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Ein SECM-Detektionsmodus mit verbesserter
Empfindlichkeit und lateraler Aufl�sung:
Detektion von Galactosidaseaktivit�t mit Signal-
verst�rkung durch Glucosedehydrogenase**
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Die elektrochemische Rastermikroskopie (SECM, scanning
electrochemical microscopy) hat sich zu einer effizienten
Untersuchungsmethode f�r heterogene Elektronentransfer-
reaktionen, den Ladungstransfer an Fl�ssig-fl�ssig-Grenzfl$-
chen, und den molekularen Transport durch Membranen
entwickelt.[1] SECM wird insbesondere bei der Untersuchung
biologischer Systeme, z.B. der metabolischen Aktivit$t von
ganzen Organismen, Zellen, subzellularen Einheiten und
Enzymen, eingesetzt.[1a, 2] Besonderes Interesse gilt der Akti-
vit$tsabbildung immobilisierter Enzyme auf gemusterten
Grenzfl$chen; Grund ist die Bedeutung solcher Strukturen
f�r die Herstellung von Prototypen integrierter und minia-
turisierter Biosensoren und chipbasierter Assays.[3] SECM
kann im Feedback(FB)- und Generator-Kollektor(GC)-
Modus betrieben werden. Beide Modi wurden bereits erfolg-
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reich zur Abbildung von Enzymaktivit$ten an
Grenzfl$chen eingesetzt.

Im FB-Modus wird eine Ultramikroelektrode
(UME) zur Oxidation oder Reduktion eines gel9s-
ten reversiblen Redoxmediators genutzt. Der Feed-
back-Prozess wird eingeleitet, wenn der Mediator
zur Probe diffundiert und dort mit dieser unter
R�ckbildung seines urspr�nglichen Oxidationszu-
stands reagiert. Der FB-Modus erm9glicht eine
bessere laterale Aufl9sung als der GC-Modus, weil
die R�ckbildung des Mediators nur in unmittelba-
rer N$he der UME stattfindet. Der FB-Modus ist
jedoch nicht sehr empfindlich, weil die Geschwin-
digkeit der Bildung des Mediators durch die enzy-
matische Reaktion an der Oberfl$che auf einem
starken Hintergrundsignal bestimmt werden muss,
das durch die Diffusion des Mediators aus der
Volumenphase der L9sung zur UME entsteht. Bei
der Abbildung von Enzymaktivit$ten kann der FB-
Modus nur f�r Oxidoreduktasen eingesetzt werden,
da das immobilisierte Enzym den Mediator als
redoxaktiven Cofaktor umsetzen muss.

Im GC-Modus zeichnet die UME die Konzen-
tration einer Teilchensorte auf, die an der Oberfl$-
che der Probe erzeugt wird. Im Idealfall wirkt die UME nur
als passiver Sensor und liefert die Konzentrationsverteilung
einer Teilchensorte in der N$he der Probenoberfl$che. Der
GC-Modus ist empfindlicher, weil nur ein sehr schwaches
Hintergrundsignal existiert. Jedoch ist die laterale Aufl9sung
gering, weil sich die Teilchen von der Quelle an der Proben-
oberfl$che durch Diffusion in alle Raumrichtungen ausbrei-
ten k9nnen. Der GC-Modus l$sst sich auch f�r andere
Enzyme als Oxidoreduktasen verwenden, wenn das Enzym
ein Substrat zu einem redoxaktiven Produkt umsetzt, das
dann an der UME detektiert wird.[4]

Hier stellen wir einen neuen Detektionsmodus mit hoher
Empfindlichkeit und hoher lateraler Aufl9sung vor, der bei
einem Multienzymsystem aus immobilisierter Galactosidase
(Gal) und Pyrrolochinolinchinon(PQQ)-abh$ngiger Gluco-
sedehydrogenase (GDH) eingesetzt wurde. Gal, eines der am
h$ufigsten verwendeten Markierungsenzyme,[5] ist keine
Oxidoreduktase und kann im konventionellen FB-Modus
nicht untersucht werden. Das Chinoprotein GDH ist wegen
seiner Unempfindlichkeit gegen gel9sten Sauerstoff und
seiner sehr hohen Aktivit$t besonders interessant f�r Bio-
sensoranwendungen.[6] Beide Enzyme wurden bereits separat
im GC-Modus und GDH zus$tzlich im FB-Modus unter-
sucht.[7] Abbildungen der Gal-Aktivit$t im konventionellen
GC-Modus erreicht man durch Versetzen der L9sung mit p-
Aminophenyl-b-d-galactopyranosid (PAPG), wobei p-Ami-
nophenol (PAP) entsteht (Abbildung 1a). Das Potential der
UME betr$gt ET= 400 mV (Ag jAgCl), sodass PAP, aber
nicht PAPG, unter diffusionskontrollierten Bedingungen an
der UME zu p-Chinonimin (PQI) oxidiert werden kann.[7a]

Beim neuen Detektionsmodus diffundiert das elektroche-
misch erzeugte PQI, ein effizienter Cofaktor f�r GDH,[8] zum
Mikrospot, wo es in Gegenwart von d-Glucose durch immo-
bilisierte GDH wieder zu PAP umgesetzt wird (Abbil-
dung 1b). PAP diffundiert nun zur�ck zur UME und schließt

so die Feedback-Schleife. Der Strom an der UME, iT, ergibt
sich daher aus der Oxidation von PAP, das an Gal-modifi-
zierten Oberfl$chen aus PAPG (GC-Modus) oder aus PQI
gebildet wurde (FB-Modus). Eine Verst$rkung tritt nur in der
kleinen Region auf, die durch die lokale Ankopplung von
GDH an die Probenoberfl$che definiert ist. Dieser Detek-
tionsmodus ist eine Kombination von GC- und FB-Modus
und vereint deren Vorteile.

F�r die SECM-Messungen wurden zun$chst Gal und
GDH in separaten Ans$tzen an paramagnetischen Mikro-
partikeln immobilisiert. Eine Mischung beider Ans$tze mit
einem 1:1-Verh$ltnis von Gal- und GDH-modifizierten Par-
tikeln wurde dann verwendet, um ein Partikelagglomerat auf
einer hydrophoben Oberfl$che nach einer in unserem Labor
entwickelten Methode abzusetzen.[4] Die lichtmikroskopische
Darstellung in Abbildung 2a zeigt den Partikelspot mit einem
Durchmesser von 100 mm. In der SECM-Abbildung im kom-
binierten Detektionsmodus ist ein wohldefinierter steiler
Peak �ber dem Spot mit dem immobilisierten Gal-GDH-
System zu sehen (Abbildung 2b). Der Peak zeichnet sich
durch einen $ußerst geringen Hintergrundstrom und einen
sehr steilen Anstieg des Signals �ber dem Agglomerat aus
(verursacht durch die enzymatische Signalverst$rkung). Solch
ein scharf begrenztes Signal kann mit konventionellen GC-
Experimenten prinzipiell nicht erhalten werden.

Zur Unterscheidung der Beitr$ge von Gal und GDH zum
Elektrodenstrom wurden getrennte Linienscans �ber das
Zentrum des Partikelagglomerats mit aktivierter und mit
desaktivierter GDH-Katalyse durchgef�hrt. Die GDH-Kata-
lyse wurde dabei durch Verwendung einer glucosefreien
L9sung desaktiviert (Peak a in Abbildung 3). Das Signal
entspricht dem Peak f�r das durch Gal-Katalyse freigesetzte
PAP im konventionellen GC-Modus (Abbildung 1a). Nach
Zugabe von Glucose zur Arbeitsl9sung wird eine deutliche
Zunahme der Stromst$rke �ber dem Agglomerat beobachtet

Abbildung 1. Kombinierter SECM-Modus im immobilisierten Multienzymsystem mit Gal und
GDH; a) konventioneller GC-Modus f$r Gal in Abwesenheit von Glucose; b) Signalverst�r-
kung in Gegenwart von Glucose. PAPG=p-Aminophenyl-b-d-galactopyranosid, PAP=p-Ami-
nophenol, PQI=p-Chinonimin. Die Abbildung ist nicht maßstabsgetreu.
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(Peak b in Abbildung 3), da jetzt der GDH-vermittelte
Feedback-Kreislauf geschlossen wird. Im kombinierten
Modus setzt sich iT aus dem GC-Beitrag von Gal und der
Feedback-Verst$rkung durch GDH zusammen. Die Peak-

str9me sind im kombinierten Modus ungef$hr 1.8-mal st$rker
als im konventionellen GC-Modus, wobei sich der Verst$r-
kungsfaktor mit abnehmendem Arbeitsabstand erh9ht. Ein
noch geringerer Arbeitsabstand wurde wegen der Gefahr
einer mechanischen Verschiebung des Partikelagglomerats
durch die UME nicht angewendet.

Die laterale Ausdehnung des Signals, gemessen als Halb-
wertsbreite (FWHM), betr$gt bei Peak a etwa 140 mm (Ab-
bildung 3), dagegen erreicht sie bei Peak b nur ca. 100 mm –
offensichtlich ist im kombinierten Modus auch die laterale
Aufl9sung besser. Die FWHM von Peak b in Abbildung 3
stimmt genau mit dem Agglomeratdurchmesser in der licht-
mikroskopischen Aufnahme (Abbildung 2a) �berein. Durch
den kombinierten Modus kann Gal mit einer Aufl9sung
nachgewiesen werden, die im Allgemeinen nur mit dem FB-
Modus (der aber bei Gal nicht verwendet werden kann)
m9glich ist. Dies ist ein wesentlicher Vorteil der neuen
Methode. Das Prinzip l$sst sich direkt auf alle Enzyme
anwenden, die PAP freisetzen. So wurde die Aktivit$t von
alkalischer Phosphatase, einem weiteren h$ufig verwendeten
Markierungsenzym, bereits im konventionellen GC-Modus
�ber die Detektion von PAP abgebildet[9] – auch hier wurde
mithilfe des neuen Detektionsmodus die Empfindlichkeit
verbessert und das Hintergrundsignal stark verringert.

Zusammenfassend haben wir einen neuen, kombinierten
Detektionsmodus f�r SECM vorgestellt und mit dem Multi-
enzymsystem Gal-GDH getestet. Dieser Ansatz ist eine neue
SECM-Methode f�r die Untersuchung und Steuerung von
Wechselwirkungen zwischen mikrostrukturierten Enzym-
schichten. Der neue Modus kann beim Entwurf und der
Charakterisierung enzymbasierter Biochips/Biosensoren und
Immunoassays, der Detektion von Enzymmarkierungen und
anderen SECM-Experimenten verwendet werden. Derzeitige
Untersuchungen widmen sich der quantitativen Beschreibung
durch digitale Simulationen und der Entwicklung zu einem
allgemeinen Detektionsprinzip f�r die SECM.

Experimentelles
Biotinylierte Gal wurde wie zuvor beschrieben an Streptavidin-
beschichtete Mikropartikel gebunden.[7] Apo-GDH (PQQ-abh$ngig,
aus Escherichia coli, EC 1.1.99.17) wurde biotinyliert mit einer
anschließenden Proteinbestimmung nach Lowry (Messung der En-
zymkonzentration).[10] Biotinylierte GDH wurde analog behandelt.[7]

Zur Rekonstitution des Holo-GDH aus Apo-GDH wurden 50 mL
einer PQQ-L9sung (0.5 mgmL�1) und 10 mL einer 0.1m CaCl2-L9sung
zu 40 mL Partikelsuspension gegeben und die Mischung 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden Gal-beschichtete Parti-
kel mit GDH-beschichteten Partikeln im Verh$ltnis 1:1 gemischt. Die
Mischung wurde in 100 mL HEPES-Puffer (20 mm, pH 7.5) resuspen-
diert. Ein Agglomerat aus den Gal-GDH-beschichteten Mikroparti-
keln wurde auf Parafilm-beschichteten Glasobjekttr$gern entspre-
chend einer zuvor beschriebenen Methode abgesetzt (Abbil-
dung 2a)[4] und anschließend in einer gepufferten Arbeitsl9sung aus
20 mm HEPES mit 30 mm KCl, 1.0 mm CaCl2, 1.0 mm MgCl2, 50 mm

d-Glucose und 2.0 mm PAPG aufgenommen.
Die SECM-Messungen wurden mit einer zuvor beschriebenen

Apparatur (Eigenbau) durchgef�hrt.[3] Eine UME mit einem Durch-
messer von 50 mm (RG~ 5) wurde nach einer Methode von Kranz
et al. hergestellt und in allen SECM-Experimenten bei einem Ar-
beitsabstand von d= 40 mm eingesetzt.[11]

Eingegangen am 14. M$rz 2004 [Z54261]

Abbildung 2. a) Lichtmikroskopische Abbildung und b) SECM-Abbil-
dung des Partikelagglomerats. Die unscharfen Linien in (a) stammen
von einem Glasmaßstab mit einer Periodizit�t von 100 mm; SECM-
Bedingungen: 20 mm HEPES-Puffer mit 30 mm KCl, 1.0 mm CaCl2,
1.0 mm MgCl2, 2.0 mm PAPG und 50 mm Glucose; rUME=25 mm,
rSpot=50 mm, ET=400 mV, d=40 mm, Translationsgeschwindig-
keit=10 mms�1.

Abbildung 3. SECM-Linienscan $ber das Zentrum des Agglomerats; a:
konventioneller GC-Modus; b: kombinierter Modus (Kurve a wurde in
der ArbeitslIsung ohne Glucose aufgezeichnet, Kurve b wurde nach
Zugabe von 50 mm Glucose erhalten). Die Bedingungen sind ansons-
ten identisch zu den in Abbildung 2 beschriebenen.
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