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Mikroelektrochemie

N adelformige voltammetrische Ultramikroelektroden zeigen eine

Angewandte

Aus dem Inhalt

herausragende Empfindlichkeit bei der Detektion redoxaktiver Sub-

stanzen, eine schnelle Ansprechzeit und Gesamtspitzendurchmesser
im unteren Mikrometerbereich. Durch diese Charakteristika sind sie
ideal fiir die Analyse der chemischen Umgebung und der Aktivitit
isolierter lebender Zellen, die in ihren vielfiltigen Ausgestaltungen die
mikroskopischen Baueinheiten menschlicher, tierischer und weiterer
Lebensformen bilden. Voraussetzungen fiir erfolgreiche lokale elek-
trochemische Messungen in der Nachbarschaft winziger biologischer

Objekte sind eine sanfte, Stress-freie und akkurate Platzierung der

Sondenspitze an der Zelle, eine genaue Kenntnis des Abstandes zwi-
schen Sonde und Zelle und eine hinreichende Selektivitit der Ultra-
mikroelektrodenspitze fiir Substanzen, deren Konzentrationen sich als
Folge zelluldrer Vorginge wie Wachstum, Atmung oder Transmitter-/
Metabolitenaufnahme oder -abgabe verindern. Die Konzepte der

Einzelzellmikroelektrochemie werden vorgestellt, und es wird ein

Uberblick gegeben iiber jiingste Ergebnisse zu fundamentalen Me-

chanismen von Zellfunktionen.

1. Einleitung

GroBe technische Entwicklungen auf den Gebieten inte-
grierter elektronischer Schaltkreise, Mikroprozessoren und
Software haben in den letzten Jahrzehnten zu wesentlichen
Fortschritten bei elektrochemischen Messinstrumenten ge-
filhrt. Dadurch konnten auf dem bereits gut etablierten
Wissenschaftsgebiet der Elektrochemie bemerkenswerte
Verbesserungen in fast allen Anwendungsfeldern erzielt
werden. Einfach bedienbare und hoch prizise computerge-
steuerte Potentiostaten erschienen auf dem Markt und er-
laubten es erstmals, winzige Strome mit extrem geringem
Rauschen und bester Genauigkeit zu messen. Parallel dazu
gelang in vielen Labors die routinemafige Herstellung und
Positionierung extrem kleiner voltammetrischer Elektroden,
sodass nun miniaturisierte elektrochemische Analyseverfah-
ren fiir die Bestimmung redoxaktiver Substanzen mit hoher
ortlicher und zeitlicher Auflosung, ausgezeichneter Emp-
findlichkeit und niedrigen Nachweisgrenzen allgemein zu-
génglich sind.

Bei der Voltammetrie wird der Arbeitselektrode ein
konstantes oder ein sich gezielt dnderndes Potential aufge-
prégt. Die Stromantwort wird als Funktion der Zeit und/oder
des Potentials aufgezeichnet. Im Unterschied zu konventio-
nellen Elektroden sind in voltammetrischen Ultramikro-
elektroden (UMEs) die charakteristischen geometrischen
Abmessungen (Durchmesser/Radius einer Scheibenelektro-
de oder Breite einer Bandelektrode) von der makroskopi-
schen auf die mikroskopische Dimension verringert."! Die
resultierenden extrem kleinen Elektrodenoberfldchen fithren
jedoch zu intrinsisch sehr kleinen Mess-Stromen, sodass erst
die Verfiigbarkeit hoch empfindlicher elektrochemischer
Verstarker und die Moglichkeit, Strome bis hinunter zu ei-
nigen 100 fA prézise zu messen, den Weg ebneten, die An-
wendungsbreite von voltammetrischen UMESs bei der Spu-
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renanalytik und bei kinetischen Messungen, aber auch in den

Oberfldchenwissenschaften und in biomedizinischen Unter-

suchungen, zu erforschen.

Voltammetrische UMEs gibt es mittlerweile mit unter-
schiedlichen Geometrien (Zylinder, Halbkugel, Scheibe,
Band oder Ring sowie Kombinationen davon), Dimensionen
(um bis nm) und einer Palette von Materialien (C, Pt, Au,
Ag). Thre Theorie, Herstellung und ihr Verhalten wurden in
einer Monographie” und einigen Ubersichten®® zusammen-
gefasst. Kurz gesagt sind die Vorteile von Mikroelektroden
fiir voltammetrische und chronoamperometrische Experi-
mente:

1) ein verbessertes Signal-Rausch-Verhiltnis im Wesentli-
chen aufgrund der Tatsache, dass der analytisch relevante
Faraday-Strom signifikant erhoht ist. Dies ist Folge der
hemispérischen oder sphérischen statt planaren Diffusion
in Richtung der UMESs und des daraus resultierenden er-
hohten Massentransports der elektroaktiven Spezies zur
Elektrodenoberfliche.

2) eine verringerte Verzerrung durch den Einfluss des
Ohmschen Spannungabfalls iR (i: Strom durch die
Messzelle, R: Widerstand der Messlosung) aufgrund der
kleinen Strome, die an UMEs gemessen werden. Damit
verbunden ist die Moglichkeit, einfache elektrochemische
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Messungen in Losungen mit hohem Widerstand auszu-
fiihren.

3) eine schnelle Ansprechzeit aufgrund der geringen Dop-
pelschichtkapazitdt und der damit verbundenen kleinen
Zeitkonstante T = RC (R: Losungswiderstand, C: Dop-
pelschichtkapazitidt der Elektrode). Diese Eigenschaft
ermoglicht die schnelle Anderung der Konzentration von
Redoxspezies, die mit einer Zeitauflosung im Nanose-
kundenbereich erfasst werden kann.

4) eine kleine GesamtgroBe. Diese Eigenschaft erlaubt
elektrochemische Experimente in begrenzten Volumina
und an mikroskopisch kleinen Objekten.

Mit ihren herausragenden elektroanalytischen und geo-
metrischen Eigenschaften sind nadelférmige Mikroelektro-
den mit einige Mikrometer groBen Spitzen hervorragend fiir
ortlich und zeitlich aufgeloste voltammetrische Experimente
in biologischen Systemen geeignet. Daher wurden solche
Elektroden hé&ufig in den Lebenswissenschaften und der
Medizin eingesetzt. Die hochsten wissenschaftlichen Aktivi-
tdten verzeichnen dabei die Neurochemie und die Zellphy-
siologie, Disziplinen, bei denen miniaturisierte voltammetri-
sche Sensoren héufig fiir die Beobachtung der Dynamik einer
Reihe zelluldrer Prozesse sowie der zeitlichen Anderungen
der Zusammensetzung intra- und extrazelluldrer Fliissigkei-
ten angewendet werden. Diese Anderungen konnen dann
entweder mit Zellaktivititen wie Wachstum, Atmung oder
Zell-Zell-Kommunikation in Beziehung gesetzt werden, oder
sie zeigen metabolische Reaktionen als Folge von Belastun-
gen durch Nahrungsknappheit, Sport, Einnahme von Medi-
kamenten oder dhnliche Einfliisse. Generell miissen In-vivo-
Anwendungen, bei denen beispielsweise aktive Spitzen von
UMESs unter moglichst geringen Schéadigung in ausgewdihlte
Gewebepartien von Labortieren implantiert werden, von In-
vitro-Anwendungen an isolierten biologischen Zellen oder
akuten Gewebeschnitten unterschieden werden.

In-vivo-Voltammetrie im zentralen Nervensystem leben-
der Tiere verfolgt das Ziel, neurochemische Abldufe in Zellen
im Zusammenhang mit komplexem Verhalten aufzukliren,
und gehort sicherlich zu den interessantesten Anwendungen
dieser Art von Elektroanalyse. Dieses Forschungsgebiet
wurde von Adams und Mitarbeitern zu Beginn der 1970er
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Jahre bei Versuchen etabliert, Fluktuationen in der Konzen-
tration von Catecholamin-Neurotransmittern in unter-
schiedlichen Regionen des Rattengehirns nach Stimulation
ihrer synaptischen Ausschiittung zu beobachten.™ Seit diesen
bahnbrechenden Arbeiten hat die In-vivo-Voltammetrie be-
triachtliche Fortschritte gemacht, was durch die Zahl der pu-
blizierten Ubersichten belegt wird."! Zwei neuere Errun-
genschaften sind beispielsweise die drahtlose Voltammetrie
im Gehirn freilaufender Ratten durch Implementierung eines
telemetrischen Systems!® und die natiirlich auftretenden to-
nischen oder phasenartigen Dopaminsignale, die kiirzlich in
Echtzeit in der extrazelluldren Fliissigkeit unterschiedlicher
Gehirnregionen von wachen (nicht anisthesierten) Ratten
aufgezeichnet wurden und mit Verhaltensmustern wie sexu-
eller Erregung, Belohnung, Nahrung oder Neugier sowie der
Aufnahme von Drogen in Beziehung gesetzt werden konn-
ten.[":"

Dieser Aufsatz behandelt die Einzelzellmikroelektroche-
mie oder, um es exakter zu definieren, elektrochemische
Messungen, die mit voltammetrischen Ultramikroelektroden
an den kleinsten lebensfdahigen Einheiten ausgefiihrt werden
— an isolierten biologischen Zellen in Zellkulturen. Obwohl
sie nicht in ihrer natiirlichen Umgebung vorliegen, konnen
einzelne isolierte oder kultivierte Zellen ihre charakteristi-
schen metabolischen und (neuro)physiologischen Prozesse
aufrechterhalten, sodass sie zu einem gewissen Grad den
Zellen im Korper dhneln. Deshalb erwiesen sich einzelne
Zellen als gute experimentelle Modellsysteme fiir die ziel-
gerichtete Untersuchung komplexer biologischer Prozesse
und Funktionen. Von Vorteil ist auch, dass solche Experi-
mente nicht durch Interferenzen beeinflusst werden, wie sie
héufig in hoch heterogenen intakten Geweben auftreten.
Allerdings haben lebende Zellen mikroskopische Dimensio-
nen; die Antworten auf ihre spezifischen Aktivitdten sind
daher sehr klein, und sie ereignen sich auf einer sehr kurzen
Zeitskala. Folglich erfordern das Screening und die Visuali-
sierung der Aktivitdt einzelnen Zellen hoch entwickelte
Analysetechniken mit der notwendigen Empfindlichkeit
sowie oOrtlichen und zeitlichen Auflosung. Beispiele hierfiir
sind fortgeschrittene optische!”’ und elektrophysiologische
Techniken'”! und, nicht zuletzt, die Verwendung von volt-
ammetrischen Ultramikroelektroden.
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Wildtyp-Tiere — Mutanten - Transfektionen

primére Zellkulturen — Zelllinien

Chromaffinzellen von Rind/Ratte/Maus; PC12-Zellen; Endothelzellen;
Astrocyten; RBL-Zellen; Makrophagen; Glomuszellen;Fibroblasten;

Mastzellen; Hepatomzellen; Myozyten; 3-Zellen der Bauchspeicheldriise;
Neurone

Glutamat NO Insulin O,

Einzelzellelektrochemie
Histamin Dopamin 5-HT

Amperometrie — Voltammetrie
Mikro- und Nanoelektroden
Elektrodenarrays nadelférmige Elektroden

Abbildung 1. Das Zusammenspiel experimenteller Techniken und Zell-
modelle in der Einzelzellmikroelektrochemie. Oben: Individuelle leben-
de Zellen werden entweder durch eine enzymatische Dissoziation aus
dem explantierten Gewebe von Labornagetieren oder Zuchttieren oder
aus vielen kommerziell erhiltlichen Zelllinien erhalten, die dariiber
hinaus fur die spezifischen Zellaktivititsmessungen genetisch modifi-
ziert sein kénnen. Unten: Einzelne kultivierte Zellen kénnen mit den
punktférmigen Spitzen von Mikro- oder Nanoelektroden, die unmittel-
bar an ihrer Plasmamembran positioniert werden, oder auf Mikroelek-
trodenarray untersucht werden. Fiir die Detektion der elektroaktiven
Spezies in der Nachbarschaft aktiver Zellen dient entweder die Voltam-
metrie, bei der das Mikroelektrodenpotential E als Funktion der Zeit ¢
mit definierter Spannungsvorschubgeschwindigkeit zwischen zwei ge-
eigneten Werten verindert wird, oder die Amperometrie, bei der E auf
einem konstanten Wert gehalten wird, der angepasst sein muss, um
die interessierende Redoxspezies zu oxidieren oder zu reduzieren.

Abbildung 1 zeigt einige zelluldre Systeme, die einer
Untersuchung durch Einzelzellmikroelektrochemie zugéing-
lich sind. Die individuellen kultivierten lebenden Zellen
konnen entweder aus einer der vielen (auch kommerziell)
verfiigbaren Zelllinien stammen oder aus priméren Zellkul-
turen, die aus frischen Prédparationen eines Tiergewebes eta-
bliert werden. Genetisch modifizierte Zellen, die bestimmte
physiologische Defekte aufweisen, konnen durch gut ausge-
arbeitete Prozeduren der Zelltransfektion an kultivierten
Mutterzellen oder durch Verwendung von Zellpraparationen
aus genetisch verdnderten Tiermutanten (beispielsweise
Knockout-Miduse oder -Ratten) erhalten werden. Da es
moglich ist, transfizierte oder transgene Zellen mit den ent-
sprechenden Wildtyp-Zellen zu vergleichen, stellen sie Mo-
delle fiir das Studium von Genfunktionen oder komplexen
zelluldren Prozessen dar (z.B. fiir die Ausschiittung vesiku-
larer Transmitter oder Hormone). Die Rollen eines (ausge-
schalteten) Proteins oder der mit diesem assoziierten Pro-
teine in bestimmten Prozessen kann so evaluiert werden.

Generell kann die voltammetrische Detektion entweder
mit positionierbaren, nadelférmigen UMEs (Abbildung 2)
oder mit Ultramikroelektrodenarrays, die aus vielen indivi-
duell ansprechbaren voltammetrischen Sensoreinheiten be-
stehen, ausgefiihrt werden. Die Arrays wurden durch Nano-
und Mikrofabrikationsprozesse zuginglich,'!! die aus der Si-
liciumtechnologie entlehnt wurden. Mikroelektrodenarrays
bendtigen im Unterschied zu den filigranen Sensorspitzen
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voltammetrische
Ultramikroelektrode

Mikropositioniereinrichtung
rauscharmer Potentiostat

Applikations- oder
Patch-Pipette

Mikropositioniereinrichtung
Patch-Clamp-Verstarker
oder Mikroinjektionssystem

UME

UME

intrazellulare
Voltammetrie

extrazellulare
Voltammetrie

inverses Mikroskop

Abbildung 2. Ein Arbeitsplatz fur elektrophysiologische Einzelzellexpe-
rimente mit nadelfsrmigen voltammetrischen Mikroelektroden (sche-
matisch). Mithilfe eines inversen Mikroskops kénnen eine Applika-
tions- oder Patch-Pipette fiir die Zellstimulation und die voltammetri-
sche UME fiir die elektrochemische Detektion der zelluliren Antwort
bedient werden. Beide Instrumente miissen an einem prazisen Mikro-
positionierelement befestigt sein, um die Sonden vorsichtig in der
Nihe (extrazellulidre Voltammetrie) oder im Innern (intrazellulire Volt-
ammetrie) einer einzelnen lebenden Zelle zu positionieren. Die Ver-
wendung von rauscharmen elektrochemischen Verstarkern mit der Fa-
higkeit, fA- oder pA-Stréme zu messen, garantiert die Empfindlichkeit,
die notwendig ist, um die winzigen Konzentrationsidnderungen der re-
doxaktiven Spezies als Folge zelluldrer Aktivitaten wie Sekretion oder
Atmung zu detektieren. u-CE: nadelférmige Mikrogegenelektrode.

keine aufwendigen Positionierungstechniken. Stattdessen
werden die zu untersuchenden Zellen auf der Mikroelektro-
denanordnung ausgesét, wo dann zelluldre Prozesse wie die
Ausschiittung oder der Verbrauch von elektroaktiven Sub-
stanzen mithilfe unterschiedlicher voltammetrischer Detek-
tionsverfahren verfolgt werden. In Abhéngigkeit der Grofle
eines einzelnen Sensorelementes des Mikroelektrodenarrays
relativ zur GroBBe einer lebenden Zelle und dem Abstand
zwischen den individuellen aktiven Elementen des Ultrami-
kroelektrodenarrays wird die Information entweder von un-
terschiedlichen Bereichen einer einzelnen Zelle oder von
einer Vielzahl von Zellen erhalten. Die Detektion der Cate-
cholamin-Exozytose an sekretorischen Zellen,'”! neuronaler
Transmitter!"” und der Ausschiittung von Stickstoffmonoxid
(NO)™ sind Beispiele fiir das erfolgreiche Studium der Ak-
tivitdit einzelner Zellen an Ultramikroelektrodenarrays.
Durch die Verfiigbarkeit multipler Teststellen auf streifen-
formigen Sensorsystemen und die Moglichkeit einer auto-
matisierten Beladung und Analyse tragen Ultramikroelek-
trodenarrays die Moglichkeit fiir die Hochdurchsatzuntersu-
chung zelluldrer Aktivitdt in sich. So konnen mehrere Ana-
lyte gleichzeitig erfasst werden und komplexe Netzwerke
neuronaler oder anderer Zellen chemisch abgefragt werden.
Das Potenzial von Ultramikroelektrodenarrays fiir voltam-
metrische Untersuchungen an einzelnen Zellen ist derzeit
aber bei Weitem nicht vollstidndig ausgeschopft.

Der erste Abschnitt dieses Aufsatzes gibt einen Uberblick
iiber die Herstellungsmethoden von voltammetrischen Ul-
tramikroelektroden mit Spitzendimensionen, die fiir voltam-
metrische In-vitro-Messungen im Zytoplasma (intrazellulire
Voltammetrie) oder in geringem Abstand von einzelnen
biologischen Zellen (extrazelluldre Voltammetrie) geeignet
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sind. Ausgewdhlte Veroffentlichungen iiber intrazelluldre
Voltammetrie sowie iiber ,konventionelle“ extrazellulidre
voltammetrische Detektion von chemischen Botenstoffen wie
Catecholaminen, Stickstoffmonoxid (NO) und Glutamat, die
mit stationédr in unmittelbarer Néhe der duleren Membran
einer sekretorischen Zelle positionierten Ultramikroelektro-
den erfasst werden, werden kurz zusammengefasst. Die
elektrochemische Rastermikroskopie (scanning electroche-
mical microscopy, SECM), ein hochauflosendes Bildge-
bungsverfahren, das prizise bewegbare voltammetrische oder
potentiometrische UMEs nutzt, wurde etabliert!™” und fiir
Studien an einzelnen Zellen verwendet, wobei simultan
Bilder der Zellmorphologie und der zelluldren (Redox)Ak-
tivitit erhalten wurden.'®! Theoretische und praktische As-
pekte, die fiir SECM-Messungen an lebenden Zellen relevant
sind, werden vorgestellt. In diesem Abschnitt werden die
Nachteile des Rasterns der SECM-Spitze mit konstanter z-
Position (,,constant-height mode*“) und die Vorteile des
Rastern der SECM-Spitze in konstantem Abstand zur Pro-
benoberfliche (,,constant-distance mode*) bei der Visuali-
sierung weicher dreidimensionaler biologischer Objekte dis-
kutiert. Wesentliche apparative Entwicklungen der SECM
werden zusammengefasst und SECM-Studien an einzelnen
Zellen werden angefiihrt, um den Einfluss der Einzelzell-
SECM in unterschiedlichen Disziplinen der Lebenswissen-
schaften und Medizin abzuschétzen. Schlieflich werden
einige Herausforderungen und Perspektiven der Einzelzell-
elektrochemie angesprochen.

2. Voltammetrische Ultramikroelektroden fiir die
Detektion an und in einzelnen lebenden Zellen

In einer Reihe von Publikationen wurde in den letzten
Jahren die Herstellung von winzigen voltammetrischen
Elektroden beschrieben, die unter anderem fiir ortlich be-
grenzte Messungen in unmittelbarer Ndhe oder sogar inner-
halb lebender Zellen geeignet sind. Die optimale Elektrode
ist stark abhdngig von der zu untersuchenden Zelle und dem
betrachteten zelluldren Prozess. In jedem Fall sollten jedoch
voltammetrische UME:s fiir die Einzelzellelektrochemie nicht
nur eine geeignete Grofle haben, sondern auch eine hervor-
ragende Empfindlichkeit fiir den Analyten, einen geringen
Grundstrom sowie eine gute Stabilitidt in physiologischen
Pufferlosungen aufweisen. Zusédtzlich miissen sie natiirlich
moglichst einfach herzustellen und anzuwenden sein. Als
Materialien fiir UMEs werden vor allem Kohlenstoff und
Platin genutzt. Kohlenstoff ist ein ideales Elektrodenmaterial
fiir die Detektion der Ausschiittung von Catecholamin-Neu-
rotransmittern in physiologischen Salzlosungen, da Kohlen-
stoffelektroden kaum zur Kontamination der Oberfldche
(,,fouling) neigen. Aufgrund seiner elektrokatalytischen Ei-
genschaften wird Platin vorgezogen, um beispielsweise extra-
oder intrazelluldre Sauerstoffkonzentrationen zu messen.

Fiir Einzelzellmessungen im extrazelluliren Raum in sehr
geringem Abstand zu einer einzelnen lebenden Zelle sind
scheibenformige oder dhnliche Elektroden mit einer diinnen
Isolierung an der Sensorspitze am besten geeignet, deren
Dimensionen diejenigen der zu untersuchenden Zellen nicht
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tiberschreiten sollten. Solche Elektroden kénnen durch Ein-
schmelzen von Kohlenstofffasern mit graphitidhnlicher Leit-
fahigkeit oder Platinmikrodrdhten mit Durchmessern bis
hinab zu 5pum in Glas oder Polymeriiberziige hergestellt
werden, wodurch elektroaktive Mikroscheiben, die von
einem isolierenden Schaft umgeben sind, entstehen, nachdem
die Spitzen vorsichtig poliert (Glas) oder mit einem Skalpell
geschnitten wurden (Polymer). Drei Arten von Kohlenstoff-
faser-Ultramikroelektroden (CF-UMEs) mit geringem Rau-
schen und mit Durchmessern von 5-10 um werden routine-
méiBig zur Detektion der Neurotransmitterausschiittung an
sekretorischen Zellen und einzelnen kultivierten Neuronen
genutzt:
1) glasisolierte CF-UMEs mit
,Wightman-CF-UMEs* [
2) mit Polyethylen (PE) oder Polypropylen (PP) isolierte CF-
UME:s mit Scheibenform; ,,Chow-CF-UMEs*,"¥ und
3) mit Elektrotauchlack isolierte CF-UMEs mit Scheiben-
form; ,,Schulte-CF-UMEs«.I"")

elliptischer Geometrie;

Glasisolierte CF-UMEs werden durch Einkleben einzel-
ner Kohlenstofffasern in fein ausgezogene Glaskapillaren
mithilfe eines Epoxidklebstoffs hergestellt. Vorsichtiges Po-
lieren unter einem Winkel von 45° auf einer Mikropipetten-
poliermaschine fiihrt zu einer ovalen Oberfliche. Die elek-
troaktive Fldache der polierten Kohlenstoffmikroellipse ist
doppelt so grofl wie bei einer Scheibenelektrode aus dem
gleichen Material. Gleichzeitig ist der Hintergrundstrom
nicht wesentlich erhoht,!"”! sodass eine bessere Empfindlich-
keit resultiert. Polyethylen(PE)- oder Polypropylen(PP)-iso-
lierte CF-UMEs werden hergestellt, indem einzelne Koh-
lenstofffasern in kurze PE- oder PP-Rohrchen eingefddelt
werden, die dann lokal geschmolzen und ausgezogen werden.
So ist die Kohlenstofffaser in das ausgezogene Ende einer
Plastikpipettenspitze eingeschmolzen und wird durch einen
nahezu unsichtbar diinnen Polymerfilm umhiillt. Das
Schneiden der Plastikspitze mit einem scharfen Skalpell unter
dem Mikroskop legt schlieBlich die Kohlenstofffaserscheibe
frei. Diese Herstellung von PE- oder PP-isolierten CF-UMEs
ist jedoch diffizil.

Vergleichsweise einfach ist dagegen die Herstellung von
scheibenformigen CF-UMEs, die mit einem Elektrodeposi-
tionslack isoliert sind. Elektrodepositionslacke werden haufig
in der Automobilindustrie und zur Herstellung von Konser-
vendosen verwendet, um chemisch stabile Antikorrosions-
schichten effektiv abzuscheiden. Wasserbasierte Elektrode-
positionslacke (EDPs) sind kommerziell als anodische oder
kathodische Systeme erhéltlich. Thre elektrochemische Ab-
scheidung auf den Oberfldchen leitender Werkstiicke beruht
auf der pH-Wert-abhéngigen Loslichkeit der verwendeten
Polymere. Beispielsweise liegt ein anodischer EDP in einer
wissrigen Dispersion in Form ,,16slicher”, negativ geladener
Micellen eines Polyacrylsdurecopolymers vor. Das mit dem
Elektrotauchlack zu beschichtende Werkstiick wird als
Anode in einer elektrochemischen Zelle geschaltet, die den
EDP als Elektrolytlosung enthilt, und auf ein Potential po-
larisiert, das geeignet ist, die Spaltung von Wasser durch
anodische Oxidation unter Bildung von Protonen an der
Grenzfliche zwischen Anode und Elektrolyt auszuldsen.
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Negativ geladene EDP-Micellen erreichen durch Migration
im elektrischen Feld die entgegengesetzt geladene Elektrode,
wo das Anséduern des Elektrolyten in unmittelbarer Nidhe der
Phasengrenze zur Protonierung der Carboxylatseitenketten
fiihrt und die Loslichkeit des Polymers senkt. Dieser gut
kontrollierbare Prozess resultiert in der Abscheidung eines
Polymerfilmes auf der gesamten eingetauchten aktiven
Elektrodenoberflache. Die EDP-Abscheidung ergibt ebene,
diinne und defektfreie Schichten, die stark an der Oberfldche
der Kohlenstofffaser haften. Um den noch immer mit Wasser
beladenen Polymerfilm in ein gut isolierendes Dielektrikum
zu iiberfiihren, das selbst der Zersetzung bei hohen Poten-
tialen widersteht und die zylindrische Faserspitze isoliert,
miissen die frisch abgeschiedenen Polymerfilme bei hoher
Temperatur eingebrannt werden. Direkt vor dem Gebrauch
wird die Spitze mit einen Skalpell geschnitten, um die von
einem diinnen Polymerfilm umgebene Kohlenstoffmikro-
scheibe freizulegen (Abbildung 3).

Abbildung 3. Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer nicht isolier-
ten (A) und einer mit einer diinnen Schicht eines Elektrodepositions-
lacks iiberzogenen Kohlenstofffaser (B). Die dicht vom elektrisch iso-
lierenden Polymer umgebene scheibenférmige Kohlenstoffoberfliche
in (B) wurde durch einen vorsichtigen Schnitt der lackierten Faser mit
einem scharfen Scalpell freigelegt und bildet die aktive Sensoroberfla-
che einer Kohlenstofffaser-Ultramikroelektrode (CF-UME), wie sie typi-
scherweise fiir die Messung der Freisetzung von Neurotransmittern
oder Hormonen aus einzelnen sekretorischen Zellen genutzt wird. Der
Durchmesser der Kohlenstofffaser betrigt ca. 10 um.

Scheibenformige CF-UMEs mit noch kleinerem Durch-
messer sind eine Voraussetzung fiir eine verbesserte Ortliche
Auflosung bei der lokalen Detektion der Ausschiittung zel-
luldrer Catecholamin-Transmitter. Allerdings werden Hoch-
leistungskohlenstofffasern, die als Vorstufen fiir scheiben-
formige CF-UMEs dienen, im Allgemeinen als Struktur-
komponenten in faserverstirkten Kunststoffen verwendet
und sind lediglich mit Durchmessern bis hinunter zu 5 um
kommerziell erhiltlich. Diinnere Kohlenstofffasern fiir die
Herstellung sehr kleiner (scheibenférmiger) CF-UMEs
konnten durch das Ausdiinnen von Kohlenstofffasern mithilfe
von elektrochemischen,” elektrischen,”!! Flammen-2°-?
oder Ionenstrahl-Atzverfahren™ erhalten werden. Wenn
man konisch oder zylindrisch gedtzte Kohlenstofffaserspitzen
in einem zweiten Schritt gem&f einer verfiigbaren Isolie-
rungsstrategie, beispielsweise der elektrochemisch induzier-
ten Polymerabscheidung, weiter bearbeitet, konnen CF-
UMESs mit effektiven Radien unter 1 pm hergestellt wer-
den.’®2¢24 In einem weiteren Ansatz wurde die Pyrolyse
kurzkettiger Alkane an den Innenwinden der Spitzen er-
hitzter Quarzmikropipetten verwendet, um sehr kleine Koh-
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lenstoffscheibenelektroden herzustellen. Die Pipettenoff-
nungen waren vollstindig mit dem pyrolytisch erzeugten
Kohlenstoff gefiillt, und die Ablagerungen wiesen eine aus-
reichende Leitfdahigkeit fiir die Verwendung als miniaturi-
sierte Elektrode auf.”*”!

Die erfolgreiche Detektion anderer chemischer Boten-
stoffe als Catecholamine auf der Ebene einzelner Zellen
beruht auf der Verwendung chemisch modifizierter UMEs,
die katalytische Aktivitit hinsichtlich méglicher Redoxreak-
tionen des interessierenden Analyten aufweisen. Eine kiirz-
lich erschienene Ubersicht®! liefert Informationen iiber
Strategien zur Modifizierung von Elektrodenoberflichen, um
die Detektion physiologisch wichtiger Verbindungen wie NO,
Glucose oder Insulin in biologischen Proben zu ermoglichen.
Die Modifizierung von Elektrodenoberflichen mit Metall-
porphyrinen erwies sich als optimal, um UMEs fiir die De-
tektion der NO-Ausschiittung an einzelnen Zellen zu erhal-
ten. Miniaturisierte Biosensoren mit integrierter Glucose-
oxidase (GOx) oder Glutamatoxidase (GluOx) wurden fiir
die Bestimmung von Glucose an einer Zelle bzw. fiir die
Verfolgung der Glutamatkonzentration zugénglich. Die Se-
kretion von Insulin aus einer einzelnen Zelle konnte mit einer
scheibenformigen UME nachgewiesen werden, die mit einem
gemischtvalenten Rutheniumoxid/Cyanoruthenat-Film mo-
difiziert war.

Nackte scheibenformige Pt-UMEs werden vor allem fiir
die Bestimmung des lokalen O,-Partialdrucks im extrazellu-
ldiren Milieu in unmittelbarer Nachbarschaft ,,atmender* le-
bender Zellen benutzt. Typischerweise werden solche Elek-
troden durch Einschmelzen von Platinmikrodréhten in
diinne, ausgezogene Glaskapillaren hergestellt, gefolgt von
Schleifen und Polieren, um eine in Glas integrierte Pt-Scheibe
freizulegen. Unterschiedliche Modelle miniaturisierter
membraniiberzogener Clark-O,-Flektroden fiir Einzelzell-
studien sind von verschiedenen Firmen kommerziell erhélt-
lich. Die Herstellung von Pt-UMEs mit Durchmessern im
Nanometerbereich”” wurde kiirzlich von einigen Arbeits-
gruppen beschrieben. Solche UMEs konnten geeignet sein,
um die ortliche Auflosung der Detektion des zelluldren O,-
Verbrauchs zu verbessern. Allerdings konnte das Potenzial
dieses Ansatzes bisher nicht ausgeschopft werden, da sich die
exakte Positionierung an der Membran der zu untersuchen-
den Zelle als schwierig herausstellte. Eine selbstreferenzie-
rende polarographische Mikroelektrode wurde entwickelt,
um selektiv O,-Fliisse von einzelnen Zellen mit guter Emp-
findlichkeit und lateraler Auflésung in Echtzeit zu messen.

Scheibenelektroden mogen zwar fiir extrazelluldre Mes-
sungen geniigen, fiir intrazelluldre voltammetrische Bestim-
mungen sind naturgemif aber viel spitzere UMEs notwendig.
Die Spitzen miissen sanft durch die Zellmembran in das Zy-
toplasma eindringen, um eine ernste Schidigung der Zelle zu
vermeiden. Schon 1967 wurde iiber das Konzept einer volt-
ammetrischen Mikroelektrode fiir die Bestimmung des in-
trazelluliren O,-Partialdrucks berichtet.” Viel spiter erst
konstruierte Ewings Arbeitsgruppe extrem kleine Kohlen-
stoffringelektroden,® die fiir die intrazellulire voltamme-
trische Bestimmung von Dopamin®®! und — nach Modifikation
der Oberflache mit Schichten aus Pt/Nafion oder Pt/GOx/
Nafion — von O, bzw. Glucose!® verwendet wurden.
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Meulemans et al. entwickelten Methoden zur Konstruktion
glasisolierter nadelformiger Pt-**! und C-Mikroelektroden®
fiir die intrazelluldre voltammetrische Bestimmung redoxak-
tiver Spezies. Taha et al. berichteten schon in den frithen
1990er Jahren, dass chemisch modifizierte Spitzen flammen-
gedtzter und polymerisolierter Kohlenstofffasern effektiv
durch Zellmembranen gestoen und dann genutzt werden
koénnen, um im Zytoplasma Spuren von NOP! (CF-UME mit
diinnen Polymerfilmen aus Nickel(II)-tetrakis(3-methoxy-4-
hydroxyphenyl)porphyrin (TMHPP-Ni)/Nafion) oder Metall-
ionen (CF-UME mit TMHPP-Ni oder Quecksilber) zu be-
stimmen.””!

3. Beispiele fiir intrazelluldre Voltammetrie

Die metabolischen und katabolischen Pfade bei der bio-
chemischen Prozessierung und Signalweiterleitung im Zyto-
sol beziehen selbstverstindlich eine riesige Zahl an
(bio)chemischen Substanzen ein, von denen einige redoxak-
tive Gruppen tragen und daher mit voltammetrischen Me-
thoden bestimmt werden konnen. Die Entwicklung der in-
trazelluldren Voltammetrie war durch den Wunsch motiviert,
die Dynamik der zytosolischen Metabolite und chemischen
Transmittermolekiile sowie die zeitlichen Anderungen ihrer
Konzentrationen als Folge von Membrantransportprozessen
in Echtzeit zu verfolgen. Entsprechende Untersuchungen
konnten das Wissen um den Metabolismus, die Funktionen
und die Regulation in einzelnen Zellen vertiefen, und dabei
helfen, die Mechanismen der Signaliibertragung bei der in-
terzelluliren Kommunikation in grolen Zellnetzwerken zu
interpretieren. Dariiber hinaus kann die quantitative Be-
stimmung des Transportes elektroaktiver Wirkstoffe und
Gifte durch die Zellmembran hilfreiche Informationen fiir
pharmakologische und toxikologische Entwicklungen liefern.

Entwicklungen in einer Reihe von Arbeitsgruppen fiihr-
ten in den 1980er Jahren zu voltammetrischen Elektroden, die
spitz genug waren, um Zellmembranen mit minimaler Sché-
digung und vernachléssigbarem Verlust an Sensorempfind-
lichkeit zu durchstechen. Die ersten Berichte, in denen das
Potenzial der Voltammetrie an Mikroelektroden im Innern
von Zellen erforscht wurde, hatten die Verfolgung intrazel-
luldrer Konzentrationen von O,, Glucose, NO und einer
Reihe biologisch relevanter Spurenmetalle und Wirkstoffe
zum Ziel. Meulemans et al. inkubierten beispielsweise indi-
viduelle kultivierte Neurone aus praparierten Buccalganglien
der Meeresschnecke Aplysia Californica mit physiologischen
Pufferlosungen, die Antipyrine oder Metronidazole enthiel-
ten. Sie beobachteten dann den zeitlichen Verlauf der zellu-
liren Aufnahme und des Ausscheidens dieser redoxaktiven
Wirkstoffe mit intrazelluldrer Differenzpulsvoltammetrie
(DPV).”] Weiterhin konnten sie erfolgreich die intraneuro-
nale Konzentration von Serotonin (5-HT) in lebenden sero-
tonergen metacerebralen Zellen des gleichen Tiers bestim-
men. Anderungen in der intrazelluliren 5-HT-Konzentration
wurden in Echtzeit mithilfe von DPV an einer glasisolierten
nadelformigen Pt-UME {iiber mehrere Stunden nach der Sti-
mulation der Neuronen verfolgt (entweder nach intrazellu-
larer Injektion von 5-HT oder extrazelluldrer Gabe von L-
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Tryptophan, Reserpin oder p-Chlorphenylalanin).* Koh-
lenstoffringelektroden wurden im Innern des dopaminergen
Riesenneurons der Schnecke P. Corneus platziert und am-
perometrisch auf ein konstantes Potential polarisiert, um die
zytosolische Dopaminkonzentration zu verfolgen und den
Membrantransport und metabolischen Abbau von Dopamin
zu quantifizieren.’"* Diese Untersuchungen belegten, dass
das Fiillen von neu gebildeten Speichervesikeln mit lokal
verfiigbaren Transmittermolekiilen einen wichtigen Prozess
im frithen Stadium der Exozytose darstellt. Allerdings muss
dieser Prozess effektiv mit dem Verlust der Transmittermo-
lekiile durch die Zellmembran konkurrieren.

Die Zellatmung ist eine weitere Aktivitdt, die fiir die
ordnungsgemiBe physiologische Funktion einzelner lebender
Zellen von groBer Bedeutung ist. Die effiziente O,-Aufnahme
ist eng verkniipft mit der Verfiigbarkeit von Energie fiir die
unterschiedlichsten biochemischen Prozesse im Zytoplasma.
Ewing et al. nutzten die intrazellulire quantitative Verfol-
gung der O,-Konzentration mithilfe Nafion-beschichteter
platinierter Kohlenstoffring-UMESs, um die relative zytosoli-
sche O,-Konzentration im dopaminergen Riesenneuron von
P. Corneus zu bestimmen. (Auch diese Zelle ist in den Neu-
rowissenschaften ein anerkanntes Modellsystem fiir Einzel-
zellexperimente.) Der Vergleich von ruhenden Neuronen und
Neuronen, die mit hohen Kaliumkonzentrationen stimuliert
waren, zeigte, dass mit der stimulierten vesikuldren Dop-
aminausschiittung offensichtlich ein erhohter intrazelluldrer
Sauerstoffverbrauch einhergeht. Dieser Effekt wurde mit
einem groferen Energiebedarf der Zellen fiir den Vesikel-
transport und die Exozytose erklirt.’”)

NO kann in biologischen Systemen sowohl zytotoxisch als
auch als schnell diffundierender Botenstoff agieren. NO kann
schnell in eine Vielzahl von Signaltransduktionspfaden in der
Zielzelle eingreifen und ist folglich an Prozessen wie der
neuronalen Signaliibertragung, der Immunantwort, der Mo-
dulation von Ionenkanilen, zelluliren Abwehrmechanismen
oder der GefdBerweiterung beteiligt. NO wird in bestimmten
Zellen von Ca’'/Calmodulin-abhiingigen NO-Synthasen
(NOS) durch die enzymkatalysierte Umwandlung von L-Ar-
ginin zu Citrullin synthetisiert. Um die komplexen Mecha-
nismen NO-regulierter zelluldrer Funktionen zu verstehen,
muss daher die Dynamik der intrazelluliren NO-Produktion
aufgeklart werden. Malinski und Taha gingen diese Aufgabe
als Erste mit elektrochemischen Methoden an, indem sie die
Spitzen NO-empfindlicher CF-UMEs im Innern individueller
kultivierter Endothelzellen platzierten. Die voltammetri-
schen Sensoren wurden angewendet, um die Erhohung zy-
tosolischer NO-Konzentrationen nach einem Bradykinin-sti-
mulierten Einsetzen der NOS-Aktivitit in Echtzeit zu ver-
folgen.*! Nachdem Poly-TMHPP-Ni-Filme auf CF-UMEs in
saurer Losung demetalliert wurden, konnten diese Sensoren
sehr selektiv durch einen Ionenaustauschprozess gegen Pro-
tonen des Porphyrinrings erneut Ni**-Ionen aufnehmen. Der
Strom, der infolge der Oxidation von Ni*" zu Ni*" im Po-
lymerfilm fliet, erzeugt das analytische Signal fiir die
Quantifizierung der Ni*"-Ionen. Solche Sensoren wurden im
Zytosol individueller Myozyten oder Hepatomzellen einge-
setzt, und es konnte gezeigt werden, dass sie ausreichend
empfindlich fiir die Detektion kleinster Ni*"-Konzentratio-
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nen in Zellen und fiir die zeitliche Verfolgung der Aufnahme
von Ni*"-Ionen in das Zytoplasma waren, wenn die unter-
suchten Zellen in Pufferlosungen mit hoheren Konzentra-
tionen dieses Ions inkubiert wurden."”!

Die genannten Beispiele beweisen, dass die intrazelluldre
Voltammetrie Einsichten in relevante physiologische Aktivi-
titen von Zellen liefern konnte. Im Unterschied zu Unter-
suchungen, die sich der extrazelluliren Voltammetrie an
scheibenformigen UME in der Nihe von Zellen bedienten,
flauten die Aktivititen auf diesem Forschungsgebiet nach
einer enthusiastischen Anfangsphase etwas ab. Dies ver-
deutlicht zu einem gewissen Grad, wie schwierig es ist, gut
funktionierende UMEs fiir intrazelluldre elektrochemische
Messungen herzustellen, zu platzieren und am Einsatzort zu
betreiben, ohne das lebende Studienobjekt zu verletzen.

4. Beispiele , konventioneller extrazelluldrer
Voltammetrie

,Konventionelle“ extrazellulire Voltammetrie soll hier
definiert werden als voltammetrische Detektion nahe der
dufleren Zellmembran mit scheibenformigen UMEs, die
mithilfe eines inversen Mikroskops und piezoelektrischer
oder hydraulischer Mikropositioniertische gesteuert werden
konnen. Die exakte Topgraphie der untersuchten Zelle ist
beim Positionieren der UME allerdings nicht bekannt.

Das prominenteste Beispiel fiir dieses biologische Volt-
ammetrieverfahren ist die hoch empfindliche elektrochemi-
sche Detektion der Ca**-gesteuerten Exozytose, einer syn-
chronisierten Kaskade von intrazelluldren Ereignissen (Ab-
bildung 4 A), die in sekretorischen und neuronalen Zellen zur
Ausschiittung von Hormonen und Neurotransmittern aus
membrangebundenen zytosolischen Speichervesikeln in den
extrazelluldren Raum oder den synaptischen Spalt fiihrt. Vor
der Exozytose werden die sekretorischen Vesikel in einer
Sequenz von Schritten gebildet und mit einem bestimmten
chemischen Botenstoff gefiillt. Die gefiillten Vesikel werden
zuerst als Reserve zuriickbehalten und, sobald sie fiir die
Zellkommunikation benotigt werden, zur Plasmamembran
transportiert, wo sie durch komplexe Wechselwirkungen mit
Membranproteinen andocken. Um fiir die instantane Aus-
schiittung bereit zu sein, muss ein frisch angedocktes Vesikel
zunichst eine Reihe von Proteinbindungen auf molekularer
Ebene umordnen. Ein externer Stimulus, der das Offnen von
Ca**-Kanilen auslost, wird in diesem Zustand infolge des
plotzlichen Anstiegs der intrazelluldren Ca**-Ionenkonzen-
tration nahezu augenblicklich die Exozytose auslosen. Die
Fusion der Vesikelmembran mit der Plasmamembran fiihrt
zur Bildung einer kleinen offenen Fusionspore und schlie$3-
lich zu einer vollstindigen Ausschiittung der Botenstoffmo-
lekiile aus dem kollabierenden Vesikel.

Einer geordneten dynamischen Wechselwirkung der
vielen Vesikel- und Plasmamembranproteine wird eine grofie
Bedeutung zugemessen — nicht nur fiir das Andocken der
Vesikel, sondern auch fiir die spitere zeitliche Steuerung der
Membranfusion und die Ausschiittung der Sekretionspro-
dukte.”” Die exakte Funktion der identifizierten Proteine
und ihr Einfluss auf die Dynamik der Vesikelexozytose

Angew. Chem. 2007, 119, 8914—8933

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte
Chemie

A)

il Vesikelbildung und Fiillung
&

B e Z23N Speicher-
= vesikel
Transport =

. Anlagerung

vollstandige
Ausschiittung

Poren-

Qe reifes bildung
Vesikel e
Vorbereitung === 2

Patch-Clamp-Kapazitat
verfolgt Vesikelfusion und

Amperometrie
» verfolgt lokale Freisetzung
» quantitative Detektion
> bendtigt elektroaktive Spezies

Porenbildung
benotigt gute Abdichtung zwischen

Pipettenspitze und Membran
| Badelektrode |-—l
v"” ) VC-FME
Ag.'AgCI\ .
Patch- "o CEME
Pipette

/luoreszenzmikroskopm

Abbildung 4. A) Schritte bei der durch Ca®"-Einstrom ausgelésten Vesi-
kelexozytose, die letztlich zur quantenartigen Ausschiittung sekretori-
scher Produkte fithrt. Amperometrische Stromspikes als Folge der Oxi-
dation von entladenen Transmittermolekiilen an einer in der Nihe posi-
tionierten CF-UME belegen die Schritte beim Offnen der Fusionspore:
Nach einem kleinen ,,Fuf3signal“ zeigt ein deutlicher Stromanstieg die
vollstindige Ausschiittung an. B) Die drei wichtigsten Analyseschema-
ta, um die intrazelluldre Bewegung sekretorischer Granula und die exo-
zytotische Ausschiittung von Neurotransmittern und Hormonen bei
der Fusion eines einzelnen sekretorischen Vesikels in Echtzeit zu ver-
folgen: Fluoreszenzmikroskopie in verschiedenen Konfigurationen kann
den vollstindigen Lebenszyklus eines sekretorischen Vesikels visuali-
sieren, falls dessen Inhalt und/oder die Membran mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert ist. Patch-Clamp-Kapazititsmessungen sind geeignet,
um Anderungen in der Gesamtkapazitit der Zellmembran zu verfolgen
und so die Prozesse der Vesikelfusion und das Offnen der Fusionspore
zu detektieren. Amperometrie an einer geeignet platzierten und polari-
sierten CF-UME kann mit hervorragender Empfindlichkeit die Oxidati-
on von chemischen Botenstoffen an der Sensoroberfliche detektieren
und liefert Information iiber den zeitlichen Verlauf eines Ausschiit-
tungsereignisses.

wurden daher aktiv erforscht, mit dem Ziel, die molekularen
Mechanismen hinter dem gemeinsamen Modus der chemi-
schen Zell-Zell-Kommunikation im menschlichen Gehirn
und dem Nervensystem von Sdugetieren aufzukliren.

In Abbildung 4B sind drei moderne bioanalytische De-
tektionsverfahren gezeigt, die hiufig fiir das Studium der
unterschiedlichen Phasen der vesikuldren Botenstoffaus-
schiittung auf der Ebene einzelner Zellen angewendet
werden. Technisch ausgefeilte Varianten der hochauflosen-
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den Fluoreszenzmikrokopie wurden zu optischen Routine-
techniken entwickelt, um einen detaillierten Einblick in
prinzipiell alle Schritte im Lebenszyklus eines sekretorischen
Vesikels zu erhalten. Der Erfolg dieser Methode beruht zum
einen auf der Auswahl geeigneter Fluoreszenzmarkierungen
fiir die Reaktionspartner und zum anderen auf der Qualitét
der optischen Abbildungsverfahren, beispielsweise der kon-
fokalen oder der Totalreflexionsmikroskopie.*”) Der Fort-
gang der Membranfusion und das Offnen der Fusionspore zu
Beginn der Einzelvesikelexozytose wurden mithilfe von
hochauflosenden Patch-Clamp-Membrankapazitdtsmessun-
gen zuginglich gemacht."!! Tatsichlich ist diese Technik
ausreichend empfindlich, um das winzige Anwachsen der
Zelloberfliche durch das Inkorporieren der Membran eines
verschmelzenden Vesikels in Form einer merklichen Signal-
differenz bei der Aufnahme der Gesamtmembrankapazitét in
Echtzeit zu erfassen. Schlielich hat sich die 6rtlich begrenzte
Voltammetrie an CF-UME:s in unmittelbarer Nihe der Zell-
membran zu einer komplementidren Technik entwickelt. Mit
diesem Verfahren lassen sich Fusionsereignisse darstellen, da
es eine hoch empfindliche, direkte und quantitative Messung
sowohl des friithzeitigen Verlustes von Botenstoffmolekiilen
aus unreifen Fusionsporen als auch der gesamten Ausschiit-
tung aus schlielich vollstandig kollabierenden sekretori-
schen Vesikeln ermdglicht. Die Vorteile und Einschrinkun-
gen der Amperometrie und schnellen Cyclovoltammetrie an
Kohlenstofffaserelektroden sowie Anwendungen dieser Me-
thoden fiir die Detektion der Exozytose von einzelnen Zellen
und eine Beschreibung der Datenanalyse solcher Messungen
wurden bereits in Ubersichten behandelt.!

Die Nebennieren von Rindern und Ratten lieferten die
ersten Modellzellen, an denen die direkte elektrochemische
Detektion einzelner Exozytoseereignisse gelang.* In der
bahnbrechenden Arbeit hierzu wurde die Spitze einer ano-
disch polarisierten scheibenformigen CF-UME so nah wie
moglich an der Zellmembran einer einzelnen Adrenalin
ausschiittenden Chromaffinzelle positioniert, und die
rauscharme amperometrische Stromantwort an der Mikro-
elektrode wurde iiber der Zeit aufgezeichnet. Unter diesen
Bedingungen fiihrte die chemische Stimulation von Zellen
reproduzierbar zum gehéduften Auftreten von Stromspikes,
die mit der Ausschiittung diskreter Pakete (,,Quanten®) an
Neurotransmittermolekiilen aus einzelnen fusionierenden
und kollabierenden Vesikeln in Zusammenhang gebracht
werden konnten. Die ausgeschiitteten Neurotransmittermo-
lekiile wurden durch ihre elektrochemische Oxidation an der
UME-Oberfliache detektiert. Nach dem ersten erfolgreichen
Experiment wurde die amperometrische Detektion der Aus-
schiittung weiter verbessert, sodass mithilfe der Technik bald
sogar kleine Sockel- oder FuBlsignale, wie sie manchmal zu
Beginn eines singuldren exozytotischen Stromspikes auftre-
ten, erfasst werden konnten. Diese Sockelsignale sind in
Einklang mit dem langsamen Auswaschen der Catecholamin-
Molekiile durch die sich gerade o6ffnende Fusionspore vor
dem vollstidndigen Kollaps des Vesikels und der daraus re-
sultierenden Exozytose.*!

Man entdeckte schnell, dass die quantitative Analyse der
charakteristischen Merkmale der Stromtransienten in den
amperometrischen Aufzeichnungen von Exozytoseereignis-
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sen wertvolle Informationen fiir die Aufkldrung des Mecha-
nismus und der Kinetik der exozytotischen Reizleitung ent-
hielten. Die obligatorische Spikeanalyse und Interpretation
muss daher mit einer tiefgehenden statistischen Bewertung
von Schliisselparametern wie der Spikefrequenz, der Ge-
schwindigkeit des Stromanstiegs, der Stromamplitude, der
iibertragenen Ladung, der Halbwertsbreite sowie der Zahl
und Kontur der Fuflsignale einhergehen. Da die amperome-
trische Aufzeichnung von Einzelvesikelexozytose-Ereignis-
sen zu riesigen Datenmengen fiithrt, wurden Datenerfassungs-
und Datenanalysesoftwaremodule in verschiedenen Pro-
grammiersprachen entwickelt, um die manuelle oder auto-
matische Spikeanalyse zu erleichtern.***! Pro Vesikel wird
durchschnittlich eine bestimmte Zahl an Neurotransmitter-
molekiilen ausgeschiittet. Folglich kann das Vorhandensein
einer Population von Vesikeln, die sich in der Gré8e oder der
Konzentration ihres Inhalts unterscheiden, aus Histogram-
men der iibertragenen Ladung wéhrend einzelner Strom-
spikes abgeleitet werden. Der zeitliche Verlauf des Offnens
der Fusionsporen und der spite Zeitraum der Ausschiittung
auf der anderen Seite ergibt sich aus der Verteilung der An-
stiegszeit der Stromspikes und ihrer Halbwertbreite. Falls die
chemische Identitidt des ausgeschiitteten Botenstoffes unbe-
kannt sein sollte, kann sie durch schnelle Cyclovoltammetrie
(,fast-scan cyclic voltammetry“) an der positionierten CF-
UME™! aufgeklirt werden, wobei Voltammogramme nach
Subtraktion des Hintergrundstromes einen ,,Fingerabdruck*
liefern, mit dessen Hilfe die ausgeschiitteten Molekiile iden-
tifiziert werden konnen. Die voltammetrische Detektion von
Exozytoseereignissen kann selbstverstédndlich nur mit solchen
Zellen gelingen, die leicht oxidierbare Neurotransmitter oder
Hormone ausschiitten. Um diese Einschrankung zu umgehen,
wurden Zellkulturprotokolle entwickelt, bei denen es mog-
lich ist, sekretorische Zellen mit exogenen Neurotransmittern
zu beladen, die leicht an geeignet polarisierten CF-UMEs
oxidiert werden konnen.*”

Allein oder in Verbindung mit Patch-Clamp- oder Fluo-
reszenzmessungen ist die Kohlenstofffaser-Amperometrie an
einzelnen Zellen heute eine verbreitete mikroelektrochemi-
sche Standardmethode, um die molekularen Ereignisse zu
untersuchen, welche die exozytotische Ausschiittung von
chemischen Botenstoffen vermitteln. Isolierte Chromaffin-
zellen aus Rindern, Ratten oder Médusen wurden systematisch
untersucht und als native oder genetisch modifizierte Pripa-
rationen eingesetzt.'“" Weitere Zellen, die in der Untersu-
chung von Exozytoseereignissen Verwendung finden, sind
Phiochromozytom(PC12)-Zellen,””! Mastzellen,****"! Beta-
zellen aus der Bauchspeicheldriise,***!! humane BON-
Zellen,” basophile Leukimiezellen aus Ratten (RBL-
2H3),”1 Astrozyten aus dem Rattenhippocampus,* ver-
schiedene Neuronenkulturen,® Chromaffinzellen in Schnit-
ten der Nebenniere von beispielsweise Miusen,™ Angio-
myoneuromzellen in Schnitten des Karotidkorpers aus
Ratten®”! und nicht zuletzt Neurone aus akuten Hirnschnit-
ten."

Das Ergebnis aus einer gro3en Zahl von Publikationen,
von denen nur wenige reprasentative Beispiele in Lit. [48-58]
genannt sind, hat zu einem verbesserten Verstédndnis dariiber
gefiihrt, wie sekretorische Zellen des endokrinen Systems und
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Neuronen aus dem Gehirn ihre chemischen Botenstoffe
ausschiitten. Wie kiirzlich in einer Zahl von Veroffentli-
chungen zusammengefasst wurde, wurden zumindest drei
unterschiedliche Arten der vesikuldren Exozytose identifi-
ziert.”” GemiB dem ,,Alles-oder-Nichts“-Mechanismus fu-
sionieren sekretorische Vesikel mit der Zellmembran, bilden
eine Fusionspore, kollabieren und verteilen ihren Inhalt
vollstindig in das extrazellulare Milieu. Allerdings werden
nach der Bildung der engen Fusionspore manchmal Fluk-
tuationen um einen kleinen mittleren Porendurchmesser
(,,Fusionsporenflimmern*) oder sogar ein transientes Schlie-
Ben beobachtet, bevor sich die Fusionspore irreversibel aus-
dehnt und das Vesikel seinen Inhalt ausschiittet. Dieser
Flimmermechanismus ist typisch fiir die kleinen Vesikel
neuronaler Zellen und ist moglicherweise eine Option, um
das Ausmal} der Ausschiittung zu kontrollieren. Ein Mecha-
nismus mit kurzer Membranberithrung wurde als ein dritter
Typ der Exozytose beobachtet (,,kiss and run mechanism*);
dabei fusionieren die Vesikel kurz mit der Plasmamembran,
schiitten einen kleinen Anteil des gespeicherten Botenstoffes
aus und kehren dann ins Zellinnere zuriick, wo sie entweder
warten, bis sich der Prozess wiederholt, oder zuerst mit dem
Botenstoff beladen werden.

Die genauen Ablédufe bei der Bildung und Weiterverar-
beitung der Fusionspore sind auf molekularer Ebene bislang
noch wenig verstanden. Zusétzlich ist noch unbekannt, aus
welchem Grund neuronale Zellen und Vesikel bei bestimm-
ten Bedingungen einen Modus der Exozytose auswéhlen. Um
diese Punkte aufzukléren, sind systematische Studien an ge-
netisch modifizierten sekretorischen Zellen erforderlich,
denen das eine oder andere der vielen hoch spezialisierten
Membranproteine in der Plasma- oder Vesikelmembran fehlt.
Ideale Experimente folgen einem multidimensionalen
Ansatz: Die exozytotische Antwort der Zielzelle wird
gleichzeitig mit Kohlenstofffaser-Amperometrie und mit
komplementdren Detektionsschemata wie den erwéhnten
optischen und elektrophysiologischen Analyseverfahren ge-
messen. Wenn man in dieser Art detailliert die Einzelvesi-
kelexozytose betrachtet, sollte es nach umsichtiger Auswer-
tung der zugédnglichen Daten gelingen, den Einfluss einzelner
Proteine auf den Porenbildungs- und Porenerweiterungspro-
zess sowie auf den zeitlichen Verlauf der Transmitteraus-
schiittung zu ermitteln.

FEinige neuere elektrochemische Strategien auf der Ebene
einzelner sekretorischer Zellen sind es wert, hier kurz ge-
nannt zu werden, auch wenn sie iiber unsere Definition der
konventionellen extrazelluliren Voltammetrie hinausgehen.
Beispielsweise wurden Glasobjekttrager mit optisch trans-
parentem und elektrisch leitfdhigem Indiumzinnoxid (ITO)
strukturiert, sodass gut definierte ITO-Mikroelektroden ent-
standen, auf die sekretorische Zellen in der gewiinschten
Dichte ausgesit werden konnen.” Die Anwendbarkeit der
miniaturisierten ITO-Strukturen fiir kombinierte optische
und elektrochemische Studien auf der Ebene einzelnen
Zellen wurde von Amatore et al. nachgewiesen, die gleich-
zeitig farbstoffbeladene Chromaffinzellen durch Fluores-
zenzmikroskopie abbilden und die Botenstoffausschiittung
mithilfe von ITO-Mikroelektroden, die sie als amperometri-
sche Sensoren betrieben, detektieren konnten.”* Nach einer
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weiteren Miniaturisierung und Optimierung konnten ITO-
basierte Mikrochips frither oder spiter fiir ein optoelektro-
chemisches Hochdurchsatz-Screening der Exozytose einge-
setzt werden. Ein Mikrofluidiksystem, das den Transport und
die Fixierung sekretorischer Zellen mit amperometrischer
Detektion der Einzelzellsekretion®” auf einem Chip kombi-
niert sowie ein Array aus Pikoliter-Reaktionsgefdf3en fiir
einzelne Chromaffinzellen mit Pt-UMEs am GefiBboden!®"
wurden bereits als Alternativen fiir eine schnelle und auto-
matisierte Analyse der Einzelzellexozytose vorgeschlagen.
Hafez et al. stellten durch Mikrofabrikation eine Anordnung
von vier Platinmikroelektroden in geringem Abstand auf
einem Glasobjekttrager her. Sie konnten diese Messanord-
nung fiir eine 6rtlich definierte Detektion der Offnung von
Fusionsporen an unterschiedlichen Stellen einer individuellen
sekretorischen Zelle nutzen, die auf dem Mikroelektroden-
array lokalisiert und fiir die Transmitterausschiittung stimu-
liert worden war.'?l SchlieBlich wurde die Patch-Ampero-
metrie als eine Technik eingefiihrt, die Patch-Clamp-Mes-
sungen zur Anderung der Zellmembrankapazitit, und somit
Aussagen iiber die Vesikelgrole, mit Amperometrie an einer
CF-UME kombiniert, die im Innern der Patch-Pipette plat-
ziert ist und die Quantifizierung von Transmitterausschiittung
ermoglicht. Mit einer solchen Strategie wurde die Exozytose
an den kleinsten sekretorischen Organellen, den kleinen sy-
naptischen Vesikeln mit Durchmessern von einigen 10 nm,
studiert.”” Diese Vesikel sind viel kleiner als die Vesikel mit
dichtem Kern aus Chromaffin- oder Mastzellen. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass die Patch-Amperometrie aus-
reichend empfindlich ist, um die geringen Kapazitétsspriinge,
die durch die Fusion synaptischer Vesikel induziert werden, in
Echtzeit aufzulosen und sie zusammen mit den amperome-
trischen Spikes infolge der Ausschiittung der geringen
Transmittermengen aus einem Vesikel darzustellen.

Die meisten aktuellen Arbeiten zur Voltammetrie an
Mikroelelektroden, deren Mess-Spitzen an der &ufleren
Oberfldche von Zellen positioniert sind, befassen sich mit der
Detektion der Ausschiittung von Neurotransmittern oder
Hormonen durch Exozytose von sekretorischen Zellen.
Daher wurden auch hier vornehmlich diese Messungen zu-
sammengefasst, allerdings konnen auch andere wichtige
physiologische Prozesse in dhnlicher Weise adressiert werden.
Beispiele sind: 1) die Bestimmung des Transmembranflusses
von Sauerstoff mithilfe selbstreferenzierender Platinmikro-
elektroden,™ 2)die elektrochemische Visualisierung der
Sauerstoffproduktion in einzelnen Algenprotoplasten nach
Bestrahlung,®! 3) die Bestimmung der zelluliren Ausschiit-
tung reaktiver Sauerstoffspezies, z. B. des Superoxidions O,
H,0, oder NO, in Echtzeit an Mikroelektroden, die in un-
mittelbarer Nihe bestimmter Zellen positioniert sind,®"
4) die elektrochemische Detektion der Abgabe von Wirk-
stoffen aus einzelnen beladenen Zellen mithilfe scheibenfor-
miger CF-UMEs*! und 5) die Bestimmung des Cholesterin-
gehaltes in der Plasmamembran einer einzelnen Zelle mit Pt-
UMEs, die mit Cholesterin-Oxidase-haltigen Lipidmembra-
nen modifiziert waren.*
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5. Elektrochemische Rastermikroskopie
(SECM) an einzelnen Zellen

Die Erfindung der elektrochemischen Raster-
mikroskopie (SECM) in den spéten 1980er Jahren
war ein bedeutender Fortschritt fiir die Grenzfli-
chenwissenschaften. SECM beruht auf der expe-
rimentellen Beobachtung eines bemerkenswerten
Phianomens: der Abhingigkeit des kleinen Fara-
day-Stroms durch eine scheibenférmige UME, der
durch die Umwandlung einer gel6sten redoxakti-
ven Spezies bei einem konstantem Spitzenpoten-
tial erzeugt wird, vom Abstand L zwischen der
Spitze und der Probe sowie den chemischen FEi-
genschaften der Fest-fliissig-Grenzfliche.”! Die
Methodik der SECM und der Entwicklungsstand
der SECM-Gerite sowie ein breites Spektrum
biologischer (und nichtbiologischer) Anwendun-
gen wurden bereits in einer Monographie!®” und
zahlreichen Ubersichten!®® zusammengefasst. Der
folgende Abschnitt gibt eine kurze Beschreibung
der grundlegenden Prinzipien dieser Technik und
fasst SECM-Anwendungen auf der Ebene von
einzelnen Zellen zusammen.

5.1. Prinzipien der Visualisierung mithilfe von SECM
Wenn eine scheibenférmige UME in eine

Losung eintaucht, die eine reversibel oxidierbare/
reduzierbare Spezies enthilt, zeigt sie ein typisches
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Abbildung 5. Grundlagen der elektrochemischen Rastermikroskopie (SECM). A) In
Lésungen, die einen Hilfselektrolyten und beispielsweise eine reduzierbare redoxak-
tive Komponente enthalten, fiihrt die Cyclovoltammetrie an einer scheibenférmigen
Ultramikroelektrode (UME, SECM-Spitze) zu sigmoiden Strom-Spannungs-Kurven
mit einem stationéren diffusionslimitierten Grenzstrom I, der dann gemessen
wird, wenn das Potential an der Elektrode ausreichend kathodisch gegeniiber dem
Formalpotential des gelosten Redoxmediators unter den experimentellen Bedingun-
gen ist. B,C) In z-Anndherungskurven wird der amperometrische Sondenstrom |,
normalisiert mit I, als Funktion des Spitze-Probe-Abstands L, normalisiert mit
dem aktiven Durchmesser d der UME, aufgetragen. Die Kurven zeigen die Entwick-
lung des Spitzenstroms bei abnehmendem Abstand der SECM-Sonde zu einer elek-
trochemisch passiven, isolierenden oder einer elektrochemisch aktiven, leitfihigen
Oberflache. B) In unmittelbarer Nihe zu einem Isolator ist der diffusionskontrol-
lierte Massentransport der redoxaktiven Spezies in Richtung der Elektrodenspitze
offensichtlich physikalisch gehindert, sodass der Sondenstrom | signifikant abfallt
(negative Riickkopplung). C) In der Nihe einer leitfihigen Oberfliche kénnen an
der Spitze umgesetzte Redoxspezies wieder in ihren Ausgangsoxidationszustand
uberfiihrt werden. Mit abnehmendem Spitze-Probe-Abstand L wird dieser Prozess
effizienter, und der Sondenstrom steigt (positive Riickkopplung).

Diffusion \ / !7
Ox Red
; i
behinderte Diffusion ;:;"I;"de"e’
zur aktiven Scheibe™ g Redoxzyklus
‘ Probe | Isolator Lelter

sigmoides Cyclovoltammogramm und einen dif-
fusionskontrollierten stationdren Grenzstrom [,
zumindest bei Potentialen, die das Redoxpotential des Me-
diators deutlich iibersteigen (Abbildung5A). Aus dem
Durchmesser d der Mikroelektrode, dem Diffusionskoeffizi-
enten D und der Konzentration ¢ des Redoxmediators, sowie
der Zahl n der bei der Redoxreaktion an der Elektroden-
spitze iibertragenen Elektronen, kann I =2nFDcd berech-
net werden. Wird eine UME an einer prizisen Mikroposi-
tioniereinheit befestigt und als Spitze in einem elektroche-
mischen Rastermikroskop in unmittelbare Nachbarschaft
einer isolierenden Probe gebracht, so wird die hemisphéri-
sche Diffusion der Mediatormolekiile in Richtung der aktiven
Mikroelektrodenoberflache physikalisch behindert, was zu
einem Absinken des Stroms durch die SECM-Spitze fiihrt
(negative Riickkopplung; Abbildung 5B). Dagegen konnen
Redoxmediatormolekiile, die zuerst an der SECM-Spitze re-
duziert (oder oxidiert) werden, in ihren Ausgangszustand
zuriickreagieren, falls die SECM-Spitze vor einer elektro-
chemisch aktiven Oberflidche positioniert ist. Als Folge dieses
Redoxzyklus ist der Spitzenstrom hier hoher als im Volumen
der Losung (positive Riickkopplung, Abbildung 5 C).

Die SECM-Abbildung im amperometrischen Riickkopp-
lungsmodus nutzt vorteilhaft die oberflachenabhingige Mo-
dulation des Stromsignals und umfasst 1) das Aufprigen eines
konstanten Potentials an der SECM-Spitze, um einen statio-
ndren Strom im Volumen der Losung zu erhalten, 2) die
Annidherung der SECM-Spitze in Richtung der Probenober-
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flache und die Positionierung der Spitze im Bereich der ne-
gativen und positiven Riickkopplung und 3) eine Rasterbe-
wegung der SECM-Spitze in konstanter Hohe z (,,Arbeits-
abstand“) iiber die Oberfliche und die Messung des Son-
denstroms als Funktion der lateralen (x,y-) Position. Der ge-
eignete Arbeitsabstand fiir eine bestimmte SECM-Spitze
wird aus z-Annédherungskurven ermittelt, die Auftragungen
des normalisierten Sondenstroms (//1,.) gegen den normali-
sierten Abstand zwischen Spitze und Probe (L/d) darstellen.
Beim x,y-Rastern in konstanter Hohe tiber homogene iso-
lierende oder leitfihige Oberflichen zeigen Anderungen des
Stroms durch die SECM-Spitze die Oberfldchentopographie
an (siche Abbildung 6). Stromschwankungen in SECM-Bil-
dern, die im Riickkopplungsmodus iiber weitgehend flachen
Proben mit benachbarten leitfihigen und isolierenden Re-
gionen erhalten wurden, zeigen die lokalen Anderungen der
Grenzflachenleitfahigkeit. Allerdings wird fiir raue Oberfla-
chen, die gleichzeitig Variationen in der Oberfldchenleitf4-
higkeit aufweisen, keine eindeutige Korrelation zwischen
Sondenstrom und Oberfldchenaktivitéit erhalten. Der Strom
durch die SECM-Spitze ist dann eine Uberlagerung der Bei-
trage des Abstandes und der lokalen elektrochemischen
Aktivitidt der Oberfléche. Folglich sind weitere Informationen
zur Probenmorphologie notwendig, um eine aussagekriftige
Interpretation der lokalen elektrochemischen Aktivitidt zu
erhalten.
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Abbildung 6. Abbildung der Topographie einer homogenen isolieren-
den Probe durch SECM mit negativer Riickkopplung. Zuerst wird eine
z-Anniherungskurve aufgenommen (normalisierter Sondenstrom
gegen den normalisierten Spitze-Probe-Abstand), die genutzt wird, um
den geeigneten Arbeitsabstand (WD) fiir die SECM-Spitze festzulegen.
Im Allgemeinen werden Abstidnde gewihlt, bei denen der Sonden-
strom auf ungefihr 60-80% des Wertes im Volumen der Lésung abge-
fallen ist. Die SECM-Spitze wird dann bei dem vorher definierten WD
(konstante Hohe z) in der x,y-Ebene tiber die Probenoberfliche geras-
tert, wihrend der Sondenstrom als Funktion der Spitzenposition auf-
gezeichnet wird. Bei homogenen isolierenden Grenzflichen zeigen
Schwankungen des Sondenstromes direkt Variationen der Probentopo-
graphie an (siehe Einschub).

SECM im Riickkopplungsmodus beruht auf der Gegen-
wart eines aktiven Redoxmediators im Elektrolyt (z.B. [Ru-
(NH;)4]Cl;, K5[Fe(CN)], gelostes O,) und der Modulation
des amperometrischen Sondenstroms durch die Ei-
genschaften der Probenoberflidche. Bei der SECM im
SG-TC-Modus (substrate generator/tip collector)
dagegen wird die Zugabe eines Redoxmediators be-
wusst vermieden — statt dessen wird eine auf ein ge-
eignetes Potential polarisierte SECM-Sonde genutzt,
um aktiv die Freisetzung oder den Verbrauch von
reduzierbaren oder oxidierbaren Spezies an mikro-
skopischen Stellen der Probenoberfliche zu detek-
tieren (Abbildung 7). Die Freisetzung von Metallio-
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Abbildung 2. Die Mikropositioniereinrichtung, die benotigt
wird, um die SECM-Spitze exakt in x-, y- und z-Richtung zu
bewegen, wird auf ein inverses Mikroskop aufgebaut, um die
optische Beobachtung der Zellen und der SECM-Spitze zu
gewihrleisten. Lebende Zellen sind typischerweise nichtlei-
tend, und fiir Untersuchungen in physiologischen Puffern
werden die Zellen meistens auf isolierenden Glasdeckglis-
chen kultiviert. Unter diesen Bedingungen kann SECM mit
negativer Riickkopplung angewendet werden, um durch
Rastern in konstanter Hohe individuelle Zellen zu finden und
ihre dreidimensionale Struktur zu visualisieren. Geeignete
ungiftige Redoxmediatoren oder geloster Sauerstoff konnen
verwendet werden, um den amperometrischen Sondenstrom
zu erzeugen, der die Zelltopographie und Redoxaktivitét
widerspiegelt.

Abbildung 8 zeigt schematisch, wie adhédrent wachsende
Zellen topographisch abgebildet werden konnen. Nach opti-
scher Lokalisierung der Zielzelle und der SECM-Spitze
werden beide in unmittelbarer Néhe, jedoch nicht iiberein-
ander, positioniert. Dann wird eine z-Annédherungskurve
aufgenommen, wihrend die SECM-Spitze langsam an die
Oberflache des Deckgldaschens angendhert wird. Wenn der
Gesamtdurchmesser der SECM-Spitze einschlieSlich des
isolierenden Mantels bekannt ist, liefern z-Anndherungskur-
ven ein gutes Maf fiir den absoluten Spitze-Probe-Abstand.
Die SECM-Spitze kann direkt iiber der Glasoberfldche plat-
ziert (I <1,) und dann um eine Strecke zuriickgezogen
werden, die dem angenommenen Durchmesser der Zelle
entspricht (/=1 in Abhingigkeit von der GroBe der UME).
Auf diese Hohenjustierung der SECM-Spitze (feste z-Positi-
on) folgt das laterale Rastern. Dabei werden oberhalb der
Zelle aufgrund der verstdarkten negativen Riickkopplung ge-
ringere amperometrische Spitzenstrome detektiert. Wird der
Strom durch die SECM-Sonde iiber ihrer jeweiligen x,y-Po-
sition aufgetragen, so ergeben sich Graustufen- oder Farb-

lokaler

nen aus lokalen Korrosionherden, die Diffusion
elektroaktiver Spezies durch die engen Poren semi-
permeabler Membranen, der O,-Verbrauch und die
Ausschiittung von chemischen Botenstoffen durch
einzelne Zellen sind nur einige der vielen Prozesse,

\ l / o~ Defekt

passiviertes Metal

porose
Membran

Ox

Chemie

Deckglaschen

Abbildung 7. SECM im SG-TC-Modus: Eine elektroaktive Spezies kann produziert werden
oder bereits an mikroskopischen aktiven Stellen der Probenoberfliche vorhanden sein.

die mit SECM im SG-TC-Modus untersucht werden
konnen.

5.2. SECM-Untersuchungen mit konstanter Héhe an
einzelnen lebenden Zellen

Der allgemeine apparative Aufbau fiir SECM-
Einzelzelluntersuchungen dhnelt der Darstellung in
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Wenn nun eine geeignet polarisierte SECM-Spitze iiber einen solchen Ort der lokalen Aus-
schittung einer Redoxspezies gerastert wird, steigt der Sondenstrom infolge der elektro-
chemischen Reaktion der redoxaktiven Spezies, die lokal zu der rasternden amperometri-
schen Sonde angeliefert wird. Beispiele von Prozessen, die mit SECM im SG-TC-Modus
detektiert werden kénnen, sind A) die Freisetzung von Metallionen aus lokal korrodieren-
den Metallen oder Legierungen, B) die Diffusion von redoxaktiven Spezies durch winzige
Poren semipermeablen Membranen und ihr Auftauchen in der Nihe der Porenéffnungen
und C) die Ausschiittung von direkt oxidierbaren oder reduzierbaren chemischen Boten-
stoffen wie Hormonen oder Neurotransmittern aus einzelnen sekretorischen Zellen nach
einer Stimulation.
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Abbildung 8. Abbilden der Zelltopographie durch SECM mit konstan-
ter z-H6he im Modus mit negativer Riickkopplung. In der Nihe der
Zellen wird eine z-Anndherungskurve aufgenommen, wobei die SECM-
Spitze vorsichtig aus der Lésung (Position a) an die Oberfliche des
Deckglaschens angenihert wird (Position b). Wenn der Durchmesser
der aktiven Elektrode und das Verhiltnis zwischen dem Durchmesser
der Elektrode und dem der isolierenden Glashiille bekannt sind, ist die
z-Anniherungskurve ein MaR fiir den absoluten Spitze-Probe-Abstand.
Das Abbilden der Zellmorphologie ist dann ein zweistufiger Vorgang:
Zuerst wird die SECM-Spitze auf einen Abstand zuriickgezogen, der
etwas grofer ist als die erwartete Hohe der abzubildenden Zellen.
Dieses Zuriickziehen kann fast zu dem urspriinglichen Spitzenstrom
im Volumen der L8sung fithren (Position c). Dann wird die SECM-
Spitze in Richtung einer Zelle bewegt und iiber diese gerastert. Dabei
wird der Strom iiber dem lebenden Objekt vermindert sein, weil es die
Diffusion des Redoxmediators zu der aktiven Scheibenelektrode blo-
ckiert (Position d). Der Abfall des Stroms (Al), der in Auftragungen
von | gegen die x,y-Position der Spitze zu beobachten ist, reprisentiert
die Zelltopographie.

L L il il 1 >

5 10 15 20 25
Lipm

skalenbilder, die primdr die Topographie der untersuchten
Zellen zeigen. Weiterfithrende Informationen hinsichtlich der
zelluldren Redoxaktivitdt, der sekretorischen Aktivitit oder
der Transmembranfliisse von Redoxspezies, die in intrazel-
luldren Prozessen involviert sind, sind bestenfalls durch die
Kombination mit nachfolgenden SG-TC-Messungen erhilt-
lich.

SECM-Studien, die auf dieser Strategie beruhen, dienten
der Untersuchung unterschiedlicher zelluldrer Prozesse. Die
Abbildung der Topographie einer einzelnen lebenden Zelle
zusammen mit O,-Konzentrationsprofilen in ihrer Umgebung
ist dabei ein frithes Beispiel.”) Eine weitere frithe Arbeit
betraf die Morphologie und den photosynthetischen Elek-
tronentransport in einzelnen Wéchterzellen, die die Stoma-
offnung in der Epidermis von Blittern kontrollieren.""]
Neuere Publikationen umfassen die Untersuchung der Wir-
kung von Ag*-lTonen auf die Atmungskette von verschiede-
nen bakteriellen Zellen und die Bewertung des antimikrobi-
ellen Effekts mikromolarer Ag*-Konzentrationen,”" die
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Messung der Zytotoxizitdt von Menadion auf Hepatoblas-
tomzellen,” die Detektion der Menadion-Aufnahme durch
Hefezellen und der Ausscheidung des Wirkstoffs aus den
Zellen als Glutathionkomplex!”*! sowie die Charakterisierung
der lokalen Atmungsaktivitit von PC12-Zellen."!! Liebetrau
et al. testeten eine Vielzahl von Redoxmediatoren hinsicht-
lich ihrer Eignung fiir ,biologische“ SECM-Experimente,
und sie nutzten die besten fiir SECM-Abbildungen in kon-
stanter Hohe z, um die neuronale Entwicklung von PCI12-
Zellen, die mit Nervenwachstumsfaktoren behandelt waren,
zu visualisieren und Anderungen der Zellhohe in hypo- oder
hypertonischen Pufferlosungen in Echtzeit zu detektieren.™

Die Arbeiten aus der Gruppe von Mirkin iiber die Vi-
sualisierung von normalen und metastatisierenden menschli-
chen Brustzellen stellen weitere Beispiele fiir das Potenzial
von SECM-Messungen an einzelnen Zellen als modernes
biomedizinisches Analyseverfahren und zur Verfolgung re-
levanter physiologischer und/oder pathologischer zellularer
Funktion dar."® Einzelne Brustzellen wurden in physiologi-
scher Kochsalzlosung einem chemischen Mediator (z.B.
einem Chinon) ausgesetzt, der die Zellmembran schnell
passiert und im Zytoplasma an intrazelluliren Redoxreak-
tionen teilnehmen kann. Anderungen der extrazelluliren
Konzentration des Mediators als Folge des zytosolischen
Umsatzes wurden auf der Mikrosekundenskala mit einer
nahe an der Zellmembran positionierten SECM-Spitze auf-
genommen. Fiir Zellen in unterschiedlichem Gesundheits-
zustand wurden abweichende Reaktionsgeschwindigkeit be-
obachtet, und es konnte gezeigt werden, dass diese Messun-
gen den Beginn einer Metastatisierung anzeigen und einzelne
Krebszellen in einer Ansammlung nichttransformierter
Nachbarzellen identifizieren konnen.

Duale SECM-Spitzen mit einer nackten Pt-UME (&
10 pm) und einem porphyrinmodifiziertem NO-Mikrosensor
(& 50 um), die unmittelbarer nebeneinander am Ende einer
ausgezogenen und dann abgefasten Theta-Glaspipette ein-
geschmolzen wurden, wurden kiirzlich entwickelt, um die
Position des NO-Sensors iiber einer Schicht NO-ausschiit-
tender Endothelzellen prizise zu kontrollieren.”” Mit gelos-
tem O, als Redoxmediator wird die nichtmodifizierte Pt-
UME mit negativer Riickkopplung betrieben, um den Ab-
stand der bifunktionellen SECM-Spitze von der Oberfldche
des Deckgldschens und der Zelle zu ermitteln. Somit kann der
NO-Mikrosensor vorsichtig in Richtung der Zielzellen ge-
fiihrt und vor der Stimulation und der Detektion der lokalen
NO-Ausschiittung in einem exakt bekannten Abstand posi-
tioniert werden. Mit dieser Strategie konnte gezeigt werden,
dass die gemessenen NO-Signale stark von der Position des
NO-Sensors relativ zu den Zellen abhingt (Abbildung9).
Aufgrund ihrer GesamtgroBe konnten solche dualen NO-
empfindlichen SECM-Spitzen bisher nicht fiir die Visualisie-
rung einzelner Zellen in der x,y-Ebene verwendet werden.
Allerdings wird die weitere Verkleinerung und Optimierung
der porphyrinbasierten Sensoren™ letztlich dazu fiihren, das
Ziel der hochauflésenden rdumlichen Kartierung der NO-
Ausschiittung aus spezifischen Zellen zu erreichen.

Die Auflosung von SECM-Abbildungen im amperome-
trischen Riickkopplungsmodus und im Generator-Kollektor-
Modus hédngt wesentlich vom Durchmesser der elektroakti-
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Abbildung 9. Verwendung einer bifunktionellen SECM-Sonde mit zwei
Scheibenelektroden fiir die reproduzierbare und genaue Positionierung
eines NO-Sensors in definiertem Abstand von NO ausschiittenden
Zellen. Oben: Eine der beiden Elektroden, eine nackte Platin-Scheiben-
elektrode (& 10 um), wird als konventionelle amperometrische SECM-
Spitze verwendet und kann tiber im Riickkopplungsmodus aufgenom-
mene z-Anniherungskurven als Fiihrungselektrode fiir die wenig gro-
Rere zweite Elektrode, eine mit einem Metallporphyrin oder Metall-
phthalocyanin beschichtete Platin-Scheibenelektrode (& 50 um),
dienen. Unten: Eine Reihe von Messungen zur stimulierten NO-Aus-
schittung, bei denen die scheibenférmige Oberfliche des NO-Mikro-
sensors in unterschiedlichen Abstinden zu den Endothelzellen positio-
niert war. Es wird deutlich, dass das Stromsignal stark von der Positi-
on des NO-Sensors relativ zum Ort der NO-Ausschiittung abhingt.
Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [77a].

ven Scheibe der SECM-Spitze ab. Die meisten aktuellen
Arbeiten nutzen SECM-Spitzen, die einen charakteristischen
Durchmesser und damit typische Arbeitsabstinde von 5-
10 um haben. Wegen des relativ grolen Arbeitsbereichs im
Vergleich zur Hohe von Zellen bei Riickkopplungsmessun-
gen ist die Spitzenpositionierung nach der in Abbildung 8
dargestellten Methode fiir ,,grofe“ SECM-Spitzen relativ
zuverldssig, selbst wenn die exakte Hohe der zu untersu-
chenden Zelle nicht genau bekannt ist. Mit abnehmendem
Durchmesser der SECM-Spitze wird die Spitzenpositionie-
rung auf der Grundlage von Annédherungskurven allerdings
schwieriger. Eine ungenaue Spitzenpositionierung kann dann
zu einer Kollision mit der weichen Zielzelle fiihren, oder zu
der Situation, dass die negative Riickkopplung tiber der Zelle
nicht mehr erreicht wird und so das SECM-Bild nicht aussa-
gekriftig ist. Im nédchsten Abschnitt wird daher diskutiert, wie
dieses Problem vermieden werden kann, und es werden
Strategien fiir eine vom Sondenstrom unabhingige Spitzen-
positionierung beschrieben.
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5.3. SECM-Messungen mit konstantem Abstand an einzelnen
lebenden Zellen

Die SECM kann die Topographie von einzelnen Zellen
zusammen mit ihrer chemischen Aktivitdt abbilden. Wenn
der derzeitige Fortschritt der technischen Entwicklungen
anhilt, wird SECM in Zukunft das beste Verfahren sein, um
die Beziehung zwischen lokalen strukturellen und chemi-
schen Eigenschaften sowie funktionellen Prozessen wie
Zellwachstum und Degeneration aufzukldren. Beispielsweise
differenzieren PC12-Zellen nach Stimulation mit Nerven-
wachstumsfaktoren, und sie fangen an, Neurite, Varikositidten
und komplexe Verbindungen zu Nachbarzellen auszubilden.
In diesem Fall konnte man mit SECM den Prozess der Zell-
entwicklung zeitlich verfolgen und die morphologischen
Stadien der Differenzierung zusammen mit lokalen chemi-
schen Profilen von Spezies in der unmittelbaren Umgebung
der entstehenden zelluldren Substrukturen erfassen. Aller-
dings ist eine wesentliche Voraussetzung fiir eine optimale
laterale Auflosung die erfolgreiche Verwendung von kleinst-
moglichen UME:s als Rastersonden. Idealerweise sollte die
miniaturisierte SECM-Spitze in nahem und konstantem Ab-
stand iiber die im Allgemeinen topographisch unregelmifBige
Zelloberfliche gefiihrt werden (Abbildung 10). Diese Vor-

SECM-Spitze

x Zellaktivitat

II, 1 TOPOGRAA|P1-|IE

Linienscan

>

Deckgldschen

EC-Detektion

o

Abbildung 10. Untersuchung von lebenden Zellen durch SECM mit
konstantem Abstand. Wihrend der Linienscans wird die Spitze in
konstantem Abstand iiber eine einzelne Zelle gefiihrt. Die Werte des z-
Positionierungselements, das auf lokale Variationen der Oberfliche
durch Zuriickziehen oder Annihern reagiert, liefern ein genaues Bild
der Probentopographie (gestrichelte Linie). Die topographischen Infor-
mationen, die in den Linienscans bei konstantem Abstand enthalten
ist, kann genutzt werden, um die SECM-Spitze an bestimmten Orten
tiber (Substrukturen) der Zelle zu platzieren und dort zelluldre Prozes-
se elektrochemisch zu detektieren.

gehensweise wurde nicht nur fiir die zerstorungsfreie Spit-
zenpositionierung an weichen mikroskopischen Objekten
vorgeschlagen, sondern auch, um die topographische Infor-
mation iiber die Finstellwerte der z-Mikropositionierungs-
vorrichtung auszulesen. In dem vorgeschlagenen SECM-
Modus mit konstantem Abstand zwischen Spitze und Probe
spiegeln die an einer bestimmten x,y-Position bei einem x-
oder y-Linienscan erhaltenen Werte fiir die z-Position die
Topographie der Probe wider. Die elektrochemischen Werte
konnen entweder kontinuierlich wéhrend des Rasterns oder
mit einer stationédren Spitze, die durch Wiederholung eines
zuvor aufgenommenen Linienscans genau iiber einem inter-
essierenden Ort der Zelloberfldache positioniert wurde, auf-
genommen werden.

Fiir SECM-Messungen mit konstantem Abstand wird ein
computergesteuerter riickgekoppelter Regelkreis benotigt,
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der kontinuierlich das aktuelle abstandsabhéngige Signal der
SECM-Spitze mit einem vom Nutzer definierten Sollwert
abgleicht und die Spitze bei Abweichungen neu positioniert.
Unterschiedliche Ansdtze wurden vorgeschlagen, wie ein
abstandsabhéngiges Eingangssignal fiir den riickgekoppelten
Regelkreis zur Abstandskontrolle im SECM-Instrument er-
zeugt werden kann. Einer dieser Ansidtze beruht auf der
scherkraftabhingigen Riickkopplung mit einer optischen,”
piezoelektrischen™! oder auf einer Stimmgabel®! beruhen-
den Detektion der kurzreichweitigen hydrodynamischen
Scherkrifte, die zwischen einer in Resonanz schwingenden
SECM-Spitze und der Probenoberfliche in einem Abstand
unter 100-300 nm auftreten. Andere Ansitze fiir das Auf-
rechterhalten eines konstanten Abstands beruhen auf der
Einstellung eines konstanten amperometrischen Spitzen-
stroms wihrend des Rasterns®'**! oder nutzen die Impedanz
der Spitze™*! als Riickkopplungssignal.

Ein technisch vollstindig anderer Ansatz fiir das simul-
tane elektrochemische und topographische Abbilden mit
konstantem Abstand beruht auf der Implementierung von
SECM in ein Rasterkraftmikroskop mit eigens konstruierten
AFM-Federarmen (,,cantilever®), die partiell isolierte Me-
tallspitzen als Mikroelektroden tragen.®! Die bifunktionellen
AFM-Spitzen fungieren sowohl als Kraftsensor fiir die topo-
graphische Information als auch als UME fiir die mikro-
elektrochemischen Messungen.

Die unterschiedlichen Abstandskontrolleinheiten fiir
SECM haben ihre eigenen Vor- und Nachteile. Mit Ausnahme
von Systemen, die auf der piezoelektrischen Detektion von
Scherkriften und kombinierten AFM/SECM beruhen,
konnten alle fiir die topographische Abbildung von einzelnen
lebenden Zellen eingesetzt werden. Scherkraftwechselwir-
kungen oder die Impedanz der Spitze als Riickkopplungssi-
gnal haben gegeniiber dem amperometrischen Sondenstrom
den Vorteil, dass der Zusatz moglicherweise toxischer exo-
gener Redoxmediatoren zu der physiologischen Pufferlosung
vermieden wird. Abbildung 11 zeigt schematisch den Aufbau
eines typischen SECM mit integrierter Abstandsmessung und
-regelung fiir Messungen an biologischen Proben (,,Bio-
SECM*). Die bisher vorgeschlagenen experimentellen Auf-
bauten sind grundsitzlich dhnlich: Sie bestehen aus der Ab-
standskontrolleinheit, den Mikropositionierungseinheiten,
dem Mikroelektrodenhalter und der elektrochemischen Zelle
und sind so zusammengebaut, dass sie die Anforderungen
physiologischer elektrochemischer Experimente auf dem
Objekttisch eines leistungsstarken inversen Mikroskops ge-
niigen.

In den ersten Veroffentlichungen zur Bio-SECM mit
Abstandsregelung wurde das Geriét fiir kombinierte Topo-
graphie- und Sekretionsmessungen an einzelnen PC12- und
Chromaffinzellen verwendet. Konventionelle CF-UMEs mit
einem Spitzendurchmesser um 5 pm®**%! sowie elektroche-
misch gedtzte und mit Elektrotauchlack isolierte CF-UMEs
mit deutlich kleineren Spitzendurchmessern (1-2 um)™
wurden erfolgreich eingesetzt, um zuerst die Topographie
einer individuellen sekretorischen Zelle durch Rastern in
konstantem Abstand im Detail aufzukldren und diese Infor-
mation fiir die exakte Positionierung der SECM-Spitze genau
iiber der Zellmitte zu nutzen. Abbildung 12 zeigt eine typi-
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Abbildung 11. Aufbau eines biologischen elektrochemischen Raster-
mikroskopes fiir die hochauflésende topographische und chemische
Abbildung von einzelnen lebenden Zellen durch SECM mit konstantem
Abstand. Das Gerit besteht aus der SECM-Spitze, einer Mikropositio-
nierungsvorrichtung fiir deren prézise Bewegung, einem inversen
Mikroskop mit optionalem Videoausgang, um die SECM-Spitze und
die Zellen visuell zu beobachten, einer Abstandskontrolleinheit mit
computergesteuertem riickgekoppeltem Regelkreis, einem rauschar-
men Potentiostat und einem PC, der mit einem DA-AD-Board verbun-
den ist. Eine Mikropipette, die zur lokalen Applikation von stimulieren-
den Agentien durch Injektion benétigt wird, ist nicht abgebildet.

sche Messung. Das prizise Positionieren der SECM-Spitze in
100-300 nm Abstand zu der Zellmembran erlaubte die lokale
Detektion der Ausschiittung aus Vesikeln, die durch die
Zugabe einer stimulierenden Substanz ausgelost wurde, wie
bereits aus Experimenten mit konventioneller Kohlenstoff-
faser-Amperometrie bekannt war.

Kiirzlich wurden konische Elektroden aus optischen
Fasern und Glaskapillaren beschrieben, die durch Beschich-
tung der AulBlenseite einer ausgezogenen Glasspitze mit
einem Metall gefolgt von der Isolierung der nun leitfdhigen
Oberfliche durch Abscheidung eines Polymerfilms aus der
Gasphase erhalten wurden. Diese Elektroden wurden in der
SECM mit konstantem Abstand betrieben, um simultan eine
topographische, optische und elektrochemische Abbildung
angefiarbter PC12-Zellen zu erhalten und die Atmungsakti-
vitit in den elektrochemischen Bildern zu visualisieren "'
Kiirzlich wurden hoch empfindliche Nickel-Phthalocyanin-
beschichtete CF-UME:s fiir die lokale Bestimmung von NO
konzipiert und in ein SECM fiir Messungen mit konstantem
Abstand implementiert.*”) Wieder wurde die Positionierung
der SECM-Spitze in konstantem Abstand genutzt, um den
NO-Mikrosensor gerade iiber das Zentrum einer adhirent
wachsenden Endothelzelle aus der menschlichen Nabel-
schnur (HUVEC-Zelle) zu platzieren. Die NO-Ausschiittung
wurde durch die Zugabe von Bradykinin stimuliert, was zu
einem Stromanstieg an dem Mikrosensor fiihrte, der auf ein
konstantes Potential von 750 mV gegen Ag/AgCl polarisiert
war (Abbildung 13).

Die Entwicklung der SECM mit konstantem Abstand und
die Ergebnisse der oben genannten Experimente an Zellen,
die Catecholamin oder NO ausschiitten, sollten als erste
Schritte in Richtung eines ambitionierten Zieles, der ortlichen
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Abbildung 12. A) Anwendung eines biologischen elektrochemischen Rastermikroskops (Bio-SECM) mit
konstantem Abstand fiir die lokale amperometrische Detektion der Adrenalin-Ausschiittung aus einzelnen
Rinderchromaffinzellen. Mit der aus einem Linienscan im scherkraftabhingigen konstanten Distanzmodus
bekannten Topographie kann die SECM-Spitze (& 5 um, +800 mV gegen Ag/AgCl) in einem Abstand von
weniger als 1 um genau tiber dem Zentrum der einzelnen Chromaffinzelle platziert werden. B) Nach Sti-

mulation der selektierten Zelle mit 100 mm KCl-Lésung wird die Exozy-
tose ausgeldst und durch das Auftreten einer groBen Zahl von pA-
Spikes des amperometrischen Sondenstroms mit hoher Empfindlich-
keit detektiert, wobei jeder Spike die Exozytose aus einer einzelnen
Granula reprisentiert; C) und D) zeigen Ausschnitte der Stromspur in
(B) mit héherer Zeitauflssung. Wiedergabe mit Genehmigung nach
Lit. [86].

und chemischen SECM-Abbildung von (Netzwerken aus)
lebenden Zellen, aufgefasst werden. Die zunehmende Ver-
kleinerung der elektrochemischen Rastersonden und die
Optimierung der Abstandskontrolle miissen die nichsten
Schritte in der Weiterentwicklung der Bio-SECM sein, um
eine Bewertung von Struktur-Funktions-Beziehungen in der
zelluldaren Mikroumgebung mit verbesserter lateraler Auflo-
sung zu ermoglichen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Individuelle Zellen sind die mikroskopisch kleinen funk-
tionsfahigen Untereinheiten von Lebewesen. Durch den ge-
samten Korper von Séugetieren bilden diese Objekte gigan-
tische Netzwerke mit komplexen Architekturen und Funk-
tionen. Viele Zelltypen sind stark in die harmonisch zusam-
menwirkende molekulare Maschinerie des Lebens involviert,
etwa die riesige Zahl an unterschiedlichen Neuronen im
zentralen und peripheren Nervensystem, im Gehirn und die
vielen sekretorischen Zellen des endokrinen Systems. Wir
haben in diesem Aufsatz gezeigt, dass kleine, leistungsfahige
und akkurat bewegbare voltammetrische UMEs zu ausge-
kliigelten Hilfsmitteln fiir die Analyse der facettenreichen
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Speichervesikel zu visualisie-
ren, sowie der Erfolg der bio-
logischen elektrochemischen
Rastermikroskopie bei der
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Abbildung 13. A) Linienscans im scherkraftabhingigen konstanten Dis-
tanzmodus wurden benutzt, um einen NO-Mikrosensor exakt tiber
einer einzelnen menschlichen Endothelzelle aus der Nabelschnurvene
(HUVEC) zu positionieren. Der Einschub zeigt den Schatten des Mi-
krosensors liber der selektierten Zelle in einem simultan aufgenomme-
nen Videobild. B) Amperometrische Detektion von NO, das aus einer
einzelnen HUVEC-Zelle nach Stimulation mit Bradykinin ausgeschiittet
wurde. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [87].
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Meilensteine im Bereich der zelluldren Mikroelektroanalytik.
Selbst wenn wir alles bis heute Erreichte betrachten, hat die
Einzelzellmikroelektrochemie den Zenit ihres Potenzials fiir
die Erforschung der Mechanismen noch nicht erreicht, die
hinter der Entwicklung und Degeneration von Zellen stehen
oder bei der Zell-Zell-Kommunikation und Synaptogenese
von Bedeutung sind. Bisher wurden die meisten Arbeiten an
kultivierten Zellen und Zellen in Gewebeschnitten mit mi-
krometergrof3en voltammetrischen Sensoren ausgefiihrt. Das
nichste Ziel konnte es sein, empfindliche nanometergrof3e
elektrochemische Sondenspitzen routinemifig herzustellen
und mit hochster Prézision nicht nur an einzelnen Zellen zu
platzieren, sondern auch entlang komplexer Netzwerke von
Zellen zu bewegen. Das setzt eine Optimierung der Soft- und
Hardware voraus, welche die Spitzenbewegung und die
elektrochemische Datenaufnahme kontrollieren und syn-
chronisieren, sowie die Entwicklung selektiver Nanoelektro-
den fiir weitere relevante Analyte, die nicht durch eine di-
rekte Oxidation oder Reduktion leicht detektiert werden
konnen. Es wird spannend sein zu sehen, welche Ergebnisse
in zwei Jahrzehnten nach der (teilweisen) Umsetzung dieser
technischen und methodischen Verbesserungen unter dem
Titel  ,Einzelzellnanoelektrochemie“  zusammengefasst
werden konnen, und mit welchen Techniken die chemische
Kommunikation von und zwischen Zellen als Antwort auf
eine (patho)physiologische oder pharmakologische Stimula-
tion in lebenswissenschaftlichen Laboren routineméBig ver-
folgt werden.
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