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Die Atmungsaktivit�t einer einzelnen lebenden Zelle ist ein
Indikator f�r ihre metabolische Aktivit�t. Mikroelektroden,
die in geringem Abstand zu einer Zelle positioniert werden,
ermçglichen die Beobachtung der Atmungsaktivit�t von
Zellen durch Bestimmung der lokalen Sauerstoffkonzentra-
tion.[1]

Obwohl erste Versuche zur Visualisierung des Sauer-
stoffverbrauchs von einzelnen lebenden Zellen mithilfe
elektrochemischer Rastermikroskopie (SECM) bereits 1998
beschrieben wurden,[2] ist die Detektion der Atmungsaktivit�t
noch immer eine anspruchsvolle Aufgabe, deren Komplexit�t
h�ufig untersch�tzt wird. Die Abmessungen der Zelle f�hren
zu Einschr�nkungen konventionell ausgef�hrter SECM-Un-
tersuchungen im Constant-Height-Modus, bei dem die Mi-
kroelektrode in konstanter z-Position rasterfçrmig �ber die
Probe gefahren wird. Probleme bereiten dabei die �berla-
gerung des Sauerstoffreduktionsstroms durch topographische
Effekte sowie die Tatsache, dass SECM-Experimente im
Constant-Height-Modus Arbeitsabst�nde erfordern, die
�hnlich zur oder geringer als die Hçhe der Zellkçrper sind,
wodurch das Risiko eines Kontaktes zwischen Sonde und
Probe erhçht ist. Ans�tze, diese Einschr�nkungen zu �ber-
winden, sind z.B. die Positionierung der Sonde außerhalb des
Abstandes der Feedback-Wechselwirkung,[2] das Einbetten
von Zellen in Kavit�ten[3–5] oder die Subtraktion des Topo-
graphiebeitrags nach dem Abtçten der Zellen.[6] Dar�ber
hinaus ist die Zellstruktur unregelm�ßig und f�hrt daher zu
Variationen des Sonden-Probe-Abstands w�hrend der Son-

denbewegung. Demzufolge sind SECM-Modi, die eine Posi-
tionierung der Sonde in konstantem Abstand ermçglichen
(Constant-Distance-Modus, cd-Modus), grunds�tzlich vor-
teilhaft. Besonders die Kombination der SECM mit anderen
Rastersondenverfahren, wie der Rasterkraftmikroskopie
(AFM)[7] und der Rasterionenleitf�higkeitsmikroskopie
(SICM),[8] sowie scherkraft-[9] und impedanzbasierte Techni-
ken[10] sind effiziente Strategien f�r die Kontrolle des Sonden-
Proben-Abstands. K�rzlich wurde von uns ein scherkraftba-
sierter cd-Modus beschrieben (4D-SF/CD-SECM), der die
Datenerfassung in unterschiedlichen, aber konstanten
Sonden-Proben-Abst�nden ermçglicht. Diese Methode er-
mçglicht die Detektion von vollst�ndigen Diffusionsprofilen
am Ort der Generierung oder des Verbrauchs einer redox-
aktiven Spezies.[11]

Trotz der Verf�gbarkeit solcher Systeme zur Abstands-
kontrolle bleibt die Detektion der Atmungsaktivit�t von
einzelnen lebenden Zellen mithilfe der SECM anspruchsvoll.
Aufgrund des geringen Sauerstoffverbrauchs einer einzelnen
Zelle ist es erforderlich, geringe Stromvariationen in Ge-
genwart eines hohen Hintergrundstroms zu detektieren.
Noch wichtiger ist jedoch, dass sich biologische Zellen in
einem SECM-Experiment wie eine Fl�ssig/fl�ssig-Phasen-
grenze verhalten.[12] Es ist bekannt, dass lipophile Redox-
mediatoren die Zellmembran �berwinden kçnnen und sich
daher zur Untersuchung der intrazellul�ren Redoxaktivit�t
eignen.[13, 14] Allerdings kçnnen Konzentrations�nderungen in
der N�he der Zellmembran z. B. durch die Sondenreaktion
selbst einen lokalen Konzentrationsgradienten induzieren
und so zu einem Austausch der Redoxspezies durch Diffusion
�ber die Lipiddoppelschicht f�hren, wie es �hnlich f�r den so
genannten SECM-Induced-Transfer(SECM-IT)-Modus be-
schrieben wurde.[15] Die hohe Lçslichkeit von Sauerstoff in
Lipiden unterst�tzt diese transmembran�re Diffusion, und
Sauerstoff kann daher die Zellmembran einfach passieren.[14]

Dieser Diffusionsprozess �berlagert die Detektion der Zell-
atmung. Infolgedessen arbeitet die Sonde in der Mehrzahl der
durchgef�hrten Studien, die Variationen in der lokalen Sau-
erstoffkonzentration zur Bewertung des Zellmetabolismus
einsetzen, nicht als passiver Beobachter. Sie greift aktiv in die
vorherrschende Sauerstoffkonzentration innerhalb des Spalts
zwischen Sonde und Probe ein und f�hrt so zu bisher nicht
diskutierten Abbildungsartefakten. Obwohl dieser Effekt in
einigen Verçffentlichungen[14, 16, 17] beschrieben wird, wird er
bei SECM-Untersuchungen der Atmungsaktivit�t h�ufig
vernachl�ssigt.

Hier thematisieren wir den Einfluss der Sauerstoff-
reduktionsgeschwindigkeit an der SECM-Sonde auf die Ab-
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bildung der Atmungsaktivit�t von lebenden Zellen. Wir be-
schreiben Strategien, um Limitierungen durch eine starke
Sondenreaktion zu vermeiden, welche die Anwendung eines
Potentialpulsprofils an der Sonde zusammen mit einer zeit-
abh�ngigen Datenaufnahme im scherkraftbasierten cd-
Modus der SECM enthalten.

�blicherweise erfolgt die Detektion der lokalen Sauer-
stoffkonzentration in der N�he eines Zellkçrpers mithilfe
einer Variation des Generator-Kollektor-Modus der SECM,
in dem die Sonde kontinuierlich auf das Sauerstoffreduk-
tionspotential polarisiert ist. Die Sonde konkurriert mit der
atmenden Zelle um den verf�gbaren Sauerstoff innerhalb des
Spalts zwischen SECM-Sonde und Zelloberfl�che. W�hrend
des �berquerens des Zellkçrpers in einem SECM-Linienscan
sollte der Sondenstrom aufgrund der durch die Zellatmung
lokal verminderten Sauerstoffkonzentration absinken. Ab-
bildung 1 zeigt ein 4D-SF/CD-SECM-Experiment in dieser
Konkurrenzanordnung an einer HEK293-Zelle. Das Topo-
graphiebild wird bei der z-Ann�herung im Scherkraftmodus
nach automatischem Stopp der Ann�herung an jedem Git-
terpunkt aufgezeichnet und als Auftragung der gespeicherten

z-Position der Sonde dargestellt (Abbildung 1a). Die abge-
bildete Zelltopographie entspricht der Form und Grçße der
untersuchten Zelle, wie sie im lichtmikroskopischen Bild des
inversen Mikroskops (Abbildung 1b), auf dem das SECM
aufgebaut ist, sichtbar ist. �berraschenderweise steigt der
Sondenstrom jedoch deutlich an, wenn die Sonde �ber der
Zelle positioniert wird (Abbildung 1c). Da die Sonde an
jedem Gitterpunkt in festen Inkrementen von der Oberfl�che
zur�ckgezogen wird, kann die Abstandsabh�ngigkeit des
Sondenstroms durch eine x,z,i-Darstellung (elektrochemi-
sches Tomogramm; Abbildung 1d) visualisiert werden.

Der beobachtete Anstieg des Sondenstroms repr�sentiert
die typische Situation, wenn die Triebkraft der Sondenreak-
tion hoch genug ist, um auf der �ußeren Seite der Zellmem-
bran eine lokale Verarmung von Sauerstoff herbeizuf�hren.
Durch die Kompensation dieses Konzentrationsgradienten
wird Sauerstoff aus der Zelle extrahiert. Offensichtlich ver-
h�lt sich die Sonde unter diesen Umst�nden nicht wie ein
passiver Beobachter, und das Abbildungsergebnis wird
�berwiegend durch die Sondenreaktion bestimmt, mit nur
einem geringen Einfluss der eigentlich zu untersuchenden
Zellatmung.

Um auszuschließen, dass der beobachtete Stromanstieg
durch Ungenauigkeiten der Abstandskontrolle hervorgeru-
fen wird, wurde der Elektrolytlçsung w�hrend des 4D-SF/
CD-SECM-Experiments [Fe(CN)6]

4� zugegeben. Als hydro-
philer Mediator �berquert [Fe(CN)6]

4� nicht die Lipiddop-
pelschicht und kann daher zur Abbildung der Zelltopogra-
phie mithilfe des negativen Feedback-Modus eingesetzt
werden.[13, 14] Die gleichzeitige Detektion der beiden Redox-
spezies molekularer Sauerstoff und [Fe(CN)6]

4� wurde durch
die Implementierung eines flexiblen Potentialpulsprofils in
das Detektionsschema des 4D-SF/CD-Modus (4D-SF/CD-
RC-SECM) erreicht, vergleichbar zur Implementierung des
Redoxkompetitions-Modus (RC-Modus) in den kontinuier-
lichen scherkraftbasierten cd-Modus.[18] Der topographische
Linienscan (Abbildung 2, schwarze Linie) zeigt eine Hçhe
des Zellkçrpers von ca. 9 mm. W�hrend Sauerstoff aus dem
Zellkçrper extrahiert und so der Reduktionsstrom an der
Sonde erhçht wird, wird keine �nderung des Oxidations-
stroms von [Fe(CN)6]

4� detektiert (graue Linien in Abbil-
dung 2). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die
Abstandskontrolle zuverl�ssig arbeitet.

Grunds�tzlich kçnnen drei Beitr�ge zum Sondenstrom
angenommen werden (Abbildung 3):
1) Die Diffusion von Sauerstoff in den Spalt (O2,D) wird

durch den Sonden-Proben-Abstand d und die Grçße der
SECM-Sonde (RG-Wert) limitiert. Je kleiner der Ar-
beitsabstand ist, desto geringer ist der Beitrag der Sauer-
stoffdiffusion in den Spalt zum Sondenstrom. Allerdings
kann f�r die durchgef�hrten cd-Experimente angenom-
men werden, dass an jedem Gitterpunkt und bei jedem
Arbeitsabstand ein vergleichbarer Beitrag vorliegt.

2) Die lokale Verarmung an Sauerstoff, hervorgerufen durch
eine hohe Reaktionsgeschwindigkeit an der Sonde, f�hrt
zu einer Permeation von (O2,P) durch die Zellmembran.
Dieser Beitrag h�ngt ausschließlich vom Konzentrations-
gradienten zwischen intrazellul�ren Medium und der
Elektrolytlçsung in der N�he der Zellmembran ab und ist

Abbildung 1. Konkurrenzexperiment im 4D-SF/CD-Modus an einer
HEK293-Zelle, bei dem die Sonde kontinuierlich auf das Sauerstoff-
reduktionspotential polarisiert ist. a) Topographiebild, aufgezeichnet
nach der scherkraftbasierten Ann�herung der Sonde an jedem Gitter-
punkt. b) Lichtmikroskopische Aufnahme der untersuchten Zelle sowie
der positionierten SECM-Sonde (schwarzer Punkt), aufgezeichnet mit
der Kamera des inversen Mikroskops. c) Strombild am Punkt des
Scherkraftkontakts (ESonde =�600 mV). d) Visualisierung des Sauer-
stoffkonzentrationsprofils �ber dem zentralen Zellkçrper (x,z,i-Bild).
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daher unabh�ngig von der metabolischen Aktivit�t der
untersuchten Zelle. Die Permeation von Sauerstoff sollte
solange beobachtet werden, wie der Konzentrationsgra-
dient besteht und Sauerstoff innerhalb der Lipiddoppel-
schicht und dem intrazellul�ren Medium vorhanden ist.

3) Der Anteil des Sauerstoffs, der durch die Atmung der
lebenden Zelle verbraucht wird (O2,R), ist das Ziel der
Untersuchung und ist vermutlich der kleinste Beitrag zum
gesamten Sondenstrom.

Der zeitliche Verbrauch an Sauerstoff (Atmungsrate) f
einer einzelnen Zelle unterschiedlicher Zelllinien wurde
mithilfe globaler Methoden zu 10�18–10�16 mol s�1 be-
stimmt.[19] Atmungsraten, die aus SECM-Untersuchungen
abgeleitet wurden, ergaben hingegen Werte von 10�16–
10�14 mol s�1.[3, 5,17, 20] Der zeitliche Sauerstoffverbrauch einer
SECM-Sonde kann �ber ihren diffusionslimitierten Strom
durch iSonde = 4 nFDcr unter Verwendung des Diffusions-
koeffizienten D von Sauerstoff (2.29 � 10�5 cm2 s�1 [21]) sowie
der Konzentration c von Sauerstoff (0.25 mm

[22]) in Wasser
berechnet werden. Unter Annahme der �bertragung von vier
Elektronen f�r die Reduktion von Sauerstoff ergibt sich ein
diffusionskontrollierter Strom iSonde von 4.4 nA f�r eine
Elektrode mit einem Radius von 5 mm. Mit fSonde = iSonde/nF[17]

betr�gt der zeitliche Sauerstoffverbrauch der Sondenreaktion
1.1 � 10�14 mol s�1. Der Sauerstoffverbrauch einer polarisier-

ten SECM-Sonde ist daher um mehrere Grçßenordnungen
hçher als der Konsum von Sauerstoff durch eine einzelne
lebende Zelle.

Grunds�tzlich kçnnen drei Strategien zur Verminderung
des Ausmaßes der Sondenreaktion eingesetzt werden: 1) ein
geringeres Reduktionspotential an der Sonde, 2) kleine
Elektrodengrçßen oder 3) kurze Potentialpulse oder cycli-
sche Voltammogramme mit schnellen Potentialvorschub-
geschwindigkeiten,[23,24] um die Ausdehnung des Diffusions-
feldes zu verringern. Die Anwendung eines Potentialpuls-
profils in Kombination mit einer zeitabh�ngigen Datenauf-
nahme ist in Abbildung 4 gezeigt.

Die schwarze Linie repr�sentiert die Topographie ausge-
hend von einer Sondenposition �ber dem Boden der Petri-
schale in Richtung der untersuchten Zelle. Der Sondenstrom
ist zu zwei Zeitpunkten nach Anlegen des Sauerstoffreduk-
tionspotentials, bei dem Sonde und Zelle um den Sauerstoff
innerhalb des Spalts konkurrieren, dargestellt (graue Linien
in Abbildung 4). Kurz nach Anlegen des Sauerstoffreduk-
tionspotentials wird eine Stromabnahme beobachtet, die
einer durch die Zellatmung verringerten Sauerstoffkonzen-
tration entspricht. Zu sp�teren Pulszeiten wird hingegen ein
Anstieg des Sauerstoffreduktionsstroms detektiert, der das
Auftreten der transmembran�ren Diffusion von Sauerstoff
belegt. Durch den Einsatz des vorgeschlagenen Potential-
pulsmodus kann die Rolle der Sonde bei SECM-Abbildungen
der Zellatmung analysiert und der Zeitpunkt der Datenauf-
nahme mit dem besten Kontrast ausgew�hlt werden (Abbil-
dung 5).

Die Implementierung eines flexiblen Potentialpulsprofils
mit einer zeitabh�ngigen Datenaufnahme in den 4D-SF/CD-
Modus ermçglichte die Charakterisierung des Einflusses der
Sondenreaktion auf die Sauerstoffkonzentration innerhalb
des Spalts zwischen der SECM-Sonde und einer lebenden
Zelle. Mithilfe der 4D-SF/CD-RC-SECM war die Untersu-
chung der Zellatmung auch ohne die Kenntnis z. B. des ex-
akten Zeitpunkts der Datenaufnahme oder des idealen Ar-
beitsabstands mçglich, und das optimale Bild kann nach dem
jeweiligen Experiment ausgew�hlt werden

Abbildung 4. SECM-Linienscan �ber eine HEK293-Zelle. Topographi-
scher (schwarz) und elektrochemischer Linienscan zu unterschiedli-
chen Zeiten nach Anlegen des Sauerstoffkompetitionspulses an die
Sonde (grau). Pulsprofil: ESonde,Basis = 500 mV,
ESonde,Puls1 = 500 mV, tPuls1 = 1 s, ESonde,Puls2 =�350 mV, tPuls2 = 0.5 s. Zu
Beginn der Stromdetektion (t = 35 ms) ist es mçglich, die Atmungsak-
tivit�t der Zelle zu detektieren, w�hrend bei l�ngeren Pulsdauern
(t = 440 ms) der transmembran�re Sauerstofftransport beobachtet
wird.

Abbildung 2. Topographischer (schwarz) und elektrochemischer Lini-
enscan (grau) �ber einer HEK293-Zelle, aufgenommen im Constant-
Distance-Modus unter Verwendung eines Potentialpulsprofils mit
ESonde,Basis = 500 mV, ESonde,Puls1 =500 mV, ESonde,Puls2 =�800 mV (Werte
dargestellt bei t = 0.5 s nach Anlegen des Potentials) in einer Lçsung
mit 1 mm [Fe(CN)6]

4�. Der Sauerstoffreduktionsstrom steigt �ber dem
Zellkçrper an, w�hrend der Oxidationsstrom von [Fe(CN)6]

4� unver�n-
dert bleibt.

Abbildung 3. Mçgliche Sauerstoffquellen, die zum Sondenstrom beitra-
gen kçnnen. O2,D: O2-Diffusion aus der freien Lçsung in den Spalt,
O2,R: O2-Verbrauch durch Zellatmung, O2,P: O2-Permeation durch die
Zellmembran.
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Experimentelles
Humane embryonische Nierenzellen (HEK293) wurden in einem
modifizierten Dulbecco�s Eagle Medium, das fçtales K�lberserum
(10%), nicht-essentielle Aminos�uren (1%) und eine Mischung aus
Penicillin und Streptomycin (1%) enth�lt, nach Standardvorschriften
kultiviert. Die Zellen wurden auf Plastik-Petrischalen (Ø 35 mm) bei
37 8C in einer Atmosph�re, die 5% CO2 enth�lt, ausges�t. Vor einem
SECM-Experiment wurde das Medium entfernt und durch eine an-
gew�rmte extrazellul�re Lçsung ersetzt (140 mm NaCl, 5 mm KCl,
2 mm CaCl2, 1 mm MgCl2 und 10 mm 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-
1-ethansulfons�ure (HEPES), pH 7.3).

Polymer-isolierte Carbonfaserelektroden (Ø 7–9 mm) wurden als
schwingungsf�hige Scheibenelektroden f�r alle SECM-Experimente
verwendet. Sie wurden entsprechend fr�her publizierter Vorschriften
hergestellt.[25, 26] Ein kathodischer Elektrodepositionslack (EDP,
ClearClad HSR401 von LVH coatings) wurde f�r die Isolierung der
Spitze verwendet, wobei die Abscheidung des lçslichen Polymers
durch 1-min�tiges Anlegen eines Potentials von 6 V zwischen der
Carbonfaserkathode und einer ringfçrmigen Pt-Gegenelektrode er-
reicht wurde. Nachfolgend wurde das Polymer in einem Ofen 20 min
bei 180 8C hitzebehandelt. Die Deposition des EDP wurde f�r eine
Dauer von 30 s, gefolgt von einer zweiten Hitzebehandlung, wieder-
holt. Die aktive Scheibenoberfl�che der Carbonfaserelektrode wurde
mit einer d�nnen Schicht Platin modifiziert, das aus einer Lçsung von
2 mm H2[PtCl6] (Merck) mithilfe cyclischer Voltammetrie (300 mV
bis �500 mV, Spannungsvorschubgeschwindigkeit: 100 mVs�1,
3 Zyklen) abgeschieden wurde.

Alle SECM-Experimente wurden mit einem speziell konzipier-
ten SECM f�r die Untersuchung von Zellen (Bio-SECM) durchge-
f�hrt.[26] Die optische Scherkraftdetektion sowie die k�rzlich be-
schriebene 4D-SF/CD-SECM[11] wurden genutzt. Eine �nderung des
Scherkraftsignals von 5–10% des Signals der Mikroelektrode im
Volumen des Elektrolyten wurde als Stoppkriterium f�r die z-An-
n�herung definiert. Eine Ag/AgCl(3mKCl)-Elektrode wurde als
Referenzelektrode f�r alle Messungen verwendet.
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Abbildung 5. Visualisierung der Atmungsaktivit�t von HEK293-Zellen
mithilfe von 4D-SF/CD-RC-SECM. a) Topographiebild; b) Strombild am
Punkt des Scherkraftkontakts (Pulsprofil: ESonde,Basis =500 mV, ESon-

de,Puls1 = 500 mV, tPuls1 =0.2 s, ESonde,Puls2 =�350 mV, tPuls2 = 0.5 s; Zeit-
punkt der dargestellten Stromwerte: t = 15 ms); c) lichtmikroskopische
Aufnahme der untersuchten Zellen.
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