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Die elektrochemische Rastermikroskopie (SECM, scanning
electrochemical microscopy) wurde seit Beginn ihrer Ent-
wicklung sowohl fiir Abbildungen als auch fiir Oberfldchen-
modifizierungen in verschiedenen Arbeitsmodi eingesetzt.! ™!
Die elektrolytische Erzeugung reaktiver Verbindungen an
der Mikroelektrode, der lokalen Sonde, ermoglicht chemisch
wohldefinierte Umsetzungen verschiedener Substrate und
Beschichtungen, die sich iiber den Arbeitsabstand, den
Elektrolysestrom und die Elektrolysezeit quantitativ einstel-
len lassen.®” Als besonders vielseitig erwiesen sich Modifi-
zierungen mit durch Sonden erzeugtem Br,, das in neutraler
und alkalischer Losung bei Disproportionierung HOBr
bilden kann. Br, und HOBr wirken als Oxidationsmittel und
wurden zum Atzen von Halbleitern,* zur Abscheidung von
Polyanilin,®! oder zur Desaktivierung von Enzymschichten
eingesetzt.”) Andere durch Sonden erzeugte Reagentien
umfassen Metallionen fiir Metallabscheidungen,”!”! kataly-
tisch aktive Metallionen'!! und Aryldiazoniumsalze.®'? Eine
mit der Nitritoxidation verbundene pH-Verschiebung wurde
fiir die lokale Auflosung einer diinnen Ni-Beschichtung eines
Au-Substrats in einer ,,chemischen Linse* genutzt."'> Kanoufi
et al. berichteten iiber die lokale Reduktion von Polytetra-
fluorethylen™ und die Oxidation von Polystyrol,™! die Aus-
gangspunkt fiir weitere Oberflichenbehandlungen waren.
Vor kurzem entdeckten Hapiot et al., dass intermediédr ge-
bildete Hydroxylradikale OH' zur Entfernung organischer
Beschichtungen genutzt werden konnen.'! Besonders at-
traktiv ist die Moglichkeit, die Oberflichenmodifizierungen
an Proben auszufiihren, die sich in wissrigen Pufferlosungen
befinden, was die Manipulation von oberflachengebundenen
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Biomolekiilen oder adhdrenten Zellen gestattet. Dies er-
moglicht die Erzeugung lokaler Oberflichenstimuli”'® oder
sogar dynamischer Stimuli, die aus den Arbeiten von Mrksich
und Yousaf!'”?! bekannt sind, jedoch mit dem zusitzlichen
Vorteil, dass keine vorstrukturierten Substrate notwendig
sind.”'%!

Durch die sequenzielle Arbeitsweise sind jedoch alle
sondeninduzierten Modifizierungsverfahren langsam, was
einen entscheidenden Nachteil fiir viele Abwendungen selbst
in einem Forschungslaboratorium darstellt. Mit den Kon-
zepten des Millipedes®! und der parallelen ,,Dip-Pen“-Na-
nolithographie™' wurde das Problem bereits fiir Varianten
des Rasterkraftmikroskopie (SFM, scanning force microsco-
py) angegangen. Parallel geschaltete Elektrodenarrays
wurden ebenfalls genutzt, um Muster, die durch die fixierte
Anordnung der Elektroden definiert waren, auf Oberflachen
zu iibertragen.’®? Die Notwendigkeit, die Substrate relativ
zur horizontalen Rasterebene (x,y) des Positioniersystems
auszurichten, stellt eine weitere technische Schwierigkeit dar,
die besonders fiir gewolbte und raue Oberfldchen offen-
sichtlich ist.

Hier demonstrieren wir, wie der Einsatz von individuell
adressierbaren Mikroelektroden innerhalb eines flexiblen
Elektrodenkorpers viele der erwdhnten Hindernisse iiber-
winden kann. Diese Sonden wurden bereits zuvor fiir die
Abbildung von Metall-Glas-Strukturen, menschlicher Fin-
gerabdriicke und Enzymaktivititen eingefiihrt.?*> Die
Herstellung der Sonden beginnt mit der Erzeugung von par-
allelen Mikrokanilen mit definierten Abstinden (z.B. 250
oder 500 um) in einer 100 pm dicken Folie aus Polyethylen-
terephthalat (PET) durch Laserablation, gefolgt von der
Befiillung der Kanile mit einer Kohlenstofftinte, Aushérten
und Abdecken der gesamten Sonde mit einer 3 um dicken
Schicht aus Parylen C (siche die Hintergrundinformationen
fiir die genutzten Chemikalien (SI-1) und Details der Son-
denherstellung (SI-2)). Der Querschnitt der Kohlenstoff-
strukturen stellt die aktive Elektrodenfliche dar und wurde
durch mechanisches Schneiden der Schichtanordnung frei-
gelegt. Die einzelnen Elektroden haben die Form einer ver-
formten Sichel (Abbildung 1a). Wegen der Schrumpfung der
Kohlenstofftinte sind die Kohlenstofflinien gegeniiber der
umgebenden PET-Folie zuriickgesetzt. Das Array wird mit
der Parylen-C-Schicht in Richtung Probe unter einer Neigung
von 20° gegen die Oberflichennormale befestigt (Abbil-
dung 1b, SI-3) und ,,biirstet” die Probe wihrend des Abbil-
dungs- oder Modifizierungsprozesses. Durch die zuriickge-
zogenen Elektroden wird dabei ein mechanischer oder elek-
trischer Kontakt zur aktiven Elektrodenoberflidche der Sonde
vermieden.
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Abbildung 1. a) Querschnitt einer Kohlenstofflinie, die die aktive Elek-
trodenfliche einer einzelnen Kohlenstoffelektrode bildet. b) Das weiche
lineare Array gleitet wahrend der Abbildung im Kontaktmodus tber die
Probe.

Die vertikale Position der Sonde wird auf 30-150 um nach
der ersten mechanischen Berithrung zwischen Sonde und
Probe gesetzt (SI-4). AnschlieBend gleitet das Sondenarray
wie durch den Pfeil in Abbildung 1b angezeigt iiber die
Oberfliche, womit topographische Artefakte in Reaktivi-
titsabbildungen verringert werden.F!) Wenn sich das Array in
die entgegengesetzte Richtung bewegt (Repositionierung in-
nerhalb eines Abbildungsexperiments), wird es von der Probe
angehoben damit es frei in der Losung héngt. Fiir Abbil-
dungen von Bereichen, die grofler als die Breite des Elek-
trodenarrays sind, konnen mehrerer Rasterabbildungen
durch die Steuersoftware kachelartig aneinandergesetzt
werden.”’!

Der Druck, der von der Sonde auf die Probe ausgeiibt
wird, betrigt etwa 10° Nm 2P Dieser Wert ist wegen der
Schwierigkeiten bei der Abschidtzung der Kontaktfldche
zwischen Sonde und Probe zwar mit einer Unsicherheit be-
haftet, doch er liegt etwa vier Groenordnungen unter dem
Druck bei einem herkémmlichen SFM-Experiment.®! Daher
sollte die Abbildung von empfindlichen Proben méglich sein,
was durch die Abbildung selbstorganisierter Monoschichten
(SAM) aus n-Hexadecanthiol gezeigt werden konnte, die
durch Mikrokontaktdrucken (uWCP) von quadratischen Be-
reichen auf Au-Substraten gebildet wurden (Abbildung 2a).

Die Abbildung erfolgte im SECM-Feedback-Modus mit
einem linearen Array aus 8 Mikroelektroden (250 pum Ab-
stand zwischen den Mittelpunkten der einzelnen Mikroelek-
troden) in 2mM Ferrocenylmethanol-Losung. Die Abbil-
dung 2b zeigt einen 2mmx2 mm groBen Bereich dieses
Musters (Abbildungszeit 5.5 h) mit klar aufgelosten gestem-
pelten Quadraten (50 um x 50 um) und einzelnen Defekten
innerhalb des Musters. Eine Wiederholung des Experiments
mit einem vergroBerten Bildausschnitt (4 mm x4 mm, Ab-
bildungszeit 7 h, Abbildung 2¢c), der den zuvor abgebildeten
Bereich einschloss, zeigt, dass keine mechanische Beschédi-
gung durch das Gleiten der Sonde auf der SAM wéhrend des
ersten Abbildungsvorgangs entstanden ist. Wir erwarten, dass
die laterale Auflosung in x- und y-Richtung wegen der
Asymmetrie der einzelnen Mikroelektroden leicht verschie-
den ist. In y-Richtung wird die Auflosung durch die Breite der
einzelnen Mikroelektroden begrenzt (aktuell 30-50 pm). In
Rasterrichtung (x) kann wegen der deutlich kleineren Aus-
dehnung der aktiven Elektrodenfldche entlang dieser Achse
eine deutlich hohere Auflosung erreicht werden (Abbil-
dung 1a). Tatsdchlich lassen sich links vom gestempelten
Bereich in Abbildung 2¢ Defekte erkennen, die deutlich
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Abbildung 2. a) Abbildungsexperiment im SECM-Feedback-Modus
tiber einer uCP-SAM (schematisch, nicht mafdstabsgetreu). b) Ein Be-
reich von 2 mmx2 mm wurde abgebildet. c) Nachfolgende Abbildung
(4 mmx4 mm) unter Einschluss des Ausschnitts aus Bildteil (b)
(rotes Quadrat).

kleiner als die gestempelten Quadrate sind (siche auch Ab-
bildung SI-5.3). Die SAM zeigt eine geringere Permeabilitét
fiir polare Redoxmediatoren, was zu geringeren Strémen als
iiber unbedecktem Au fiihrt, wo die Mediatorregeneration
stattfindet. Um die unvermeidlichen Variationen in der
ElektrodengroBle, Elektrodenform und im Arbeitsabstand
zwischen den einzelnen Elektroden einer Sonde zu kom-
pensieren, wurden die gemessen Strome zu dimensionslosen
Stromen kalibriert (SI-5), wobei 0.0 den kleinsten Redukti-
onsstrom der jeweiligen einzelnen Elektrode darstellt (iiber
dem SAM-Bereich) und 1.0 fiir den maximalen Strom dieser
Elektrode steht (iiber unbedecktem Gold). Durch den an-
ndhernd konstanten Arbeitsabstand ergibt sich ein gleich-
mafiger Kontrast fiir die gesamte Abbildung, auch ohne dass
ein Versuch unternommen wurde, die Probe horizontal aus-
zurichten. Ein Kontrollexperiment, bei dem die SAM mit der
Plastikspitze einer Eppendorf-Pipette leicht gekratzt und
anschlieSend abgebildet wurde, zeigte die Empfindlichkeit
fiir die mechanische Entfernung der SAM (SI-5).

In dem Wissen, dass die empfindlichen SAM durch die
Abbildung mit den weichen Array-Sonden mechanisch nicht
beschidigt werden, wurde Bry/HOBr aus Br~ enthaltenden
Elektrolyten elektrochemisch erzeugt, um Oligo(ethylengly-
col)-terminierte SAM (OEG-SAM) lokal zu modifizieren.
HS(CH,),,(OCH,-CH,),OH zur Herstellung der SAM wurde
entsprechend Lit. [34] synthetisiert. Beim Anlegen eines Po-
tentialpulses von Ep=+ 1.8 V fiir 5 s fiihrt ein Strom von 400-
1000 nA zur Bildung von Br,/HOBr an der ruhenden Sonde.
Br,/HOBr diffundiert von den sichelformigen Mikroelektro-
den zur Probe, wo es mit den OEG-Einheiten reagiert und
diese viel schneller als die Alkylketten der SAM abbaut.”
Da die Vorstufe des Atzmittels, Br~, und der Redoxmediator
[Ru(NH;)¢]*" in der Losung vorhanden waren, konnte das
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Elektrodenarray fiir eine schnelle Untersuchung &hnlich
Abbildung 2 eingesetzt werden. Die OEG-SAM sind zu-
nichst undurchlissig fiir den Mediator (passiviert), wodurch
sich geringe Strome iiber der intakten SAM ergeben. Die
Passivierung wird durch die Reaktion der SAM mit Br,/
HOBr aufgehoben, was zu erhdhten Stromen in SECM-
Feedback-Abbildungen fiihrt. Da die Form einer einzelnen
Mikroelektrode ldnglich ist, kann die Abbildung der modifi-
zierten Bereiche durch eine Faltung der Sonden- und Pro-
bengeometrien verzerrt sein. Daher wurde eine konventio-
nelle scheibenférmige Pt-Mikroelektrode zur Abbildung be-
nutzt und ergab eine D-formige Abbildung des modifizierten
Bereichs (Abbildung 3a). Die ortsgerichtete Adsorption von
fluoreszenzmarkierten extrazelluliren Matrixproteinen auf
den modifizierten Bereichen wurde mit konfokaler Laser-

Abbildung 3. a) SECM-Feedback-Abbildung mit einer herkémmlichen
Pt-Mikroelektrode, r;=12.5 um. b) CLSM-Abbildung eines modifizier-
ten Bereichs mit ortsgerichtet adsorbiertem Fibrinogen-AlexaFluor-488.
c) PFM-SFM-Abbildung des Adhasionssignals, das die Hydrophobie
des modifizierten Bereiches wiedergibt. Die Teilabbildungen in (a)—(c)
stammen von verschiedenen Messungen.

Rastermikroskopie (CSLM, confocal laser scanning micros-
copy; Abbildung 3b) detektiert. Die erfolgreiche ortsgerich-
tete Adsorption eines extrazelluliren Matrixproteins sollte
hilfreich fiir eine ortsgerichtete Zelladhidsion sein. Die er-
folgreiche Modifizierung war auflerdem evident von SFM-
Abbildungen im Pulsed-Force-Modus (PFM-SFM) mit ober-
flichenmodifizierten SFM-Spitzen, die einen Hydrophil-hy-
drophob-Kontrast zwischen urspriinglichen und modifizierten
Bereichen der OEG-SAM (Abbildung 3¢, SI-6) liefern. Da
PFM-SFM eine deutlich hohere laterale Auflosung als SECM
bietet, kann die Form der modifizierten Bereiche eindeutig
identifiziert werden. Sie variiert leicht in Anhédngigkeit von
der zur Modifizierung benutzten Mikroelektrode. Die mini-
male Ausdehnung der modifizierten Bereiche sind anndhernd
durch die Form der genutzten Sonde (wie in Abbildung 1a
gezeigt) gegeben. Zusitzlich trigt die Diffusion des elektro-
chemisch erzeugten Br,/HOBr zur Verbreiterung der Struk-
turen wihrend des 5-s-Pulses bei, kann aber durch Verkiir-
zung der Pulsdauer und Erhohung der KBr-Konzentration
eingeschriankt werden. Wegen der Geometrie der Sonden-
Proben-Anordnung ist der effektive Arbeitsabstand am Be-
rithrungspunkt zwischen Sonde und Probe am kleinsten
(linke Seite in Abbildung 3 c). Die PET-Folie der Sonde stellt
ein Hindernis fiir die Diffusion des Atzmittels dar und be-
wirkt einen schirferen Ubergang zwischen den modifizierten
und nichtmodifizierten Bereichen. Dieser Unterschied ist in
den PFM-SFM-Abbildungen durch Vergleich zwischen dem
gut definierten linken Rand in Abbildung 3c und dem ge-
kriimmten und verschwommenen rechten Rand erkennbar.
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Interessanterweise weisen die Permeabilitidt und die Protein-
adsorption auf der SAM keinen analogen Trend auf. Wir
hatten bereits frither bemerkt, dass Abstufungen in der Per-
meabilitdt nicht notwendigerweise zum gleichen Trend fiir
Proteinadsorption und Zelladhision fiihren.

Ein hoherer Durchsatz fiir Oberflichenmodifizierungen
wurde mit einer speziellen Routine der eigenen SECM-
Steuersoftware erreicht, die neben der mechanischen
Schrittweite zwei Potentiale abfragt. Bei einem wird Bry/
HOBr erzeugt (An-Potential). Das andere Potential (Aus-
Potential) wird so gewihlt, dass kein Reagens gebildet wird.
Das Aus-Potential wird wéahrend der Translation der Sonde
angelegt. Nach jedem Positionierungsschritt wird das An-
Potential an die einzelnen Sonden fiir die Dauer (z.B. 55)
angelegt, die in einer Muster-Definitionsdatei abgespeichert
ist (Abbildung 4a). Ein Wert von 0 s steht dabei fiir die Bei-
behaltung des Aus-Potentials an dieser Position (keine Mo-
difizierung).

(2]
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Abbildung 4. a) Oberflichenmodifizierung wahrend einer linearen Ras-
terbewegung (schematisch). Zur Modifizierung wird das An-Potential
mit einer definierten Pulsdauer angelegt. Der GrofRbuchstabe ,,A*
wurde in die SAM iibertragen und anschliefend im SECM-Feedback-
Modus in der gleichen Arbeitslésung abgebildet (b). ¢) Nur die modifi-
zierten Bereiche wurden abgerastert und als zusammenhingende Gra-
phik unter Auslassung der nicht abgerasterten Bereiche dargestellt.

Der Buchstabe ,,A“ wurde mit dieser Prozedur innerhalb
von 58 s in eine SAM {ibertragen. Der Punktabstand senk-
recht zur Bewegungsrichtung ist durch den Abstand der ein-
zelnen Elektroden des Arrays gegeben (500 um in diesem
Beispiel). Eine Hochdurchsatz-SECM-Abbildung mit der
gleichen Array-Sonde liefert die Form jedes einzelnen mo-
difizierten Bereiches (Abbildung 4b) innerhalb von 26 min,
wenn das Abrastern nichtmodifizierter Bereiche zur Be-
schleunigung des Experimentes vermieden wird. Eine zu-
sammenhidngende Anordnung der abgerasterten Bereiche
aus Abbildung 4b in einer Bilddarstellung ergibt Abbil-
dung 4c, die einen kompakten Uberblick iiber die erreichte
Qualitit der einzelnen ,,Pixel* zulésst.

Die Bildung gréerer und komplexerer Muster wird in
Abbildung 5 demonstriert. Eine digitale Fotografie (Abbil-
dung 5a) wurde in ein Zwei-Niveau-Bild mit 69 x 80 Pixeln
konvertiert (Abbildung 5b). Die 80 Pixel in y-Richtung
konnen mit 10 Linienbewegungen der Array-Sonde mit ihren
8 Einzelelektroden innerhalb von 87 min erzeugt werden.
Jede Linienbewegung hat dabei 69 Haltepunkte fiir die
Oberflichenmodifizierung. Die Wahl der Schrittweite und
damit des Pixelabstands erfolgte anhand von Abbildung 3¢
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Abbildung 5. Aufzeichnung und Auslesen eines Bildes in eine OEG-ter-
minierte SAM. Die optische Photographie (a) wurde in ein Schwarz-
weif3-Bild mit 69x 80 Pixeln mit einer GréRe von jeweils

37.5 umx 50 pm konvertiert (b). Die Modifizierung wurde mit 8 Mikro-
elektroden ausgefiihrt. c) Auslesen der Abbildung im SECM-Feedback-
Modus mit drei Mikroelektroden der Array-Sonde.

so, dass sich benachbarte modifizierte Bereiche bei identi-
scher Pulsdauer iiberlappen und kontinuierlich modifizierte
Fldchen bilden kénnen (SI-7). Eine SECM-Abbildung des
modifizierten Bereichs (Auslesen) wurde mit 3 Mikroelek-
troden des gleichen Arrays bei kleinerer Schrittweite (SI-7)
zum Erzielen einer hoheren lateralen Auflosung durchgefiihrt
(Abbildung 5¢).

Zusammenfassend konnte mit den weichen linearen
Arrays aus Kohlenstoffmikroelektroden eine einfache Me-
thode fiir die lokale elektrochemische Hochdurchsatz-Ober-
flichenmodifizierung demonstriert werden. Die Array-
Sonden konnten in &dhnlicher Weise fiir elektrochemische
Strukturierungsverfahren eingesetzt werden. Der genutzte
kommerziell verfiigbare Potentiostat steuert 32 Arbeitselek-
troden mit einer Gegenelektrode und einer Referenzelek-
trode und kann fiir den parallelen Betrieb von 256 Elektroden
erweitert werden. Die Nutzung von Arrays dieser GroBe
wiirde die Prozeduren weiter beschleunigen. Durch die Ab-
scheidung von Edelmetallen wie Pt auf den Kohlenstoff-
elektroden kann man die elektrochemische Bildung einer
groBeren Zahl an Reagentien erméglichen. Wie durch die
SECM-Abbildung gemusterter SAM demonstriert, lassen die
schwachen Krifte, die die biirstenden Sonden ausiiben,
hoffen, dass Zellen und Gewebeproben abgebildet und ma-
nipuliert werden konnen. Dies konnte die elektrochemische
Analyse von Geweben in Quadratzentimeterbereichen zur
Abbildung von Medikamentenverteilungen in Krebsgewe-
ben®”*! oder zum Screening auf Storungen des Redoxmeta-
bolismus ermoglichen. Das Auslosen von dynamischen Sti-
muli fiir Netzwerke kultivierter Zellen mit weichen Sonden
konnte eine weitere interessante Anwendung darstellen.
Mikrokanile fiir die Abgabe und das Absaugen von Elek-
trolytlésungen, die in die weichen Sondenkérper integriert
sind, eroffnen zusitzliche Moglichkeiten fiir die Modifizie-
rung trockener Oberflichen™ oder die Zufiihrung verschie-
dener Reagentien zu einzelnen Elektroden, um unterschied-
liche Funktionalitdten in einem Schritt zu erzeugen, zusétz-
lich unterstiitzt durch die Option unterschiedlicher und
komplexerer Potentialprogramme fiir jede Elektrode und an
jedem Pixel. Die Vielzahl der zusétzlichen Moglichkeiten
lasst uns erwarten, dass weiche Sonden den Weg fiir neue
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Herangehensweisen an die elektrochemische Oberfldchen-
modifizierung ebnen werden — zusétzlich zu der bereits er-
wiesenen Anwendbarkeit als analytische Werkzeuge.
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