass eine Zellmonoschicht in
einem weiteren Bereich Uber keine homogene Topographie verfigt. Innerhalb der
Zellmonoschicht gibt es Regionen, in denen mehrere benachbarte Zellen auf ahnlichem
Hohenniveau liegen, zudem sind auch Zell-freie Bereiche im SECM erkennbar. Da jedoch
die untersuchte Zellschicht konfluent bewachsen war, liegen einige Zellen viel tiefer als die
hdchstgelegenen Zellen und sind daher au3erhalb des Fokus des SECM. Zusatzlich sind in
Abbildung 27A rechts oben und an der linken Seite Bereiche zu identifizieren, die rundlich
erscheinen und vergleichsweise hoch liegen. Diese dreidimensionalen Strukturen werden als
domes bezeichnet. Sie entstehen bei MDCK IlI-Zellkulturen, die bereits konfluent sind und
dann weiter in Kultur gehalten werden. Nach erfolgter Konfluenz transportieren die Zellen
Salze von der apikalen (oberen) zur basalen (unteren) Zellseite und reichern diese dort an.
In der Folge wird die Konzentrationsdifferenz des Salzes zwischen apikaler und basaler
Zellseite durch Wasser abgebaut, wodurch es zur lokalen Desorption der Zellen vom
Substrat und so zur Bildung der domes kommt. Diese kdnnen, je nach Auspragung und
Stadium, mehrere Zelldurchmesser in vertikaler Dimension erreichen und fihren daher zu

Problemen in SECM-Abbildungen im constant-height-Modus.
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Abbildung 27: SECM-Abbildungen im constant-height-Modus einer fixierten MDCK II-
Zellmonoschicht. A: Ubersichtsabbildung der Monoschicht mit 3 pm UME und 1 mM
[Ru(NH3)¢]Cls bei U = -0,3 V; B: Hochauflésende Abbildung zweier Zellen mit einer 1 pm UME
und 1,5 mM FcMeOH bei U = 0,4 V.IY
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In Abbildung 27B ist zudem ein hochauflosender Ausschnitt einer MDCK 1l-Zellmonoschicht
ohne domes angefihrt, der mit einer 1 pum UME und 1,5 mM FcMeOH abgebildet wurde. Um
die von den domes ausgehende Gefahr der Sondenschadigung zu umgehen, wurde in
nachfolgenden Experimenten auf NRK-Zellen ausgewichen, die ebenfalls Uber eine
Pflasterstein-Morphologie verfigen, jedoch keine dreidimensionalen Strukturen ausbilden.

5.2.2 Impedimetrisch

Die erreichbare Auflésung in der AC-SECM ist Gegenstand aktueller Forschung und wird
kontrar diskutiert. In der ersten Arbeit zur AC-SECM wurde auf die Beziehung zwischen
Strom und Widerstand tiber das Ohmsche Gesetz hingewiesen, sodass beide Grol3en zwar
gegenlaufig sind, jedoch zwischen beiden kein Vor- oder Nachteil in der erreichbaren
Auflésung bestehen sollte.™*% An anderer Stelle wird auf eine inverse Beziehung zwischen
der SondengroéRe und Anderung der Impedanz bei Annaherung an ein Substrat hingewiesen,
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sodass der Einsatz méglichst kleiner UMEs vorteilhaft ist.*" Zudem ist eine Arbeit zur AC-

SECM zur vergleichenden Abbildung von Zellen unter An- und Abwesenheit von Mediator

") Dabei wurde bei Annaherung einer 2 pm UME im amperometrischen Betrieb

dokumentiert.
eine Stromreduzierung von 90% erreicht, im impedimetrischen jedoch nur von 10%. Damit
wurde der Einsatz groRerer UMEs mit Durchmessern von 5 - 10 um bei impedimetrischer
Aufnahme erwogen, die jedoch nicht fir hochauflésende Darstellungen von Substraten

geeignet sind.

0 yl[um]

Abbildung 28: Optische Aufnahme eines C-beschichteten Cu-TEM-Gitters mit 400 mesh (A) und
eine amperometrische SECM-Aufnahme, aufgenommen mit einer 10 pm UME mit 1,5 mM
FcMeOH bei U = 0,3 V (B).

Als ideale Substrate mit topographischen Details in der GroRenordnung von 10 - 50 um
eignen sich Gitter, die in der TEM als Probenhalter verwendet werden. Die Gitter sind aus
blankem Cu gefertigt und je nach Ausfihrung nachtraglich mit Kohlenstoff oder Gold

beschichtet. Damit ist in jedem Falle eine leitende Oberflache zu erwarten. Die Gitter
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besitzen einen regelmaRigen Aufbau und sind in verschiedenen Stegbreiten und
Kantenldngen der quadratischen Aussparungen erhéaltlich. Abbildung 28A zeigt eine optische
Aufnahme eines 400 mesh Substrates aus C-beschichtetem Cu.

y [Mm] 20

Abbildung 29: Impedimetrische SECM-Aufnahme im constant-height-Modus als Darstellung der
Gesamtimpedanz (A), der Real- und Imaginarteile (B und C), sowie des Phasenwinkels (D)
eines 400 mesh C-beschichten Cu-TEM-Gitters mit einer 10 um UME unter Anwesenheit von
FcMeOH bei U =0,3V, f =100 kHz und AU =0,1V.

Zur ersten Orientierung wurden amperometrische Aufnahmen mit einer 10 um UME in einer
FcMeOH-L6sung bei 0,3 V durchgefihrt. Hierbei ist die regelmafRige Struktur zu erkennen,

jedoch sind die Ubergange an den Kanten der Aussparungen und insbesondere an den
52



Ecken durch die diffusive Verbreiterung weicher. Trotz der leitenden Oberflache und der sehr
guten Abbildungsqualitat, was auf eine gute Sondenqualitat hinweist, wurde keine positive
Ruckkopplung erhalten. Offenbar ist hier die Regeneration des Mediators am C-
beschichteten Cu bei der verwendeten Sondengrof3e nicht effizient genug, um die an allen
Oberflachen auftretende negative Rickkopplung zu Giberkompensieren.

AnschlieBend wurde die Sonde an der auch fir die amperometrische Bildaufnahme
verwendeten Position belassen und auf die Impedanzmessung mit f = 100 kHz, AU = 0,1 V
und E = 0,3 V umgeschaltet. In Abbildung 29A ist dabei zunéchst die Gesamtimpedanz
gezeigt. Da bei der Bildaufnahme an jedem Messpunkt die Frequenz eingestellt werden
muss, ist die Aufnahmezeit im Vergleich zur Amperometrie deutlich verlangert. Bei einer
Anzahl von 40000 Bildpunkten, die jener in Abbildung 28B entspricht, werden im
amperometrischen Modus etwa 30 min, im impedimetrischen Modus dagegen etwa 4 h
bendtigt, sodass dynamische Prozesse oder instationdre Substrate nicht mit hoher
Zeitauflésung abgebildet werden kénnen. Analog dem amperometrischen Modus entspricht
der maximale Signalwert etwa dem dreifachen des minimalen Signalwertes, sodass hier auf
eine analoge Beziehung zwischen Strom (amperometrisch) und Widerstand (impedimetrisch)

(1% Neben der geringfiigigen Verzerrung

bei konstantem Potential geschlossen werden kann.
in x-Richtung sind im Vergleich zur Amperometrie sehr scharfe Kanten zu erkennen, da bei
der Impedanzmessung keine Verbreiterung der Strukturen infolge der Mediatordiffusion
erfolgt. Analog zu den amperometrischen Messungen zeigte sich eine negative
Ruckkopplung mit einer erhéhten Impedanz Uber den Gitterstegen und einer erhéhten
Admittanz lber den Aussparungen. Die Abbildung 29B zeigt die realen Signalanteile, welche
die ohmschen Anteile zwischen der UME und der Gegenelektrode widerspiegeln. Dieser
Parameter ist zur hochauflosenden topographischen Darstellung der TEM-Gitter weniger gut
geeignet, da hier der Kontrast im Vergleich zur Gesamtimpedanz abgenommen hat. In
Abbildung 29C sind die imaginaren Signalanteile gezeigt. Die Betrdge der imaginaren
Impedanzen ist dabei deutlich hdher als die der realen, sodass die Doppelschicht schon bei
einer 10 um UME einen dominierenden Effekt auf die Gesamtimpedanz aufweist. Dieses
Verhalten zeigt sich auch in Abbildung 29D, in der die Phasenwinkel ortsaufgeltst dargestellt
wurden. Durch Werte nahe -90° besitzt die UME einen grof3en kapazitiven Charakter. Dabei
zeigt die Darstellung des Phasenwinkels einige topographische Auffalligkeiten, die auf eine
lokale Beeinflussung der Doppelschichtkapazitat hinweisen. Wurde anstatt eines gleich
dimensionierten, jedoch blanken Cu-Gitters ohne Beschichtung mit einer 5 pm UME
untersucht, ergaben sich sowohl im amperometrischen als auch im impedimetrischen Modus
positive Ruckkopplungen. Dies kann auf eine hohere Effizienz der Mediatorregeneration an

reinem Cu zurlckgefuhrt werden.
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Zudem wurde die Potentialabhangigkeit der impedimetrischen Messung bei Anwesenheit
von FcMeOH untersucht. Dazu wurden repetitive Abbildungen eines blanken 400 mesh Cu-
Gitters mit einer 5 pym UME bei -0,2 V und +0,4 V durchgefuhrt. Hierbei erfolgt bei +0,4 V
eine vollstandige Konversion von FcMeOH an der UME, nicht dagegen bei -0,2 V. Dabei
wurden in den impedimetrischen Abbildungen keine qualitativen Unterschiede festgestellt.

60

Abbildung 30: Abbildungen eines Au-beschichteten Cu-TEM-Gitters mit 2000 mesh. A:
Optische Mikroskopieaufnahme; B: Amperometrische SECM-Aufnahme mit einer 3,5 um UME
mit FcMeOH bei U=0,3 V.

Nachfolgend wurde der Einfluss einer reduzierten Sondengr63e untersucht. Zudem sollte der
Vorteil der Impedanz, die mediatorfreie Abbildung, genutzt werden. Um vergleichbar viele
Poren im Bildausschnitt zu erhalten, wurde ein Cu-Gitter mit 2000 mesh verwendet, auf das
Au aufgedampft war. Neben der optischen Aufnahme (Abbildung 30A) wurde mit einer
3,5 um UME zunéachst unter Anwesenheit von FcMeOH eine amperometrische Aufnahme
durchgefiihrt (Abbildung 30B). Hier ist die regelmafiige Anordnung und Grof3e der Poren
erkennbar. Kontrar zur Abbildung des 400 mesh Substrates mit der 10 um UME wurde eine
schwache positive Riickkopplung Uber den Stegen (blauen Kolorierung) erhalten, die durch
die Aufnahme der zugehdrigen PACs unterstiitzt wurde. Dies kann auf den edlen Charakter
des Gittersubstrates zurtickgefiihrt werden, welches offenbar mit einer erhdhten
Regenerationseffizienz einhergeht. Da der erhaltene Stromwert additiv aus den Anteilen der
negativen Ruckkopplung, welche zu einem kleineren Stromwert fuhrt, und der positiven
Ruckkopplung, die eine Signalerhéhung bedingt, zusammen gesetzt ist, ist die absolute

Signalénderung Uber den Stegen und tber den Poren vergleichsweise gering.
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Abbildung 31: Impedimetrische SECM-Aufnahmen eines goldbeschichteten Cu-TEM-Gitters mit
2000 mesh. Die Aufnahmen erfolgten mit einer 5 um UME mit U =0,3V und AU=0,1Vin PBS -
Puffer ohne Mediatorzusatz bei f = 100 kHz (A/B) und f = 400 kHz (C/D). Bei beiden

Ausschnitten sind jeweils die Gesamtimpedanzen (A und C) und die zugehorigen

Phasenwinkel (B und D) dargestellt.

AnschlieRend wurde das 2000 mesh Substrat mit einer 5 um UME in PBS™ Puffer ohne
Mediatorzusatz und unter konstanten Bedingungen (f = 100 kHz, AU = 0,1 V, E = 0,3 V)
impedimetrisch abgebildet. Hier wurde eine negative Riickkopplung erhalten (Abbildung
31A). Auch in der zugehdrigen Darstellung der Phasenwinkel wurden alle wichtigen
topographischen Details erhalten. Anschlieend wurde die Frequenz auf 400 kHz erhéht, um
die resistiven Anteile der Impedanz starker zu betonen (Abbildung 31C). Hierbei wurde
gualitativ keine bessere Auflésung erreicht, jedoch ging bei dieser hohen Frequenz die

Information Uber die Phasenwinkel vollstandig verloren (Abbildung 31D).

Insgesamt kann aus den Impedanzexperimenten geschlussfolgert werden, dass die
Abbildungsmethode insbesondere bei groReren UMEs (10 - 25 um) durch das Potential zur
Abbildung in Mediatorabwesenheit mit dem amperometrischen Modus konkurrieren kann,
auch wenn die Zeitauflosung deutlich schlechter ist. Jedoch zeigten insbesondere die
kleineren UMEs mit @ < 5 um eine signifikant geringere Anderung der Impedanz bei
Anngherung. Dies steht im Einklang der Ergebnisse von Diakowski.”” Umgekehrt miissen
die Ergebnisse von Horrocks™% zuriickgewiesen werden, nachdem die Impedanzanderung

bei Sonden jedweder Dimensionierung analog der amperometrischen Anderung ist. Ebenso
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stehen die Ergebnisse kontrar zu der Arbeit von Osbourn™?, in der kleinere Sonden eine

umso gréRere Anderung der Impedanz bei Annaherung zeigten.

5.3 Untersuchung der positiven Rickkopplung

Wird an einem Leiter kein externes Potential aufgeschlagen, so kénnen dennoch Elektronen
vom Leiter auf einen anwesenden Mediator Ubergehen. Im Falle einer damit stattfindenden
Regenerierung des Mediators wird eine positive Riickkopplung erhalten. Die dafir benétigten
Elektronen missen an einem raumlich entfernten Punkt des Leiters durch eine
elektrochemische Umsetzung eines in der Loésung anwesenden Analyten oder des
Losungsmittels Ubertragen werden. Durch die rdumliche Trennung der Elektronenabgabe
und Elektronenaufnahme entstehen im Leiter Orte mit Elektroneniberschuss und
Elektronenmangel. Durch die Ladungstrennung innerhalb des Leiters wird von der
Entstehung einer bipolaren Elektrode gesprochen. In der jlngsten Literatur ist eine
Limitierung der positiven Rickkopplung tber leitenden Oberflachen bei hinreichend kleinen
Leitern ohne Potentialaufschlag diskutiert worden.'*? Dieses Verhalten eines Leiters bei
Variation der GroRenverhéltnisse zwischen Substrat und UME sollte im Folgenden

untersucht werden.

Nachfolgende Anwendungen kdnnten Studien ein- und zweidimensionaler Nanostrukturen
sein, die mindestens eine makroskopische Dimension aufweisen. In der Literatur wurden
SECM-Abbildungen eines Au-Nanobandes (Breite: 500 nm; Lange: 50 pm) mit einer 2 pm
UME beschrieben.™*? Hier ist die abbildende Elektrode etwa 10-mal groéRer als das Substrat.
Zudem wurde die Abbildung eines einwandigen Nanoréhrchens (& 1,6 nm, Ladnge 2 mm) mit
einer 10 pm UME beschrieben.™¥ Dieses erstaunliche Ergebnis wurde mit einer sehr

effizienten Mediatorregeneration erklart.

5.3.1 Vorexperimente

Zur Untersuchung, ob die Verringerung der Sondengréfe Einfluss auf die Fahigkeit als
bipolare Elektrode hat, wurden zwei Pt-UMEs an einer Normalen, jedoch gegenlaufig
zueinander, positioniert. Diese Anordnung entspricht der eines Generator/Kollektor-
Experiments. Dazu wurde eine 60 pm Pt-UME mit einer 25 pm UME einmal unter
Potentialaufschlag fiir die Regeneration von FcMeOH und nachfolgend ohne
Potentialaufschlag abgebildet. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Stromerh6hung tber dem Leiter. Im Falle eines Potentialaufschlags an der Substratelektrode
kam es zu einem hoéheren Stromwert an der abbildenden UME. Nachfolgend wurde die
60 pm Pt-UME mit einer 0,6 um UME abgebildet (Abbildung 32A und C). Hierbei zeigte sich
nur eine marginale Stromerhéhung bei Verwendung eines Potentialaufschlags an der
Substratelektrode. Dies kann mit den relativen GroRenverhaltnissen beider UMEs begriindet

werden. Wahrend im ersten Experiment beide UMEs eine &hnliche Dimensionierung
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aufweisen, ist im zweiten Experiment die Substratelektrode um ein Vielfaches grofl3er als die
abbildende UME. Ist der abzubildende Leiter von ahnlicher GrolR3e, ist die Fahigkeit des
Leiters, als bipolare Elektrode zu wirken, begrenzt. Daher resultierte eine Stromerhdéhung bei
Potentialaufschlag nur im ersten Experiment. Im zweiten Experiment ergaben sich mit und
ohne Potentialaufschlag nahezu keine Unterschiede, da hier die kleinere UME den Einfluss
eines quasi unendlichen Leiters spurt.
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Abbildung 32: SECM-Abbildungen einer 60 um Pt-UME als Substratelektrode mit einer 25 um
Pt-UME mit (A) und ohne (C) Potentialaufschlag von -0,2 V zur Reduktion von FcMeOH®. Die
vergleichende Darstellung der UME mittels optischer Mikroskopie ist in (B) dargestellt. Die
aktive Pt-Elektrode wurde nachfolgend mit einer 0,6 pm UME mit (D) und ohne (E)
Potentialaufschlag von -0,2 V zur Reduktion von FcMeOH® abgebildet. In allen SECM-
Abbildungen wurde FcMeOH (1 mM) bei 0,3 V an der scannenden UME oxidiert.

Nachfolgend wurde das Experiment mit einer 25 um UME wiederholt, die wiederum mit einer
25 pm UME und einer 0,6 um UME abgebildet wurde (vgl. Abbildung 33). Da hier beide
UMEs gleich grof3 sind (& 25 um), wurde keine positive Ruckkopplung mehr erhalten, wenn
kein Potential aufgeschlagen wurde (Abbildung 33C). Jedoch zeigte sich eine deutliche
Signalverstarkung bei Potentialaufschlag (Abbildung 33A). Bei der Abbildung der 25 pum
UME mit der 0,6 um UME, ergaben sich mit und ohne Potentialaufschlag an der
Substratelektrode wiederum kaum Unterschiede, da auch die 25 pum UME viel groR3er als die
0,6 um UME ist (Abbildungen 33D und E).
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Abbildung 33: SECM-Abbildungen einer 25 pym Pt-UME als Substratelektrode mit einer 25 pum
Pt-UME mit (A) und ohne (C) Potentialaufschlag. AnschlieBend wurde die aktive Pt-Elektrode
gegen eine 0,6 um UME mit (D) und ohne (E) Potentialaufschlag getauscht. Die optische
Mikroskopieaufnahme ist in B dargestellt. Alle weiteren Parameter sind analog zu Abbildung
32.

Im letzten Experiment wurde versucht, eine 3 um UME mit einer 25 um UME abzubilden
(Abbildung 34). Hierbei wurde erwartungsgemafld ohne Potentialaufschlag keine positive
Ruckkopplung erhalten. Unter Potentialaufschlag an der Substratelektrode wurde zwar keine
positive Ruckkopplung detektiert, jedoch war der gemessene Stromwert Uber dem Leiter
grolRer als Uber der isolierenden Glasschicht, wenngleich nicht héher als der Stromwert der
Bulkphase. Bei der Abbildung der 3 pum UME mit der 0,6 um UME wurde eine positive
Ruckkopplung bei Potentialaufschlag erhalten, die jedoch ohne diesen ausblieb. Dies liegt an
der nicht ausreichenden Koplanaritat zwischen beiden UMEs, sodass hier die 0,6 um UME
nicht nah genug angendahert werden konnte, um die negative Ruckkopplung zu
Uberkompensieren.
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Abbildung 34: SECM-Abbildungen einer 3 um Pt-UME als Substratelektrode mit einer 25 um Pt-
UME mit (A) und ohne (C) Potentialaufschlag. AnschlieBend wurde die aktive Pt-Elektrode
gegen eine 0,6 um UME mit (D) und ohne (E) Potentialaufschlag getauscht. Die optische

Mikroskopieaufnahme ist in B dargestellt. Alle weiteren Parameter sind analog zu Abbildung
32.

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass ein leitendes Substrat ohne
Potentialaufschlag nur mit einer UME mit kleinerer Dimensionierung abgebildet werden

kann."? Wird jedoch mit Potentialaufschlag gearbeitet, kénnen auch kleinere Strukturen
abgebildet werden.

5.3.2 Goldnanoinseln auf Glas

Als Applikation sollte die Auflosungsgrenze bei sehr kleinen UMEs untersucht werden. Als
Substrat diente hier ein Objekttrager, auf denen Goldinseln in Form liegender Tropfen mit
Durchmessern im Bereich von 50 - 200 nm aufgetragen wurden.™*® Leider konnte hier keine

Stromerhdhung bei Verwendung einer 400 nm UME erhalten werden.
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Abbildung 35: SEM-Abbildung der Gold-Nanoinseln auf Glas.!**®

5.4 Topographiestudien an lebenden Zellen

Die hier beschriebenen Studien wurden an konfluenten Zellmonoschichten durchgefihrt, um
die erwahnten Vorteile des constant-height-Modus auszuschopfen. Dabei wurde zunachst
der Einfluss verschiedener Mediatoren auf die Zellviabilitat und der Einfluss des osmotischen

Drucks der Losung untersucht. AnschlieRend wurden verschiedene Anwendungen erprobt.

5.4.1 Stabilitdts- und Viabilitdtsanalyse géngiger Mediatoren

Die verwendeten Mediatoren muissen in erster Linie an Pt-UMEs zuverlassig
elektrochemisch detektierbar und im elektrochemischen Fenster alleinig konvertierbar sein,
um keine unerwinschten Nebenreaktionen auszulésen. Als geeignete Kandidaten der
vergleichenden Studie wurden neben den haufig in der SECM-Literatur verwendeten
Mediatoren [RuU(NHz)g]Cl;, FcMeOH, FcCOOH und K4Fe(CN)s] auch die analogen
Cyanometallate K4[W(CN)g]-2H,O und K4Os(CN)e]-3H,0 in die Studie mit einbezogen. Die
Mediatoren wurden in einer Konzentration von je 1 mM in PBS™ mit 1 g/L Glukose gelost
und auf die NRK-Zellmonoschichten appliziert. Die Experimente wurden analog den SECM-
Bedingungen bei Raumtemperatur durchgefihrt. Nach einer Inkubationszeit von 6 h wurde
ein auf Calcein-AM basierter Assay durchgefiihrt, um zuverlassig tote von lebenden Zellen
zu unterscheiden. Calcein-AM ist ein hydrophobes Molekil, das mehrere Ester- und
Lactonfunktionen enthalt. Als kleines, unpolares Molekil kann es leicht in intakte Zellen
permeieren. Dort transformieren Esterasen in den Zellen Calcein-AM zu Calcein, welches
stark fluoresziert und nicht mehr die Zellbarrieren Uberqueren kann. In diesem Viabilitats-
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Assay zeigten K4Fe(CN)e¢] und K;[Os(CN)e]-3H,O zytotoxische Wirkungen auf NRK-Zellen.
Von den verbliebenen Kandidaten wurden nachfolgend zyklovoltammetrische und
amperometrische Messungen durchgefuihrt, um das Redoxverhalten und die Signalstabilitat
zu untersuchen. Dabei zeigte K4W(CN)g]-2H,0 in PBS™*-Puffer ein ausgepragtes ohmsches
Verhalten, welches nur durch Zugabe hoéherer, jedoch unphysiologischer Konzentrationen an
NaCl normalisiert werden konnte. Da die Redoxpotentiale von FcMeOH und FcCOOH nur
etwa 50 mV auseinander liegen, wurde FcMeOH aufgrund der besseren amperometrischen
Signalstabilitat der Vorzug gegeben.

Zur Viabilitatsanalyse von U373-MG-Zellen wurden diese mit Messlésungen bestehend aus
je 1mM FcMeOH und [Ru(NH3)s]Cl; in Leibovitz-L15-Puffer tberschichtet und die
Topographie der Zellen Uber die Zeit verfolgt. Dabei zeigte sich, dass FcMeOH auch nach
6 h keine sichtbare Topographieanderung induzierte, jedoch wies [Ru(NHs)e]Clz schon nach
3 h eine starke Zytotoxizitat auf.

5.4.2 SECM-Abbildungen von NRK-Zellen
Aufgrund der Ergebnisse aus den zuvor durchgefiihrten Zellstudien mit fixierten Zellen und

der Mediatorentests wurden NRK-Zellen eingehend im constant-height-Modus studiert. Um
mogliche Interferenzen mit der Reduktion von geléstem O, auszuschliel3en, wurde
vorzugsweise mit FcMeOH gearbeitet. Zunachst wurden alle Zellmonoschichten durch
Aufnahme von PACs ausgerichtet. Nachfolgend wurde die Ortsabhangigkeit der PACs Uber
der Zellmonoschicht untersucht.

5.4.2.1 Ortsabhangigkeit der PACs uber einer NRK-Zellkultur
Wird eine UME Uber einer Stelle der Zellmonoschicht angenéhert, ist es im Voraus unklar, ob

sich die Sonde direkt Uber einem Zellkérper, Gber einem Zell-Zell-Kontakt oder an einer
Position zwischen diesen beiden Extremen befindet. Daher wurde eine 1,2 ym UME
zundchst auf 75% I; . an das Substrat angendhert und eine PSC aufgezeichnet
(eingefasstes Bild in Abbildung 36). Dabei sind zwei Zellkérper bei den Positionen 15 um und

30 um zu erkennen.
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Abbildung 36: Abhéangigkeit der Form der PACs an drei verschiedenen Positionen (1 - 3) Uber
einer NRK-Zellmonoschicht mit einer 1,2 ym UME in PBS™-Puffer mit 1,5 mM FcMeOH. Die
PACs wurden von einer virtuellen Ebene z, aus aufgenommen und der Abstand der UME bis
zum Erreichen von 60% Iy, . aufgezeichnet. Das eingefasste Bild zeigt eine PSC uber der

Zellmonoschicht und mit den zugehorigen Positionen aus denen die UME angenahert wurde.”

AnschlieRend wurden von einer virtuellen Ebene tber der Zellmonoschicht aus PACs an drei
charakteristischen Stellen aufgenommen. Hierbei sollte zundchst geklart werden, ob die
Stromunterschiede zwischen Zellkérper und Zell-Zell-Kontakten auf topographische
Unterschiede im Substrat zurlickzufihren sind. Beim Vergleich der tber dem Zellkorper
aufgenommen PAC2 in Abbildung 36, mit der Gber einem Zell-Zell-Kontakt aufgenommenen
PAC1, konnte dies verifiziert werden. Diese topographischen Unterschiede sind in der PAC3,
in der tieferliegenden, benachbarten Zelle in Richtung gréRerer Distanzen noch verstarkt.
Zudem wurde eine Ortsabh&ngigkeit der Form der PACs lber der Zellmonoschicht detektiert.
Wahrend an Position 2 eine steile und ideal verlaufende PAC aufgenommen wurde, ist bei
den PACs der Positionen 1 und 3 ein Wendepunkt erkennbar, der einem mechanischen
Kontakt zwischen der UME und den Zellen entstammt. Dabei wird deutlich, dass eine Sonde
nicht beliebig nah an die Zell-Zell-Kontakte angenahert werden kann. Als direkte
Konsequenz kann eine Transformation der (I; X; y; z)-Matrix in eine (d; X; y; z)-Matrix durch
die nicht konstanten PACs nicht ohne grol3e Fehler erfolgen. Die Ortsabhangigkeit der PACs

Uber PC12 Zellen wurde bereits in der Literatur diskutiert und auf Unterschiede in der
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dreidimensionalen Form der Zellen zuriickgefiihrt.™® Als Konsequenz fiihrt die Abbildung
von Zellmonoschichten im constant-distance-Modus zu den eben erlauterten Problemen bei
der Anndherung in die schmalen Spalten zwischen den Zellen. Der zur Darstellung von
Zellmonoschichten impraktikable constant-distance-Modus bei konstantem Strom wurde
auch in Vorexperimenten bestatigt.

5.4.2.2 Einfluss der Osmolaritat der Losung

Der osmotische Druck der Losung hat einen grof3en Einfluss auf die Form und insbesondere
das Volumen von Zellen. Der isotonische Wert des osmotischen Drucks liegt bei etwa 270
mosmol/kg, bei dem Zellen ihre native Ausdehnung und Form aufweisen. Wird die Zelle
einer hypotonischen L6sung ausgesetzt, die eine Osmolaritdt < 270 mosmol/kg aufweist,
wird Wasser in die Zelle transportiert, um die intrazellulare Konzentration an geldsten
Teilchen anzupassen. Von auf3en betrachtet, erhoht sich durch die Wasseraufnahme das
Zellvolumen und die Zelle erscheint stark konvex. Umgekehrt reagiert die Zelle unter
hypotonischem Stress (Osmolaritét > 270 mosmol/kg ) mit einem Efflux von Wasser, sodass
die Zelle insgesamt flachiger erscheint. Diese Abhé&ngigkeit wurde in rudimentérer Art mit
PSCs an PC12-Zellen studiert.**®! Hierbei wurden einem HEPES-Puffer einerseits 0 mM
NaCl (hypotonisch), 260 mM NacCl (isotonisch) und 520 mM (hypertonisch) zugesetzt. Dabei
ist anzumerken, dass bei der Dissoziation von NaCl sowohl Kation als auch Anion zur
Osmolaritat beitragen, sodass die dort verwendete isotonische L&sung keine isotonische

Osmolaritat, sondern theoretisch 520 mosmol/kg aufweist.

Durch die Abhéngigkeit der Zellkurvatur von der Osmolaritdt der Losung bedingt sich ein
direkter Einfluss auf die Abbildungen im constant-height-Modus. Zunachst wurde eine PBS™-
Lésung, die 1,5 mM FcMeOH und 1 g/L Glukose enthielt, mit Wasser auf eine Osmolaritat
von 240 mosmol/kg eingestellt (Abbildung 37A). Hierbei sind drei Zellen dargestellt, die nicht
konfluent erscheinen. Infolge der hypotonischen Bedingungen weisen diese zudem eine
konvexe Gestalt auf. AnschlieBend wurde durch Zugabe von 0,5 M NaCl-Losung die
Osmolaritat mit 290 mosmol/kg in den schwach hypertonischen Bereich geandert. Die
Zugabe der hochkonzentrierten Salzlésung verringert hierbei eine zu starke
Mediatorverdiinnung. Die nachfolgende Abbildung 37B zeigt den gleichen Ausschnitt der
Zellmonoschicht, jedoch weisen die Zellen eine flachigere Morphologie auf. Durch erneute
Zugabe der NaCl-Losung wurde die Osmolaritdt anschlieRend auf 330 mosmol/kg erhoht.
Dabei zeigten sich die Zellen sehr flach und konfluent. Der scheinbare Gegensatz, dass die
Zellen in Abbildung 37A und Abbildung 37B nicht konfluent erscheinen, obwohl diese
konfluent gewachsen sind, resultiert aus der geringen Tiefenscharfe des SECM im Vergleich
zur Phasenkontrastmikroskopie. Insgesamt kann aus dieser Studie geschlussfolgert werden,

dass bei einem hdheren osmotischen Druck die topographischen Extreme reduziert werden,
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was einer Abbildung im constant-height-Modus unter Verwendung kleiner UMEs zutraglich

ist.

Abbildung 37: Studie zum Einfluss der Osmolaritat der Lésung auf die Abbildung einer NRK-
Zellmonoschicht. Hierbei wurde eine 0,9 um UME bei einem Potential U = 0,4 V und einer
Vorschubgeschwindigkeit von 10 pm/s in einer PBS™-Lésung mit 1 g/L Glukose und 1,5 mM
FcMeOH verwendet. Dabei wurden die Zellen hypo- (A: 240 mosmol/kg) und hypertonischen
Umgebungen (B: 290 mosmol/kg; C: 330 mosmol/kg) ausgesetzt. Die Abbildungen sind jeweils

in Falschfarben (links) und dreidimensional (rechts) dargestellt.

5.4.2.3 Abbildungen lebender NRK-Zellen

Nachdem das Substrat mittels der Aufnahme von PACs und PSCs studiert wurde, folgte die

SECM-Bildaufnahme. Abbildung 38 zeigt zwei typische SECM-Aufnahmen einer konfluenten
NRK-Zellmonoschicht. Hierbei wurde eine 0,6 um UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit
von 10 pum/s und einem Potential von 0,3 V verwendet. Dabei sind in Abbildung 38A etwa
funf Zellen abgebildet, die in der typischen Pflastersteinmorphologie angeordnet sind.
Auffallig sind hier die individuellen Kolorationen der Zellkorper, welche auf verschiedene
Hohenniveaus hinweisen. Insbesondere liegt die Zelle links oben deutlich tiefer als die daran
angrenzenden Zellen. Die Auflésung individueller Hohenprofile innerhalb der Monoschicht
kann hierbei nicht mit der Phasenkontrastmikroskopie gezeigt werden. Dies verdeutlicht die

Starken des SECM, insbesondere bei der Auflésung vertikaler Strukturen. Das wichtigste
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Kriterium zur Aufldsung der Einzelzellen innerhalb eines Zellverbandes sind die Zell-Zell-
Kontakte. Diese sind im gezeigten Ausschnitt gut zu erkennen und haben in lateraler
Richtung eine Ausdehnung von etwa 1 - 3 um und weniger als 1 pm in horizontaler Richtung.
Hierbei konnen die Zell-Zell-Kontakte auch zwischen Zellen, die unterschiedliche
Hohenniveaus aufweisen, gut abgebildet werden.
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Abbildung 38: Hochaufgeloste SECM-Abbildungen einer NRK-Zellmonoschicht, abgebildet mit
einer 0,6 um UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 10 pm/s und 1,5 mM FcMeOH in
PBS"*-Puffer.”

5.4.2.4 Einfluss des Mediators auf die Abbildungen

Die chemische Natur des Mediators hat ebenso einen direkten Einfluss auf die SECM-

Abbildungen, da hydrophile ionische Mediatoren die Zellmembranen nicht Uberqueren
kénnen. Im Gegensatz dazu konnen Mediatoren wie FcMeOH oder Benzochinon™” die
Zellmembran leicht Uberwinden oder sich in der Zellmembran einlagern. Im letzteren Fall
stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht des Mediators zwischen der Zellmembran und der
Messlosung ein. Wird die Sonde sehr nah an den Zellen positioniert und wird anschliel3end
der Mediator umgesetzt, wird dessen Konzentration in der Lésung reduziert, sodass aus der
der Zellmembran frischer Mediator nachgeliefert werden muss. Dieser als induzierte Transfer

{118

bezeichnete Vorgang wurde mittels PACs aufgeklart.''® Des Weiteren ist eine Publikation

bekannt, in der FcMeOH als Mediator bei der Abbildung von Zellen eingesetzt und dabei

e."™ Dabei soll das zuvor an der UME umgesetzte

eine positive Ruckkopplung erhalten wurd
FcMeOH in der Zelle regeneriert worden sein, wodurch die Stromerh6hung resultierte.
Jedoch ist die chemische Natur von FcMeOH und dem oxidierten FcMeOH® zu
unterschiedlich, sodass entweder das Kation nicht in gréRBerem Umfang aus der
Zellmembran ins Zytoplasma gelangt oder das in der Zelle regenerierte FcMeOH aufgrund
der hohen extrazellularen Konzentration nicht Gber die Membran transportiert wird. Als

weiterer Punkt muss angemerkt werden, dass die Regeneration und der Transport des
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Mediators innerhalb der Aufenthaltsdauer der UME an einem Bildpunkt, also etwa im

Zeitbereich weniger 100 ms, erfolgen muss.

Zur Untersuchung des Einflusses der Mediatoreigenschaften auf die Abbildung von NRK-
Zellen wurde ein Ausschnitt einer Zellmonoschicht mit einer 3 um UME sukzessive mit
FcMeOH bei U = 0,35 V und mit [Ru(NHs)¢]Cls bei U = -0,4 V abgebildet. AnschlieRend
wurden beide SECM-Abbildungen in Graustufenbilder mit 256 Farbabstufungen
umgewandelt und beide Bilder Pixel fur Pixel von einander abgezogen. Wenn beide
Mediatoren dasselbe Bild liefern, wiirde im Differenzbild nur die Farbe Schwarz auftauchen,
da Schwarz einem (Differenz-)Farbwert von Null entspricht. Dieses Differenzbild wurde
anschlieRend invertiert, sodass die Bereiche guter Ubereinstimmung weil3 erscheinen. Dies
wurde im Zuge eines hoheren Kontrasts der Grauwerte auf weil3em Hintergrund im Vergleich

zu einem schwarzen Hintergrund durchgefihrt.
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Abbildung 39: SECM-Abbildungen einer NRK-Zellmonoschicht aufgenommen mit einer 3 um
UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 25 pm/s mit 1,5 mM FcMeOH (A) und 1,5 mM
[Ru(NH3)¢]Cl; (C). Beide Abbildungen wurden nachfolgend in Graustufenbilder umgewandelt
und ein Differenzbild (B) erstellt.

Beim Vergleich der Bilder in den Abbildungen 39A und C wird deutlich, dass alle wichtigen
topographischen Details isotrop widergegeben wurden. Sowohl in Anzahl, als auch in Form
und Ausdehnung der Zellen gibt es keine Unterschiede zwischen den verwendeten
Mediatoren. Jedoch zeigt das Differenzbild kein vollstandig weil3es Bild, sodass
Unterschiede vorherrschen, die auf die Eigenschaften der Mediatoren zuriickzufiihren sind.
Beim Vergleich der Werte von Strommaxima und -minima ist die gro3ere Differenz beim
hydrophilen [Ru(NH3)¢]Cl; im Gegensatz zum lipophilen FcMeOH aufféllig. Wahrend die
Maximalwerte tber den tiefer liegenden Zellen vergleichbar sind, fallt die Stromabnahme bei
FcMeOH Uuber den hochstgelegenen Zellen viel geringer aus. Dies kann mit einem
induzierten Transfer von FcMeOH aus der Zellmembran in die Bulk-Loésung bei der Stérung
des Konzentrationsgleichgewichtes durch den Umsatz an der UME begriindet werden. Die

Effizienz des induzierten Transfers nimmt dabei mit geringerem Abstand zu. Durch die
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grolBeren Stromwertabstufungen bei [Ru(NHs;)g]Cls im Vergleich zu FcMeOH ergeben sich die
Differenzen in Abbildung 39B. Da jedoch beide Mediatoren qualitativ gleichartige Bilder
liefern, knnen beide fir Abbildungen mit dem SECM eingesetzt werden.

5.4.2.5 Zellen mit inkorporierten Mikropartikeln
Als Applikation der SECM-Abbildungen im constant-height-Modus wurden NRK-Zellen mit

inkorporierten 2 um Silikatpartikeln studiert. Aufgrund des Zellkerns in der Mitte der Zelle,

sind die Silikatpartikel vorzugsweise an der Zellmembran zu finden.
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Abbildung 40: SECM-Aufnahmen einer NRK-Zellmonoschicht mit intrazellularen Silikat-
Mikropartikeln (A) und vergroRerter Ausschnitt der tieferliegenden Zelle (B). Die kreisférmigen
Umrandungen wurden nachtréaglich zur besseren Visualisierung der Mikropartikelpositionen
eingefuigt. Zur Bildaufnahme wurde eine 2 ym UME mit 1,5 mM FcMeOH in PBS™ mit 1 g/L

Glukose verwendet.

In der Ubersichtsdarstellung in Abbildung 40A sind vier Zellen einer NRK-Zellmonoschicht zu
erkennen. Dabei liegen drei Zellen auf einem Hohenniveau, die Zelle in der Mitte des
Ausschnitts liegt dagegen tiefer. In der roten Kolorierung sind runde Bereiche zu erkennen,
die auf eine Anwesenheit der Mikropartikel hinweisen. Die Differenzierung, ob die Partikel
intra- oder extrazellular sind, kann ebenfalls mit dem SECM erfolgen. Da fir den
Abbildungsprozess ein repetitiver Vorschub der Sonde nétig ist, wirde sich die Position
eines Mikropartikels sukzessive in Vorschubrichtung veréandern. Die spharische Gestalt der
Partikel kann mit dem SECM nur widergegeben werden, wenn sich diese in ihren Positionen
nicht verandern. Extrazellulare Partikel mit veranderten Positionen wahrend der
Bildaufnahme wurden ebenfalls detektiert. Umgekehrt kann bei der gezeigten Abbildung 40
auf intrazellulare Mikropartikel geschlossen werden, da deren Positionen wéhrend der
Bildaufnahme unverandert bleiben. Abbildung 40B zeigt den vergrofRerten Ausschnitt der
mittleren Zelle. Durch die Begrenzung der Bilddimension sind nun topographische Details
innerhalb dieser Zelle besser sichtbar. Zudem sind mehrere runde Strukturen mit
Durchmessern im Bereich von 2 pm nahe der Zellmembran auffallig. Im
67



Phasenkontrastmikroskop wurde sichtbar, dass die Mikropartikel in mehreren Schichten
Ubereinander angeordnet sind, sodass die im SECM sichtbaren Partikel nur die oberste
Ebene dieser sind. Jedoch sind an der Peripherie der Zelle noch weitere runde
Ausstulpungen zu erkennen, die auf tieferliegende Partikel hinweisen.

5.4.3 Abbildungen von Krebszelllinien (U373-MG)
Neben den idealen Studienobjekten NRK-Zellen sollten die SECM-Untersuchungen

nachfolgend auf Krebszelllinien ausgeweitet werden, da diese eine hohe Relevanz in der
pharmazeutischen Forschung besitzen. Ziel der Experimente war zundchst die
Charakterisierung der nativen Topographie. AnschlieBend sollte in Mischkulturen eine
Zelldifferenzierung zwischen den einzelnen Zelltypen erfolgen. Hierbei wurden U373-MG-
Zellen verwendet. Diese adharente Zelllinie ist pleomorph, verfiigt also tber verschiedene
Zellmorphologien. Sie wurde von einem menschlichen Astrozytom (Gehirntumor)
abgeleitet.”® In Abbildung 41 ist ein Ausschnitt einer U373-MG-Zellkultur gezeigt, der mit
einer 2 pm UME mit einem RG-Wert von eins (Lee-UME) in Leibovitz-L15-Puffer mit 1,5 mM
FcMeOH aufgenommen wurde.

y [um]
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Abbildung 41: SECM-Abbildung einer U373-MG-Zellkultur mit einer 2 um UME mit RG-Wert = 1
(Lee-UME) in Leibovitz-L15-Puffer mit 1,5 mM FcMeOH.

Hierbei wurde bewusst eine Sonde mit sehr kleinem RG-Wert verwendet, um einen
maoglichen Kontakt mit der Zellkultur zu minimieren. In dieser Abbildung sind verschiedene
Zellen zu erkennen, die in ihrer Gréf3e zwischen 8 bis 25 pum variieren. Ebenso gibt es Zellen
mit eher runder Gestalt und solche, die Uber langliche Zellkérper und lange Fortsatze zu

benachbarten Zellen verfigen. Entscheidend fur die Abbildungsqualitat ist jedoch die grol3e
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Varianz in den Zellhéhen. Hierbei ist eine Vielzahl von Zellen erkennbar, jedoch liegt der
groRte Teil aulRerhalb des Fokus. Somit konnen Uber die Majoritat der Zellen keine
detaillierten topographischen Aussagen gemacht werden. Zur Auflésung mehrerer Zellen im
Zielausschnitt kann nur eine Sonde mit gréRerem Durchmesser verwendet werden, jedoch

geht dies mit einer Verschlechterung der lateralen Auflésung einher.

5.4.4 Abbildungen von Mischzellkulturen
In Abbildung 42A ist eine SECM-Aufnahme einer Mischkultur aus MDA-MB-231- und MCF7-
Zellen gezeigt, die mit einer 10 pm UME und 1,5 mM FcMeOH als Mediator aufgenommen

wurde. MDA-MB-231-Zellen entstammen einer Brustkrebszelllinie, die einen spindelférmigen
Phanotyp aufweist."?! MCF-7-Epithelzellen sind eine haufig verwendete Brustkrebszelllinie,
die auf eine Ostrogengabe mit Zellproliferation reagiert."?? Sie besitzt eine runde Gestalt und
neigt in-vitro zur Bildung von domes. In der SECM-Abbildung sind nur wenige hochliegende
MCF-7-Zellen zu erkennen. Diese Zellen sind einfach an ihrer runden Gestalt zu
identifizieren. Der groRte Teil der Mischkultur liegt jedoch weit unterhalb dieses
Hohenniveaus. Diese tieferliegenden Zellen sind selbst bei einer Sonde dieser Grole
auf3erhalb des Fokus in z-Richtung. Nachfolgend wurden vergleichende CLSM-Aufnahmen
(Abbildung 42B) einer MCF-7/MDA-MB-231-Mischzellkultur angefertigt. Hierbei sind die
Zellen dunkel dargestellt. Zunachst sind in der xy-Aufnahme (Aufsicht) die runden MCF-7-
Zellen zu erkennen, welche am hdéchsten liegen. In den tieferen Ebenen der Abbildung sind
zudem die spindelférmigen MDA-MB-231-Zellen zu sehen. Die beiden Seitenansichten
liefern dabei wichtige Informationen Uber mogliche Strategien zur SECM-Abbildung.
Inshesondere die Prdsenz der dreidimensionalen domes muss festgehalten werden.
Entscheidend ist zudem, dass der Abstand in z-Richtung zwischen den hdchsten und den
niedrigsten Bereichen etwa 20 um betragt, welches die Variation in den einzelnen Zellhéhen
bei den NRK-Zellen um mindestens das 10-fache Ubersteigt. Umgekehrt muss somit mit
einer deutlich groReren UME gearbeitet werden, um alle topographischen Details
abzubilden.
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Abbildung 42 A: SECM-Aufnahme einer MCF-7/MDA-MB-231-Mischzellkultur mit einer 10 pm
UME und 1,5 mM FcMeOH. B: CLSM-Aufnahme einer MCF-7/MDA-MB-231-Mischzellkultur in der

Aufsicht (xy-Dimension) und als Seitenansicht (xz-Schnitt).

Bei dieser Mischzellkultur und weiteren Mischzellkulturen wie MDA-MB-231/U373-MG wurde
vielfach versucht, mit kleineren Sondendurchmessern von 2 um bis hinab zu sub-pm UMEs
zu arbeiten. Jedoch konnte hier keine SECM-Abbildung ohne groRRe Artefakte oder
Bildstérungen erhalten werden, was auf einen massiven mechanischen Kontakt der Sonde
mit der Zellkultur hinweist. Zudem sind in der CLSM-Abbildung keine Bereiche zu

identifizieren, in denen beide Zelltypen nebeneinander und auf &hnlichem Hoéhenniveau
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liegen. Daher wird es gerade in der praktischen Durchfihrung der SECM-Experimente
unmoglich sein, ohne lichtmikroskopische Kontrolle einen solchen Bereich zu finden und
storungsfrei abzubilden. AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die inhomogene
Verteilung der Hohenprofile innerhalb der Mischzellkultur sehr problematisch fur das
Abbilden der Topographie im constant-height-Modus ist. Insbesondere kénnen aus dem
gleichen Grund keine UMEs im sub-pm-Bereich verwendet werden, sodass in jedem Falle
die zu erwartende Auflosung in jeder Dimension, mit der bei den NRK-Zellen erreichten,
nicht vergleichbar sein wird.

5.4.5 Abbilden Uber das Sauerstoffsignal

Die Detektion von Sauerstoff gilt als wichtiger Schritt zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitat von Zellen. Eine Arbeit zur Ermittlung der individuellen intrazellularen
Sauerstoffkonzentration von NRK-Zellen wurde dabei mittels Fluoreszenzmikroskopie
durchgefuhrt.™®® Dabei zeigten sich groRe Unterschiede in der Sauerstoffkonzentration
innerhalb des gezeigten Ausschnitts der NRK-Zellmonoschicht. Wahrend einige Zellen eine
Sauerstoffkonzentration nahe der Sattigung aufwiesen, wurde in benachbarten Zellen
praktisch eine komplette Abwesenheit von O, detektiert. Dies kann unter dem Gesichtspunkt
einer fast ungehinderten Diffusion von O, durch Zellmembranen nicht leicht verstanden
werden. Daher sollte dieses Experiment mittels SECM nachgestellt werden. Gelbster O,
kann dabei insbesondere an Pt gut detektiert werden.**” Neuere Forschungen aus dem
Bereich der Elektrokatalyse zur O,-Reduktion gehen zu bindren Elektrodenmaterialien wie
Pt;Sc, Pt;Ni oder PtCo*?>*?" welche eine bis um Faktor 10 erhéhte katalytische Aktivitat im
Vergleich zum reinen Pt aufweisen. Da diese Legierungen in Hochtemperatursynthesen
gefertigt werden, kdénnen daraus nicht ohne Weiteres UMEs hergestellt werden. Daneben
gibt es zahlreiche Untersuchungen zur Reduktion von O, an Pt-UMEs. Hierbei wurde
gezeigt, dass sich Pt grundsatzlich bei sauren, neutralen oder alkalischen pH-Werten zur O,-
Reduktion in Lésung eignet. Je nach pH-Wert der Losung verschiebt sich dabei jedoch das

1.1%8 Die erhaltenen CVs sind dabei zusétzlich von der Pufferkapazitat

Reduktionspotentia
und der lonenstarke der Lésung abhéngig. Zur Erhéhung der Sensorstabilitdt wurde ein
Pulsregime zur O,-Detektion an einer 25 um Pt-UME in 1 mM NaCl-Lésung vorgeschlagen,
bei der die UME fur 30s bei 0,8 V oxidiert und anschlieend fir 20s bei -0,60 V reduziert
wurde.™% Zudem sind SECM-Abbildungen basierend auf der O,-Reduktion an tierischen
MCF10A-Zellen mit einer 10 pm Pt-UME in Puffer™% an tierischen SW-480 Zellen mit einer
3,8 pm Pt-UME in Puffer™ und an einem Protoplast mit einer dualen UME unter
Anwesenheit von 1 mM K4[Fe(CN)¢] publiziert. Hierbei wurden die CV-Studien zur Reduktion
von O, mit grofRen 25 pm UMEs ohne Zusatz eines elektroaktiven Mediators durchgefihrt.
Die SECM-Abbildungen wurden ebenfalls meist in Puffer und mit UMEs fernab von sub-pm

Dimensionen durchgefiihrt.
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Abbildung 43: CVs zur Detektion von O, mit einer 25 um UME in PBS™-Puffer bei Anwesenheit

(A) und bei Abwesenheit (B) von 1,5 mM FcMeOH. C: Verwendete Pulssequenz fir die gepulste

amperometrische Detektion von geléstem O,.

Eigene Voruntersuchungen wurden mit einer 25 pm UME in PBS™-Puffer durchgefuhrt (vgl.
Abbildung 43). Dabei wurde selbst bei diesem idealen Aufbau kein stationarer Stromwert im
CV erhalten. Insbesondere muss hier mit langsameren Vorschubgeschwindigkeiten von etwa
10 mV/s gearbeitet werden, da die Reduktion von O, vier schrittweise Ubertragene
Elektronen beinhaltet. Zudem kommt es wahrend der Reduktion zu pH-Wert-Anderungen,
sodass die CVs eine starke Hysterese zeigten. Nach den CVs wurden amperometrische
Messungen zur Signalstabilitat durchgefiihrt. Hierbei wurden massive Signalabnahmen im
Bereich des 10-fachen Wertes im Vergleich zur Stabilitaét der FcMeOH-Oxidation detektiert.
Zur Verbesserung der amperometrischen Signalstabilitdt wurde eine Pulssequenz entwickelt.
Dabei wurde die Elektrode kurzzeitig zum Pt-O oxidiert, welches im zweiten Puls wieder zum
Pt reduziert wurde. An diese Reinigungssequenz schloss sich die amperometrische
Detektion von O, bei -0,8 V an. Unter dem Einsatz dieser Pulssequenz wurde der Drift des
Stromwertes im Vergleich zur amperometrischen Messung mindestens um eine

GroRenordnung verbessert.

AnschlieRend wurden SECM-Aufnahmen einer NRK-Zellmonoschicht mit einer 1,8 um UME
in 1 mM FcMeOH durchgefiihrt (Abbildung 44A). Dabei wurde zunéchst die Topographie der
Zellen mit FcMeOH abgebildet. Anschlieend wurde das Potential an der UME auf -0,75 V
geandert und in einem zweiten Bild O, amperometrisch detektiert (Abbildung 44B). Dabei
konnten die Zellbegrenzungen durch die hohe Diffusivitat von O, nicht aufgelést werden (B).
Wourde die UME auf eine 2 um hoéher liegende Ebene positioniert, konnten die individuellen
O,-Profile zusammen mit einer um Faktor drei geringeren Vorschubgeschwindigkeit besser
aufgelost werden. Jedoch konnte auch durch den Einsatz des Pulsregimes der storende
Einfluss von FcMeOH nicht ausgeschaltet werden. Versuche mit dem zweiten
biokompatiblen Mediator zur Abbildung von NRK-Zellen, [Ru(NHs)¢]Cls, konnten nicht
durchgefuhrt werden, da die Redoxpotentiale von O, und [Ru(NH3)]Cl; zusammenfallen und
damit keine komplementaren Informationen gewonnen werden konnen. Durch die Stdérung

der O,-Detektion bei Anwesenheit eines Mediators bietet sich eine Kombination mit der AC-
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SECM an, die auch unter Abwesenheit eines Mediators genutzt werden kann. Zudem kénnte
die gesamte SECM-Messung in Puffern durchgefiihrt werden. In unabhangigen
Experimenten zur Abbildungsqualitat in der AC-SECM konnten jedoch keine UMEs mit @ <
2 um verwendet werden, welche allerdings fur die Auflésung der Zell-Zell-Kontakte nétig
sind. Daher wurde dieser Pfad der Forschung auf diesem Stand nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 44: SECM-Abbildungen einer NRK-Zellmonoschicht mit einer 1,8 um UME in PBS™-
Puffer mit 1 mM FcMeOH. Die Topographie der Zellmonoschicht wurde mit dem FcMeOH-Signal
bei U = 0,3 V aufgenommen (A). Die Abbildung B wurde in derselben Ebene wie (A)
aufgenommen und stellt die O,-Reduktion bei einem Detektionspotential von -0,75 V und einer
Vorschubgeschwindigkeit von 10 um/s dar. In Abbildung C ist die O,-Reduktion bei -0,8 V bei
einer Vorschubgeschwindigkeit von 3,3 um/s in einer um 2 pm héher liegenderen Scanebene
gezeigt.

5.5 Die UME als Werkzeuq und Sonde

Neben der Abbildung der Substrattopographie durch verschiedene Mediatoren sollte die

UME als Werkzeug zur ortsaufgeldsten Manipulation der Proben verwendet werden. In der
Literatur wurden selbstorganisierende Monoschichten™? und Polymere®**¥! durch gepulste
Methoden lokal aufgelost oder abgeschieden. In der vorliegenden Arbeit sollte das Ziel
verfolgt werden, durch in-situ-Generierung von hochreaktiven Verbindungen, einzelne Zellen
innerhalb einer Zellmonoschicht selektiv zu schadigen. Die lokale Schadigung mit
einhergehender Anderung der Zelltopographie sollte nachfolgend mit dem SECM abgebildet
werden.

5.5.1 Vorversuche zur elektrochemischen in-situ-Generierung aktiver Spezies

Zunachst wurde untersucht, welche aktiven Spezies an Pt-UMEs generiert werden kénnen.
In ersten Vorversuchen wurden zunéchst die elektrochemischen Oxidationen zu Cl, und Br,
getestet. Chlorid wére im PBS**-Puffer in ausreichender Menge (ca. 137 mM*3*) vorhanden,
jedoch ist fur die Bildung von ClI, ein vergleichsweise hohes Standardpotential von 1,36 V
notig. Dieses liegt somit am oberen Bereich des elekirochemischen Fensters des
Losungsmittels. Folglich wurde auf die Oxidation von Br™ ausgewichen, da entstehendes Br,
Uber ein Aahnliches Schadenspotential auf Organismen verfugt, jedoch kann die
elektrochemische Transformation schon bei 1,07 V erfolgen. Dazu wurden 25 mM NaBr in

PBS™-Puffer gelost und CVs aufgenommen. Hierbei wurde kein stationdres, sondern ein
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transientes Signal erhalten. Dies kdnnte auf eine Veranderung der Oberflachencharakteristik
von Pt hinweisen. Bei der Aufnahme von CVs vor und nach der Br,-Generierung in einer
1,5mM FcMeOH-Lésung wurde eine Desaktivierung der Oberfliche (geringerer
Grenzstromwert), sowie eine massive Schéadigung der Einbettung von Pt im Glaskorper
(starke Hysterese) festgestellt. Dies kann auf die Bildung von l6slichen Komplexen von Pt**
und/oder Pt** mit Br herrithren.*** Neben diesen oxidativen Umwandlungen wurde auch die
Reduktion von geldstem O, bzw. die Spaltung von Wasser infolge der Protonenreduktion
studiert. Bei beiden Reaktionen kommt es zur Bildung von OH™-lonen, sodass an der UME
der pH-Wert lokal stark ansteigt. Dazu wurde fiir einige Minuten ein Potential von etwa -1 V
an die UME angelegt. Nachfolgend aufgezeichnete CVs zeigten keine Schadigung der
Einbettung oder Blockierung der UME. Da fir die Erhdhung des pH-Wertes zudem keine
Anderung in der Zusammensetzung der Messlosung erforderlich war, wurde diese Methode

zur lokalen Schadigung von Zellen getestet.

5.5.2 Selektive Schadigung einer Einzelzelle im Zellverbund

Das Verhalten von NRK-Zellen bei einer Erh6hung des pH-Wertes wurde zunadchst mittels
CLSM-Aufnahmen untersucht. Hierzu wurden die Zellen auf Deckglasern bis zur Konfluenz
kultiviert. Kurz vor der Messung wurde das Medium gegen einen PBS**-Puffer mit 1 mM
Glukose und 1 mg/mL FITC-Dextran getauscht. Da letzteres membranimpermeabel ist,
erscheinen die Zellkdrper dunkel, wahrend die Messldésung hell fluoresziert. Zur besseren
Visualisierung wurde der Bildkontrast invertiert, sodass nun die Zellen hell erscheinen. In
Abbildung 45A ist die native Morphologie einer NRK-Zellmonoschicht bei pH 7,2 in der
Aufsicht (xy-Ebene) und in der Seitenansicht (xz-Ebene) dargestellt. Hierbei sind die sehr
homogenen, individuellen Hoéhen der NRK-Zellen erkennbar. Zudem besteht eine
durchschnittliche Hohendifferenz zwischen den htéchsten Punkten in der Mitte der Zelle und
den tiefsten Punkten in den Zell-Zell-Kontakten von etwa (2,5+0,5) um. Nachfolgend wurden
90 uL einer 10 mM NaOH-Ldsung zugegeben, wodurch der pH-Wert auf 8,0 erhdht wurde.
Durch funf minltiges Schwenken der Petrischalen wurde eine homogene Verteilung der
zugegebenen NaOH-Losung sicher gestellt. Nachfolgend wurde Abbildung 45B
aufgezeichnet. Durch die pH-Wert-abhangige Emission von FITC-Dextran hat der Kontrast
im Bild abgenommen. Besonders in der Aufsicht ist eine Aufweitung der Zell-Zell-Kontakte zu
erkennen, was mit einer Volumenzunahme der Zellen einher geht. Dies lasst sich auch mit

einer erhdhten durchschnittlichen Hohendifferenz von (3,0£0,3) um untermauern.
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Abbildung 45: CSLM-Aufnahmen in der Aufsicht (xy-Ebenen; obere Bilder) und als
Seitenansichten (xz-Ebenen; untere Bilder) einer NRK-Zellmonoschicht. Die Bilder (A-C)
demonstrieren den Einfluss des pH-Wertes (7,2; 8,0 und 10,0) auf die Zellmorphologie. Der

Bildkontrast wurde durch die Zugabe von FITC-Dextran zum Messpuffer und nachfolgende

Kontrastinvertierung hergestellt.”?

AnschlieRend wurden erneut 10 pL der 10 mM NaOH-L6ésung zugegeben, wodurch die
Pufferkapazitat erschopft wurde und der pH-Wert auf etwa 10 stieg. In Abbildung 45C sind
die Zellen nun deutlich angeschwollen. In der Seitenansicht ist eine sphéarische
Zellmorphologie erkennbar, die auf nekrotische Zellen hindeutet.'****"! Die Hohendifferenz
zwischen den hochsten Zellabschnitten und den Punkten, in denen zwei benachbarte Zellen

miteinander zu verschmelzen scheinen, ist nun mit (4,31£0,4) um signifikant vergroRert.

In einem weiteren Experiment sollte diese Schadigung von NRK-Zellen durch die Erhéhung
des pH-Wertes ortlich stark begrenzt werden, sodass im ldealfall nur eine Zelle in die
Nekrose Uberfuhrt wird. Hierbei stellen die vorhandenen Nachbarzellen eine Art
Referenzobjekte oder interne Standards des Manipulationsexperimentes dar. Zunachst
wurde die Topographie der NRK-Zellmonoschicht mit einer 0,6 um UME in einer 1,5 mM
FcMeOH-LOsung in PBS™-Puffer abgebildet. Die Vorschubgeschwindigkeit betrug hierbei
10 pm/s. Bei einem typischen Bildausschnitt von 40 x 40 um? lag die Zeitauflésung damit bei

etwa 10 min.
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Abbildung 46: SECM-Abbildungen einer NRK-Zellmonoschicht als Falschfarbendarstellungen
(A, C, E) und als dreidimensionale Darstellungen (B, D, F) wahrend einer ortlichen Erh6hung
des pH-Wertes. Die native Morphologie der Monoschicht ist dabei in A/B dargestellt. Die Bilder
C/D und E/F wurden 10 bzw. 20 min nach der elektrochemischen Attacke auf eine Einzelzelle
aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit einer 0,6 ym UME in 1,5 mM FcMeOH in PBS™-
Puffer durchgefiihrt.!”

Abbildung 46A/B zeigt eine SECM-Aufnahme eines Ausschnitts einer NRK-Zellmonoschicht

bei pH 7,2 in Falschfarben (A) und als dreidimensionale Darstellung (B). Unter diesen
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physiologischen Bedingungen sind die abgebildeten Zellen auf einem &hnlichen
Hohenniveau, welches die &hnliche Kolorierung der Zellkdrper induziert. Nach der
Bildaufnahme wurde die UME Uber der links unten gelegenen Zielzelle (14 pm; 14 pm)
positioniert und durch Chronoamperometrie bei U =-1,1 V fir 160 s OH-lonen gebildet. Aus
dem ruhigen Verlauf des Stromes wéhrend des chronoamperometrischen Experimentes
(Abbildung 47) kann auf einen sehr effizienten Massentransport zur und von der UME
geschlossen werden. Insbesondere die Entwicklung und Abldsung von H,-Gasblasen an der
UME wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 47: Chronoamperogramm der kathodischen Halbzellreaktion der Wasserelektrolyse
bei U =-1,1V an einer 0,6 pm UME in PBS**-Puffer mit 1 g/L Glukose und 1,5 mM FcMeOH.[P4

Aus der Integration der Kurve wurde mittels der Ladung die Stoffmenge an generierten OH'-
lonen zu 135 fmol bestimmt. Zur Sicherstellung, dass die generierte Menge an OH-lonen
ausreicht, wurde ein PBS™-Puffer mit einer reduzierten Gesamtpufferkonzentration von
1 mM verwendet. Um mechanische Interaktionen der UME mit den Zellen zu vermeiden,
wurde die UME erneut Uber der Zielzelle bis auf 60% I . angendhert. Nachfolgend wurde
derselbe Ausschnitt der Monoschicht erneut abgebildet (Abbildung 46C/D). Durch die
bendtigte Zeit der Bildaufnahme korrespondiert der Zustand der Monoschicht zu einer
Zeitdifferenz von 10 min. Der reduzierte Stromwert weist auf eine, entgegen den
Ergebnissen der Vorexperimente mit der 25 pm Pt-UME, leichte Ver&nderung der
Elektrodencharakteristik hin. Dennoch ist eine verdnderte Morphologie der Zielzelle
gegeniuber den Nachbarzellen augenscheinlich. Die Zielzelle liegt nun schon signifikant
hoher als die Nachbarzellen. Zwischen den Nachbarzellen kann kein Unterschied in den

Hohenniveaus detektiert werden, was auf eine selektive Schadigung der Zielzelle hinweist.

77



AnschlieBend wurde die Position der UME auf die gednderte Hohe der Zielzelle angepasst
und 10 min spater Abbildung 46E/F aufgenommen. Hier zeigte die Zielzelle nun eine
kuppelférmige Morphologie, die sich von der der Nachbarzellen deutlich unterscheidet.
Durch den Ubertritt der Zielzelle in den nekrotischen Zustand wurde vermehrt H,O in die
Zelle aufgenommen. Damit erklart sich das weiter zugenommene Hohenniveau im Vergleich
zu den Referenzzellen. Insgesamt stehen die Ergebnisse der selektiven Schéadigung einer
Einzelzelle mit dem SECM und der globalen Schadigung der gesamten Monoschicht, was
mit dem CLSM verfolgt wurde, in guter Ubereinstimmung, da in beiden Fallen die
wesentlichen Antworten der Zellen bei einer Erhdhung des pH-Wertes, das Anschwellen der
Zellen und die kuppelférmige Gestalt, detektiert wurden.

5.6 Transportstudien

Epithelzellen formieren Barrieren entgegen der freien Diffusion zwischen zwei
Kompartimenten und bestimmen damit maRgeblich die an bestimmten Orten verfigbare
Konzentration von Stoffen (bioavailability). Zur Untersuchung der Transportmechanismen
und Permeabilitit werden haufig Zellmonoschichten verwendet, die auf pordsen
Filtermaterialien adhériert sind. Je nach verwendeter Zelllinie kénnen verschiedene
Absorptionscharakteristika von Analyten nachgestellt werden. Ein Vorteil in der Verwendung
dieser in-vitro-Ansatze ist die einfache Kultivierung der Zellen und die Bildung
reproduzierbarer Permeationsbarrieren. Der diffusive Stofftransport durch
Epithelzellschichten kann dabei Uber parazellulare und transzellulare Pfade erfolgen.
Wahrend ersterer den Weg entlang der wassrigen Pfade (Zell-Zell-Kontakte) beschreibt,

permeiren lipophile Substanzen bevorzugt durch die Zelle oder entlang der Zellmembran.

Zur Nutzung des Alleinstellungsmerkmals eines elektrochemischen Mikroskops sollte im
Weiteren die lokale Verteilung elektrochemisch konvertierbarer Analyte studiert werden, da
Lichtmikroskope die Stoffverteilung von ungefarbten Analyten in geringer Konzentration nicht
auflésen kobnnen. Hierzu eignen sich insbesondere die schon zuvor studierten
Zellmonoschichten von MDCK 1lI- und NRK-Zellen. Bis zum Beginn der eigenen
Untersuchungen war keine SECM-Studie zum Transport elektrochemischer Mediatoren
durch Zellmonoschichten bekannt. In der alteren Literatur wurde haufig die Freisetzung von
Neurotransmittern Uber verschiedenen Zellen mit einer ortsgebundenen UME
amperometrisch verfolgt.™*® In anderen Arbeiten wurde mit der Aufnahme von PACs die
Permeation durch eine Eizelle verfolgt."™** Ebenso wurde nach erfolgter Perforation einer
Einzelzelle durch Applikation eines Tensides die Permeabilitdt der Zellmembran
untersucht.®*® Auch der Transport von Mediatoren durch verschiedene Membranmaterialien

81,141,142]

wurde mit einem SECM ortsaufgelst studiert. SECM-Diffusionsstudien wurden

zudem an Gewebe am Beispiel von [Fe(CN)g]* durch eine Maushaut mit Follikeln®™? und
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144 durchgefiihrt. Bei der Verwendung von Gewebe liegt

[Ru(NH3)e]*" durch Knorpelgewebe!
ein Problem in der grof3en Varianz der Permeabilitaten innerhalb diesem. So wurden in den
Arbeiten deutliche Unterschiede zwischen dem Transport lber eine epitheliale Barriere und
dem Haarfollikel detektiert. Jedoch kommt dem Transport durch Zellbarrieren ohne Follikel
in-vitro eine viel entscheidendere Bedeutung zu. Daher sollte in den eigenen Experimenten
der ortsaufgeltste Transport von Redoxmediatoren durch intakte Barrieren mit dem SECM
untersucht werden. Basierend auf den Untersuchungen von auf Deckglasern adhérierten
Monoschichten sollten UMEs mit kleiner Dimensionierung verwendet werden, um eine gute

Abbildungsqualitat zu erreichen.

5.6.1 Vorversuche an Filtermaterialien

Abbildung 48 zeigt das CV einer 1,6 pm UME bei Anwesenheit von je 1 mM FcMeOH und
[Ru(NH,)e]Cl; in PBS™-Puffer und einer Vorschubgeschwindigkeit von 20 mV/s. Hierbei
wurden zwei Stufen im CV ausgebildet. Damit konnen beide Mediatoren unabhangig

voneinander detektiert werden. FcMeOH kann dabei quantitativ bei 0,3 V oxidiert,
[RUu(NHs)e]Clz bei -0,5 V reduziert werden. Zudem sind in Abbildung 48 die chemischen
Strukturen und Produkte der elektrochemischen Umsetzungen dargestellt.
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Abbildung 48: CV einer 1,6 um UME bei Anwesenheit von je 1 mM FcMeOH und [Ru(NH3)e]Cl3 in

PBS™"-Puffer bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 20 mV/s. Zudem sind die Strukturen

beider Mediatoren und die elektrochemischen Transformationen gezeigt.[PS]
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Anhand der Eduktstrukturen sind deutliche Unterschiede in der Hydrophobizitat abzuleiten.
Als quantitatives MalR zur Beurteilung der Lipophilie kann der Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient Kow herangezogen werden. Dabei weist FcMeOH einen log Kow-Wert
von 2,0 auf**® sodass sich also von 101 Teilen FcMeOH 100 Teile im hydrophoberen
Oktanol gegentiber einem Teil in der wéassrigen Phase verteilen. Im Gegensatz zu FcMeOH
besitzt [Ru(NH3)s]Cl; einen starker hydrophilen Charakter mit log Kow = 0,5M8., Interessant
sind jedoch auch die unterschiedlichen Stufenhthen, die aus der einsetzenden O,-
Umsetzung im kathodischen Bereich ab -0,3 V resultieren. Die Diffusionskoeffzienten beider
Mediatoren sind dabei ebenfalls mit D ([Ru(NH3)s]Cls) = 6,2:10™° m%s!**® und D (FcMeOH ) =
7,8-10"° m%s!™" |eicht unterschiedlich. Zu Beginn der Studien wurden Filtermaterialien
verschiedener Hersteller optisch untersucht. Bei der Verwendung der Zellkultureinsatze
muss auf gleiche Fullstande in beiden Kompartimenten geachtet werden, da sonst infolge
des hydrostatischen Drucks ein zusatzlicher Massenaustausch stattfindet. Mittels SECM
wurde zunéchst Uberprift, ob die Membran glatt gespannt war oder in der Mitte durchhing.
Das die Filter ohne Zellbewuchs absolut plan sind, konnte durch das Aufzeichnen von PACs
verifiziert werden. Diese Experimente sollten vorzugsweise mit UMEs durchgefiihrt werden,
die eine im Vergleich zu den Poren gréRere Dimensionierung aufweisen, um lokale Effekte
bei Annaherung zu minimieren. Zudem wurden Versuche zum Mediatorwechsel gemacht.
Dazu wurde eine Losung die den ersten Mediator enthielt, in beide Kompartimente gegeben
(500 pL in oberes; 7 mL in unteres Kompartiment) und zunachst eine SECM-Aufnahme des
Filters vorgenommen. Anschliel3end wurde das untere Kompartiment mittels einer Pipette mit
Anschluss an ein Wasserstrahlvakuum geleert und ziigig mit einer Lésung des zweiten
Mediators gefullt. Nachfolgend wurde das Potential an der UME auf die Detektion des
zweiten Mediators umgeschaltet und der Filter abermals abgebildet. Durch das Fehlen einer

Diffusionsbarriere konnte der zweite Mediator sofort detektiert werden.

5.6.2 Vorexperimente zur elektrochemischen Diffusionszelle

Die zuvor beschriebene Kombination aus einem hydrophilen und einem hydrophoben
Mediator wurde nachfolgend eingesetzt, um verschiedene Transportwege durch
Zellmonoschichten zu untersuchen. Dazu wurden NRK- und MDCK II-Zellen auf pordsen
Tragern kultiviert. Die Porengré3e wurde mit 0,4 um so gering wie moéglich gewahlt, um eine
Wanderung der Zellen auf die Unterseite der Porenmembran definitiv auszuschlieRen.
Zudem besitzt dieses Filtermaterial die groRte Porendichte mit 2,0-10° Poren/cm?, sodass
der diffusive Transport nicht durch die Membran selbst limitiert wird. Durch optische
Inspektion mit dem Phasenkontrastmikroskop wurden die Anwesenheit von Monoschichten
verifiziert. Auch bei der Kultivierung der MDCK lI-Zellen auf porésen Filtern besteht nicht die
Gefahr der Bildung dreidimensionaler Strukturen, da die von den Zellen transportierten Salze

sich nicht akkumulieren kdnnen, sondern sich im unteren Kompartiment frei verteilen. Von
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diesen auf Filtern gewachsenen Zellen wurden nachfolgend PSCs aufgezeichnet. Die
Abbildung 49B zeigt drei repetitive PSCs Uber einem Ausschnitt der Monoschicht, die mit
einer 1 ym UME und 1 mM FcMeOH in PBS™*-Puffer aufgenommen wurden. Dabei sind die
periodischen Schwankungen in den Stromwerten auffallig. Diese sind qualitativ
reproduzierbar, sodass diese topographischen Ursprungs sind, jedoch stimmen die
absoluten Stromwerte schlecht tberein. Bei Verringerung der Vorschubgeschwindigkeit von
den standardmafRig verwendeten 10 pm/s auf 5 pm/s und 2,5 pm/s wurden die
Ubereinstimmungen der PSCs besser. Durch die Abhangigkeit von der
Vorschubgeschwindigkeit der UME wurde hier auf das Auftreten von Scherkréaften
geschlossen. Diese kurzreichenden hydrodynamischen Kréfte basieren auf der Reibung
zwischen der bewegten Sonde und der viskosen Messlésung. Dies liegt in dem geringen
Abstand der UME von der Zellmonoschicht und der geringen Dicke der Membran von 10 um
begriindet. Zur Verifizierung wurde ein Experiment zur Untersuchung der Aufnahmeféahigkeit
von mechanischen Schwingungen mittels optischer Mikroskopie durchgefiihrt. Dazu wurde
ein  Zellkultureinsatz aus den Vorexperimenten (Vgl. Abbildung 26) mit einem
AuBendurchmesser von 6,5 mm und ein Zellkultureinsatz der Transportstudien mit 12 mm
AuBendurchmesser in eine Inkubationskammer eingesetzt und diese auf den beweglichen
Positioniertisch eines optischen Mikroskops gesetzt. Wurde nun eine laterale Bewegung
dieses Tisches durchgefiihrt, wurde der Zellkultureinsatz mit dem gréReren Durchmesser
deutlich in Schwingungen versetzt. Dies kann nur mit der grof3eren Dimensionierung und
einer damit einhergehenden groReren Empfindlichkeit flr dieses Resonanzphanomen erkléart
werden. Da die Zellkultureinsdtze mit der groRten Porendichte nur mit 12 mm
AuRRendurchmesser erhdltlich sind, wurde der Einsatz eines die Membran unterseitig
stabilisierenden Substrats als Schwingungsdampfer erwogen. Hierzu wurde ein
Zellkultureinsatz ohne Zellbewuchs in die elektrochemische Zelle eingespannt, mit
Polydimethylsiloxan (PDMS) ausgegossen und im Ofen ausgehartet. Dieses weiche Polymer
passt sich bis in den um-Bereich genau der Giel3form an, sodass hier die Membran mehr
Auflageflache besitzt. Anschlie3end wurde an der Stelle, wo die Membran auflag, ein Loch
von 4 mm ausgestanzt und ein Kanal von 3 mm fir die Applikation des zweiten Mediators
und zum SchlieRen des Stromkreises aus dem Polymer herausgeschnitten. Mittels des
Polymerblocks wurden die Schwingungen wéahrend der PSCs und der Bildaufnahme effektiv
eingedammt (Abbildung 49A). Jedoch wurde eine ungewothnliche Reduktion des
Stromwertes Uber die Zeit festgestellt, welches in der Akkumulation von FcMeOH im PDMS
begriindet lag. Wahrend weniger Stunden verfarbte sich das PDMS in der FcMeOH-L&sung
von urspriinglich nahezu transparent nach dunkelgelb, der Farbe von FcMeOH. Durch die
abnehmende Konzentration an FcMeOH lieRen sich keine Diffusionsuntersuchungen,

basierend auf der detektierten Mediatorkonzentration, durchfiihren. Zur Vermeidung der
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Akkumulation des Mediators wurde nachfolgend ein analog aufgebautes

Polykarbonatsubstrat mit 2 mm Loch und Kanal verwendet.
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Abbildung 49: Repetitive PSCs uber NRK-Zellen auf einer Zellkulturmembran mit einem
unterseitig angebrachten Schwingungsdampfer aus PDMS (A) und ohne diesen (B). Zur
Aufnahme wurde eine 1 um UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 10 um/s und 1 mM
FcMeOH in PBS™-Puffer verwendet.

Der experimentelle Aufbau der Diffusionsexperimente umfasste demnach die Halterung fir
die Zellkultureinséatze, sowie ein unterseitig angebrachtes Substrat aus inertem Polykarbonat
mit einer kleinen zentralen Aussparung, um der Membran mdoglichst viel Auflageflache zu

bieten.

5.6.3 Diffusionsexperimente von [Ru(NH3)s]Cl; durch MDCK [I-Zellmonoschichten

Die Diffusionsexperimente wurden zunachst an MDCK Il-Zellmonoschichten durchgefihrt, da
diese Zelllinie Gber eine moderat dichte Barrierefunktion verfiigt. Die Permeabilitdt einer
Membran wird dabei mit Saccharose bestimmt, da diese in-vivo weder aktiv noch passiv
transportiert wird.**®! Fir MDCK 1I-Zellen wurde eine Saccharose-Permeabilitdt von
(0,940,2)-107 cm/s* mittels einer Ussing-Kammer und einem Szintillationszahler fir die
radioaktiv markierte Saccharose bestimmt. Vor Beginn des Experimentes wurden beide
Kompartimente mit 1,5 mM FcMeOH-Losung in PBS™-Puffer und 1 g/L Glukose gefillt.
Dabei wurde auf exakt gleiche Fillstande in beiden Kompartimenten geachtet. Im ersten
Schritt der SECM-Experimente wurde die Morphologie der MDCK Il-Zellmonoschicht mit
dem FcMeOH-Signal aufgezeichnet (Abbildung 50A). Dieser Zustand wurde als t = 0 min

definiert.
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Abbildung 50: SECM-Studie zum diffusiven Transport von [Ru(NH3)¢]Cl; durch eine MDCK II-
Zellmonoschicht mit einer zwei Kompartimente umfassenden elektrochemischen Zelle. Bild A
wurde bei 0,3 V zur Oxidation von FcMeOH (1,5 mM) im oberen Kompartiment aufgenommen.
Die Bilder B-D geben den Transport von [Ru(NH3)s]Clz (2 mM, reduktiv bei -0,5 V detektiert) vom

unteren ins obere Kompartiment zu bestimmten Zeitpunkten wider. Im gesamten Experiment

wurde eine 0,6 um UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 10 pm/s verwendet./™

Hierbei sind zwei Zellen auf &hnlichem Hohenniveau erkennbar, was durch die &hnliche
Kolorierung beider Zellkérper induziert wird. Angrenzende Zellen liegen in einer tieferen
Ebene und sind daher auRerhalb des Fokus dieser kleinen Sonde (& 0,6 um). Nachfolgend
wurde das untere Flussigkeitskompartiment mit einer Pipette mit Anschluss an ein
Wasserstrahlvakuum schnell entleert und gegen eine 2 mM [Ru(NH;)eCls-Losung
ausgetauscht. Dann wurde das Potential an der UME auf -0,5 V zur Reduktion von
anwesendem [Ru(NH3)s]Cl; umgeschaltet. Nach sofortigem Abbilden der Zellmonoschicht
wurden keine topographischen Details oberhalb des Rauschens detektiert, was an einer zu
geringen Mediatorkonzentration lag. Mittels repetitiver SECM-Aufnahmen wurde die Diffusion
von [Ru(NHz)g]Cls zeitlich verfolgt. Abbildung 50B wurde dabei nach 110 min aufgenommen.
Dabei konnte die linke Zelle langsam oberhalb des Rauschens detektiert werden, wahrend
sich die rechte Zelle noch innerhalb des Grundrauschens befand. Dies kann ein Hinweis auf
individuell verschiedene Barrierefunktionen sein, da beide Zellen nicht ausschlief3lich
dieselben Zellnachbarn besitzen. Bei weiterer Betrachtung des Systems wurden die
Differenzen in der Konzentration von [Ru(NHs)¢]Cls durch diffusive Verteilung im oberen
Kompartiment Gber die Zeit zunehmend kleiner (Abbildung 50C-D). Bei Vergleich von
Abbildung 50B mit Abbildung 50C sind Uber beiden Zellkdrpern &ahnliche Stromwerte zu
erkennen. Jedoch sind die Stromwerte der Zell-Zell-Kontakte, also des Untergrunds, zu
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hoheren Stromwerten verschoben. Da offensichtlich die Mediatorkonzentration an den Zell-
Zell-Kontakten zunimmt, kann dies als Hinweis auf einen parazellularen Transport dieses
Mediators entlang der wassrigen Pfade gewertet werden. Der Stromwert nach 195 min
entspricht dabei einer Konzentration an [Ru(NH3)g]Cl; von etwa 0,097 mM. In einem
Wiederholungsexperiment wurde nach einer Zeit von 260 min eine Konzentration an
[Ru(NH3;)e]Cl; von etwa 0,099 mM bestimmt. Die etwas unterschiedliche Darstellung beider
Zellen in den Abbildungen 50A und 50D liegt, wie in Abschnitt 5.4.2.4 diskutiert, an den
individuellen Mediatoreigenschaften. Da sich eine verschlechternde Zellviabilitat h&ufig in
einer Anderung der Zellmorphologie zeigt, wurde die Zelltopographie mittels des FcMeOH-
Signals jede Stunde wiederholt. Dabei wurden keine Anderungen in der Morphologie

festgestellt.

5.6.4 Diffusionsexperimente von [Ru(NH5)e]Cl; durch NRK-Zellmonoschichten

Nachfolgend wurde der Transport von [Ru(NHs)e]Cl; durch NRK-Zellen untersucht. Diese
Fibroblasten zeigen kontrare Membraneigenschaften mit einer Saccharosepermeabilitdt von
(1,6+0,3)-10° cm/s!**¥, sodass die zuvor studierten MDCK IlI-Zellen etwa 100-Mal dichtere
Zell-Zell-Kontakte als die NRK-Zellen ausbilden. Analog zum vorherigen Experiment wurde
zunéachst die native Morphologie mit FcMeOH abgebildet (Abbildung 51A). Hierbei sind zwei
Zellen auf &hnlichem Hohenniveau zu erkennen. AnschlieRend wurde im unteren
Kompartiment ein Mediatorwechsel auf 2 mM [Ru(NHs)¢]Cls durchgeftihrt und an der UME
bei -0,5 V detektiert. Schon im ersten Bild nach dem Mediatorwechsel (Abbildung 51B) ist
der volle Kontrast vorhanden. Die Zeitdifferenz von 6 min entspricht dabei der minimalen
Zeitspanne zum Mediatorwechsel und der Bildaufnahme. Bei der Verfolgung der weiteren
Entwicklung wurden keine qualitativen Unterschiede mehr detektiert, sodass der Transport
durch die Zellmonoschicht qualitativ bereits abgeschlossen ist (Abbildung 51B-D). Dabei
dehnt sich das Diffusionsprofil von [Ru(NHs)g]Cl; im oberen Kompartiment weiter aus, die
Konzentration in der Nahe der Zellen besitzt jedoch im betrachteten Zeitbereich einen
stationdren Wert. Vom Stromwert tber einer tiefliegenden Zelle, welche die Diffusion von
Mediator zur UME nicht einschrankt, wurde eine Konzentration von [Ru(NH3)s]Cl; von
0,25 mM nach einer Zeit von 6 min errechnet. Bei Ableitung einer Permeabilitdt von NRK-
Zellen wurde ein im Vergleich zu den MDCK II-Zellen etwa 100-Mal gro3erer Wert erhalten.
In den Bestimmungen der Permeation mittels der Ussing-Kammer und Szintillationszahlung
wurde ebenfalls ein Verhaltnis von 100:1 bestimmt. Mit der Bestimmung der Permeabilitat
von redoxaktiven Substanzen kann bei dieser Art von durchlassigen Zellen, durch die
ungenugende Zeitauflosung infolge des Rasterprozesses, keine Unterscheidung bzgl. para-
und transzellularen Transportes erfolgen. Jedoch ist anzunehmen, dass der hydrophile
Mediator [Ru(NHs)e]Cl; wie im Falle der MDCK II-Zellen den wassrigen Pfaden um die Zellen

folgt.
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Abbildung 51: SECM-Studie des diffusiven Transports von [Ru(NH3)e]Cl; durch eine NRK-
Zellmonoschicht. Bild A wurde bei 0,3 V zur Oxidation von FcMeOH im oberen Kompartiment
aufgenommen. Die Bilder B-D zeigen den Transport von [Ru(NHs)e]Cl; vom unteren ins obere
Kompartiment zu bestimmten Zeitpunkten. Experimentelle Bedingungen sind identisch mit
denen in Abbildung 50.

5.6.5 Diffusionsexperimente von FcMeOH durch NRK-Zellmonoschichten

Zur Studie des Diffusionsverhaltens einer lipophilen Substanz durch Zellmonoschichten
wurde der experimentelle Ansatz beibehalten, nur befand sich nun 1 mM [Ru(NH3)e]Cls im
oberen und das lipophile FcMeOH mit einer Konzentration von 1,5 mM im unteren
Kompartiment. Dazu wurden NRK-Zellen zunachst bei -0,5 V mit dem [Ru(NH3;)e]Cls-Signal
abgebildet (Abbildung 52A). Hier sind drei Zellen der Monoschicht zu sehen. Anschlielend
wurde FcMeOH ins untere Kompartiment geflillt und das Detektionspotential an der UME auf
0,3 V umgeschaltet. Selbst 20 min nach dem Mediatorwechsel wurden keine Signale
oberhalb des Rauschpegels detektiert (Abbildung 52B). Die nachfolgenden Abbildungen
52C-D zeigen die Zunahme an Kontrast Uber insgesamt 140 min. Dabei wurde nach 140 min
eine Konzentration von 0,04 mM nach Abzug des Hintergrundes erhalten. Beim Vergleich
der Permeabilitdt von [Ru(NHs)e]Cl; und FcMeOH durch NRK-Zellen wurde ein Verhaltnis
von 1:145 erhalten. Dieser deutliche Unterschied ist in der Lipophilie von FcMeOH
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begriindet. Da das untere Kompartiment ein quasi unendliches Reservoir an Mediator
darstellt, akkumuliert FcMeOH zunéchst in der basalen Zellmembran. Durch den zuvor
bestimmten geringen Permeationswiderstand durch NRK-Zellen sattigen sich nachfolgend
auch Membranbereiche der Zell-Zell-Kontakte mit Mediator. Durch den Verteilungsprozess
des Mediators bleibt die Konzentration an FcMeOH in der wassrigen Phase oberhalb der
apikalen Zellseite auch nach tber 2 h sehr gering.
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Abbildung 52: SECM-Studie des diffusiven Transports von FcMeOH durch eine NRK-
Zellmonoschicht. Bild A wurde bei -0,5 V zur Reduktion von [Ru(NH3)g]Clz (1 mM)
aufgenommen. Die Bilder B-D zeigen den Transport von FcMeOH (1,5 mM) vom unteren ins
obere Kompartiment zu bestimmten Zeitpunkten. Die Detektion von FcMeOH im oberen
Kompartiment erfolgte bei einem Potential von 0,3 V. Die SECM-Aufnahmen wurden mit einer

1,2 um UME bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 12,5 pm/s aufgenommen.[P3]

5.6.6 Diffusionsexperimente von FcMeOH durch MDCK II-Zellmonoschichten
AbschlieRend wurde die Diffusion von FcMeOH durch MDCK II-Zellen studiert. Infolge der
zuvor diskutierten Lipophilie von FcMeOH und der deutlich niedrigeren Permeationsrate

durch MDCK II-Zellen wurden hier auch nach Uber 4 h keine topographischen Details

oberhalb des Rauschens aufgenommen.
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6 Zusammenfassung

1) Fir die experimentellen Arbeiten konnten UMEs, mit effektiven Elektrodendurchmessern
zwischen 60 um und 200 nm, durch Einschmelzen in verschiedene Glaser hergestellt und

durch die Aufnahmen von CVs und lichtmikroskopischer Abbildungen charakterisiert werden.

2) Fir Pt-UMEs aus Wollastondrahten bis hinunter zu @ 2 pm wurde eine neue
Fertigungsmethode entwickelt, die eine parallele Fabrikation der Sonden unter geringstem

Materialeinsatz erlaubt.

3) Fur die Fixierung planarer Substrate mit verschiedenen Dimensionierungen wurde eine

spezielle elektrochemische Zelle konstruiert.

4) Die wichtigste KenngrofR3e einer SECM-Sonde ist die Anndherungskurve an das Substrat
(PAC), da diese den Arbeitsabstand und die erreichbare Auflésung bestimmt. Daher wurden
von UMEs jedweder Dimensionierung amperometrische und impedimetrische PACs Uber
idealen leitenden und nicht-leitenden Substraten aufgenommen. Von ausgewahlten Sonden
wurden zudem die experimentellen Verlaufe der PACs an die Theorie angenahert.

5) In der Rastersondenmikroskopie dienen Testsubstrate mit definierter Geometrie der
Charakterisierung der verwendeten Sonden und des Mikroskops. Fur die SECM wurden als
kostenglinstige, isolierende Substrate Deckglaser und porose Filtermaterialien in Form von
Einsatzen fur die Zellkultur verwendet. Als kostengulnstige, leitende Substrate wurden
bevorzugt Gitterstrukturen genutzt, die in der TEM als Probenhalter dienen.

6) Zur Untersuchung einer Limitierung der positiven Rickkopplung eines Leiters wurden zwei
UMEs gegenlaufig an einer Sondennormalen im Sinne eines Generator/Kollektor-
Experimentes positioniert. Durch Variation der Grof3enverhéltnisse konnte eine Limitierung
der Fahigkeit eines Leiters, als bipolare Elektrode zu fungieren, aufgezeigt werden. Diese
Limitierung konnte durch Potentialaufschlag an der unterseitigen Generatorelektrode
umgangen werden. Diese Voruntersuchungen wurden folgend auf die Abbildung von
Goldnanoinseln auf Glas angewendet. Hierbei konnte keine positive Rickkopplung detektiert

werden.

7) Mit einer 200 nm UME konnten ideale anorganische Substrate, wie porose

Tréagermaterialien, im amperometrischen Modus mit nm-Auflosung abgebildet werden.

8) Die angefuhrten TEM-Gitter wurden vergleichend mittels Amperometrie und Impedimetrie
(AC-SECM) mit verschiedenen Sondengrdl3en abgebildet. Hierbei wurden grundlegende
Limitierungen im Auflésungsverhalten der AC-SECM unter An- und Abwesenheit eines

Mediators aufgezeigt.
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9) Individuelle Zellen einer fixierten MDCK II-Epithelzellmonoschicht konnten unter

Verwendung von sub-um UMEs abgebildet werden.

10) Fur die elektrochemische Abbildung lebender Zellmonoschichten von NRK- und MDCK
lI-Zellen wurden aus einem Pool von sechs Mediatoren FcMeOH und [Ru(NHs)¢]Cl; als
geeignete Kandidaten auf Grundlage der elektrochemischen Eigenschaften und der

Zellviabilitat identifiziert.

11) Durch die ortsabhangigen Aufnahmen der PACs uber Zellmonoschichten wurde der
Vorteil der SECM-Aufnahmen im constant-height-Modus verifiziert. Hierbei konnten die
Anderungen der Stromwerte auf topographische Details innerhalb der Monoschicht
zurlckgefuhrt werden. Durch die Varianz der PACs Uber einer Zelllinie war eine

Transformation der Stromwerte in reale Abstande nicht moglich.

12) Der Einfluss der Osmolaritdt der Messlosung auf die Abbildung im constant-height-
Modus wurde studiert. Hierbei wurde eine Zellkultur sukzessive einer hypertonischen,
isotonischen und hypotonischen Ldsung ausgesetzt. Dabei wurde eine starke Abhangigkeit

in der abgebildeten Konfluenz der Zellen beobachtet.

13) Der Einfluss der chemischen und physikalischen Mediatoreigenschaften auf die
Abbildung der Zellmonoschichten wurde untersucht. Durch den Bildvergleich eines
Ausschnitts einer Zellmonoschicht, der mit FcMeOH und nachfolgend mit [Ru(NHs)]Cls
aufgenommen wurde, konnten die individuellen Merkmale des Mediators auf die SECM-
Abbildungen diskutiert werden. Hierbei wurde eine starke Akkumulation des lipophilen

FcMeOH in der Zellmembran beobachtet.

14) Zellmonoschichten von NRK- und MDCK II-Zellen wurden hochauflésend mittels sub-pum
UMEs im constant-height-Modus abgebildet. Hierbei konnten individuelle Hohenprofile
einzelner Zellen der Monoschicht aufgelost werden. Die Bildung dreidimensionaler dome-

Strukturen bei MDCK IlI-Zellen stellte hierbei ein Problem dieses Abbildungsmodus dar.

15) Bei der Studie von NRK-Zellen mit inkorporierten Mikropartikeln konnte durch SECM-

Abbildungen zwischen intra- und extrazellularen Mikropartikeln unterschieden werden.

16) Krebszelllinien von U373-MG-Zellen zeigten aufgrund ihrer Pleomorphie grof3e
Unterschiede in den individuellen Hohenniveaus, sodass hier bei Verwendung kleiner UMEs
die meisten Zellen, bedingt durch die geringe Tiefenscharfe des SECM, aul3erhalb des

Fokus lagen.
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17) Mischzellkulturen aus Krebszelllinien konnten durch ein starkes dreidimensionales
Wachstum nur unter Verwendung gréRerer UMEs (@ 10 pum) abgebildet werden. Jedoch

wurde mit diesen Sonden nur eine geringere laterale Auflosung erreicht.

18) Zur amperometrischen Detektion des physiologisch wichtigen O, wurden CVs mit
verschiedenen SondengroRen aufgenommen. Durch den komplizierten 4-Elektronentransfer
und eine damit einhergehende Anderung des pH-Wertes, konnten nur bei Abwesenheit des
elektrochemischen Mediators und bei groRen UMEs stationare Signale fur die Reduktion
erhalten werden. Daher wurde wéhrend des Projektes auf eine Kombination aus AC-SECM
und gepulster, amperometrischer Sauerstoffdetektion gesetzt, da beide in Pufferldsungen
und ohne Mediatorzusatz durchgefihrt werden kdnnen. Jedoch wurde unter Verwendung der
AC-SECM nicht die benétigte Auflésung im sub-zellularen Bereich erreicht.

19) Neben der Verwendung der UME als Sonde wurde diese zur lokalen Schadigung von
Einzelzellen innerhalb der Zellmonoschicht durch in-situ-Generierung reaktiver Verbindungen
verwendet. Hierbei konnte durch Wasserspaltung der pH-Wert Uber einer Einzelzelle stark
erhoht werden. Infolgedessen ging die Zielzelle in die Nekrose tber. Der dynamische Verlauf
der selektiven Beeinflussung von Einzelzellen, ohne sichtbare Schédigung der direkten
Nachbarzellen, wurde nachfolgend mit dem SECM dokumentiert.

20) Zur Nutzung des Alleinstellungsmerkmals des SECM, der lokalen Abbildung chemischer
Aktivitaten, wurden Experimente zum diffusiven Transport von Mediatoren durch pordse
Filtermaterialien durchgefiihrt. Hierzu wurde eine spezielle elektrochemische Zelle mit zwei
Kompartimenten entworfen. Die zeitgleiche Verwendung von FcMeOH und [Ru(NH3)g]Cls als
Mediatoren ist hierbei vorteilhaft, da diese durch hinreichend verschiedene
Halbstufenpotentiale unabhangig voneinander detektiert werden kénnen. Zudem ist deren

chemische Natur sehr unterschiedlich.

21) Mit der Verwendung von Filtermaterialien mit adharierten MDCK l|l-Zellen wurde der
parazellulare Transport von hydrophilem [Ru(NH3)s]Cl; entlang der wéassrigen Zell-Zell-
Kontakte ortsaufgelost untersucht. Der Transport von hydrophobem FcMeOH durch MDCK
lI-Zellen konnte durch die starke Akkumulation des Mediators und/oder der geringen

transzellularen Diffusivitat nicht verfolgt werden.

22) Analog dazu wurden Diffusionsexperimente an NRK-Zellen auf Filtern durchgeftihrt. Hier
wurde eine signifikant geringere Barrierefunktion dieser Zelllinie gefunden. Zudem wurde der
ortsaufgeldste Transport von FcMeOH und [Ru(NHs)e]Cls durch die Zellschicht detektiert.
Hierbei zeigten sich grof3e Unterschiede in der Mediatorkonzentration und -verteilung, die auf

trans- und parazellulare Transportmechanismen zuriickgefuhrt werden konnten.
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