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Zuschriften

Durch Kombination von Mikrokontaktdru-
cken und lokaler elektrochemischer Modifikation
gelang der Aufbau von gemusterten Enzymschichten aus Glucose-
Oxidase und Meerrettich-Peroxidase. Der Umsatz an solchen Struktu-
ren hidngt von der Position innerhalb des Musters ab und kann mit dem
elektrochemischen Rastermikroskop gemessen werden. Einzelheiten
dazu erfahren Sie in der Zuschrit von G. Wittstock und T. Wilhelm auf
den folgenden Seiten.
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Kartierung lokaler Reaktivitdt

Analyse von Wechselwirkungen in gemusterten
Multienzymschichten mit elektrochemischer
Rastermikroskopie**

Thomas Wilhelm und Gunther Wittstock™*

Mikrostrukturierte biochemisch aktive Schichten sind Schliis-
selkomponenten in einer Reihe neuer und kiinftiger Anwen-
dungen. Hierzu zdhlen biochemische Sensoren, Sensor-
Arrays und Chip-basierte Testsysteme. Wihrend diese
Systeme als DNA-Chips bereits kommerziell vertrieben
werden, erweist sich die Implementierung &dhnlicher hoch
integrierter Systeme unter Verwendung von Proteinen als
schwieriger, weil Proteine im Allgemeinen wesentlich insta-
biler sind und bei Kontakt mit festen Oberflachen (insbe-
sondere mit Metallen) denaturieren konnen. Die groBere
funktionale Vielfalt von Proteinen lésst ein breiteres Anwen-
dungsspektrum als im Falle von DNA-Chips erwarten. Bei
der Immobilisierung von Enzymen an Mikrostrukturen, etwa
als Array aus Enzymsensoren oder als Enzymmarkierungen
in Affinitdtssensoren, treten neuartige Probleme auf. Durch
die katalytische Aktivitidt der Enzyme wird eine fortlaufende
Umsetzung aufrechterhalten, die in der angrenzenden
Losungsphase zur Ausbildung von Diffusionsschichten der
Enzymsubstrate und der Produkte fiihrt. An Mikrostrukturen
mit geringem gegenseitigen Abstand kann es zu einer Uber-
lappung dieser Diffusionsschichten kommen. Hinsichtlich
moglicher Anwendungen kann dies z.B. zu unerwiinschten
Querempfindlichkeiten in Arrays aus Enzymmikrosensoren
filhren, wenn unterschiedliche Sensoren auf der Detektion
eines gemeinsamen Produktes (z. B. H,O, durch unterschied-
liche Oxidasen) beruhen.!! Wihrend diese Effekte fiir mikro-
stukturierte Transducerarrays von zentraler Bedeutung sind,
konnen einige Effekte auch fiir makroskopische Sensoren
oder reaktive Grenzflichen vorteilhaft genutzt werden. So
konnen mikrokompartimentalisierte makroskopische Ober-
flachen speziell optimierte Regionen fiir die Immobilisierung
von Enzymen sowie nicht bedeckte Bereiche fiir einen
schnellen Elektronentransfer enthalten, z.B. um die
Ansprechzeiten von Sensoren zu minimieren.’l Vorstellbar
sind auch speziell funktionalisierte Regionen zur Veranke-
rung von unterschiedlichen Enzymen, die iiber gemeinsame
Reaktanten im Sinne einer Cofaktorregenerierung miteinan-
der wechselwirken oder Produkte einer enzymatischen Reak-
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tion in einem katalytischen Verstdrkungskreislauf®l in ein
verstiarktes Signal umwandeln, jedoch unterschiedliche
Anforderungen an ihre lokale Umgebung stellen.

Bisher lieBen sich derartige Effekte zwar konzeptionell
diskutieren, aber nur in Einzelféllen experimentell umsetzen.
Thre Charakterisierung beruhte iiberwiegend auf integralen
Messungen, d.h. auf Signalen von einer makroskopischen, in
sich mikrostrukturierten Oberfliche. Mit der Entwicklung
der elektrochemischen Rastermikroskopie (SECM, scanning
electrochemical microscopy) hat sich eine Methode etabliert,
die eine Kartierung lokaler Reaktivititen an Fest-fliissig-
Grenzflichen ermdglicht.! Neben der Abbildung elektro-
chemischer Reaktivitdten hat sie sich insbesondere auch bei
der lokalen Untersuchung von Aktivititen immobilisierter
Enzyme bewihrt.Pl Wir zeigen hier, wie die Technik auch zur
Untersuchung der Aktivitdten unterschiedlicher Enzyme
innerhalb komplexer Muster einschlieBlich ihrer gegenseiti-
gen Wechselwirkungen einsetzbar ist.

Ausgedehnte Enzymschichten mit definierter Geometrie
mit Periodizitdten im Mikrometerbereich sind inzwischen
iiber eine Vielzahl von Strukturierungstechniken zuging-
lich.l’! Eine besondere Herausforderung ist die Immobilisie-
rung unterschiedlicher Proteine in mikroskopischen Anord-
nungen, da hier mehrfache Modifizierungsschritte auszufiih-
ren sind, in denen die Aktivitdt der zuvor aufgebrachten
Komponenten nicht beeintréichtigt werden darf. Zu diesem
Zweck kam bisher eine Reihe sequenzieller Verfahren auch
unter Nutzung von Rastersondenmethoden zum Einsatz.[’]

In unseren Untersuchungen haben wir die gute Repro-
duzierbarkeit lithographischer Strategien zur schnellen
Erzeugung periodischer Mikrostrukturen mit der Flexibilitat
eines daran anschlieBenden sequenziellen Verfahrens kom-
biniert, um sehr variable Prototypen zu erzeugen. Die
untersuchten Modellsysteme entstanden durch eine Kombi-
nation von Mikrokontaktdrucken (MCP, microcontact print-
ing) und lokaler elektrochemischer Desorption, gefolgt von
Chemisorption funktionalisierter Thiole oder Disulfide. Die
verwendeten Enzyme Meerrettich-Peroxidase (HRP, horse-
radish peroxidase) und Glucose-Oxidase (GOx) wurden so
gewdhlt, dass ihre Umsétze iiber gemeinsame Produkte und
Substrate miteinander gekoppelt und die Umsetzungen an
jedem einzelnen Enzym gut mit SECM untersucht werden
konnen. Zunéchst wurde eine polykristalline Goldoberfliche
durch MCP mit w-Mercaptohexadecansiure so bedruckt,®!
dass sich eine periodische Anordnung sechseckiger Regionen
einer selbstorganisierten Monoschicht (SAM, self-assembeld
monolayer) bildete (Abbildung 1a). Nach Chemisorption von
Cystaminiumdihydrochlorid an den zunéichst nicht bedruck-
ten Regionen wurde HRP an der aminofunktionalisierten
Oberfliche gebunden.”) Danach wurde die Ultramikroelek-
trode (UME) des SEC-Mikroskops durch horizontale
Linienscans im Feedback-Modus (Abbildung 1b) beziiglich
des Musters positioniert (Abbildung 1c¢). Die Monoschichten
aus w-Mercaptohexadecansédure sind so dicht gepackt, dass
der verwendete Redoxmediator Hydroxymethylferrocen (Fc)
oder die oxidierte Form (Fc*) keinen Elektronentransfer mit
der Goldoberfliche vermitteln kann. Daher macht sich die
gehinderte Diffusion von Fc zur UME bemerkbar, und der
diffusionsbegrenzte Strom nimmt gegeniiber der Volumen-
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Abbildung 1. a) Schematische Darstellung der gestempelten Oberfl-
che. b) Schematische Darstellung des SECM-Feedback-Experiments
zur Positionierung der UME zur lokalen elektrochemischen Desorp-
tion. c) SECM-Linienscan entlang der in Abbildung 1a eingezeichneten
Linie (y).

phase ab. Die HRP-Schichten sind dagegen fiir niedermole-
kulare Verbindungen permeabel, sodass Fct die Gold-
oberfldche erreichen kann und durch das Recycling des
Redoxmediators an der Goldoberfliche ein erhohter Strom
an der UME resultiert (Abbildung 1c¢, y =65, 215, 365 um).

Nach Positionierung der UME im Zentrum einer HRP-
modifizierten Region wurde durch lokale elektrochemische
Desorption der HRP-Schicht ein exakt begrenzter kleiner
Bereich der Goldoberfliche freigelegt.™ Die gesamte Probe
wurde dann mit einer Losung von GOx mit eingefiigter
endstindiger Thiolgruppe benetzt.®! Nach Bindung des
modifizierten Enzyms entsteht das in Abbildung 2a darge-
stellte Muster. In einer Losung, die gelosten O,, Glucose und
Fc enthilt, kann nun der Umsatz an dieser gemusterten
Multienzymschicht im Generator-Kollektor-Modus (GC-
Modus) verfolgt werden. Die GOx bildet unter Verbrauch
von Glucose und O, Gluconolacton und H,0,. H,0O, ist
wiederum ein Substrat fiir HRP, von der es unter Nutzung von
Fc als Elektronendonor zu Wasser reduziert wird. Dabei
entsteht aus Fc das entsprechende Ferrociniumderivat Fc*.
Fct kann an der UME bei einem Potential E;=0mV
reduziert werden (Abbildung2b). Bei diesem Potential
werden die anderen Losungsbestandteile nicht umgesetzt.
Hohe Strome fiir die Reduktion von Fct korrelieren daher
mit einem lokalen hohen Umsatz der HRP. Die zweidimen-
sionale SECM-GC-Messung zeigt die Abhingigkeit des
Umsatzes an der HRP-Schicht von der Entfernung zur
Region mit immobilisierter GOx, deren Zentrum sich an
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Abbildung 2. a) Schema der gemusterten Oberflichen nach der elek-
trochemischen Desorption und der Anbindung von GOx. b) Schemati-
sche Darstellung des SECM-GC-Experiments. c) Experimentelle Ergeb-
nisse in Gegenwart von O,, Glucose und Fc; der Abbildungsrahmen
umfaft 500 x 500 um2.

der mit ,,x*“ markierten Stelle befindet (Abbildung 2c). Die
acht HRP-Regionen in unmittelbarer Nachbarschaft (,,a“)
weisen einen hohen Umsatz auf. Senkrecht zur Scanrichtung
der UME (eingezeichneter Pfeil) tritt auBerhalb dieser
Regionen ein kaum noch messbarer Umsatz der HRP auf.
Die HRP-modifizierten Schichten konnen die diffusive Aus-
breitung von H,O, effektiv unterdriicken. Parallel zur ein-
gezeichneten Linie wird ein Umsatz auch au3erhalb der mit
»a“ markierten Regionen beobachtet, wahrscheinlich weil die
rasternde UME einen Teil der Losung in diese Richtung
mitschleppt.

Mit dem GC-Modus der SECM sind aber noch weiter-
gehende Informationen iiber die Oberfldche zugéinglich. So
kann nach Wechsel der Losungszusammensetzung auch die
Aktivitdt der beiden immobilisierten Enzyme separat erfasst
werden. In einer Losung, die Glucose und O,, aber kein Fc
enthilt, kann mit der UME die lokale Bildung von H,O,
durch Oxidation bei E+=750 mV gemessen werden (Abbil-
dung 3a). Ein Scan entlang der in Abbildung 2c enthaltenen
Linie zeigt bei x =220 um die erhohte Bildung von H,0, und
damit die Position der immobilisierten GOx an (Abbil-
dung 3b). Setzt man der Volumenphase der Losung anderer-
seits H,O, und Fc, aber keine Glucose zu, wird ausschlie3lich
HRP umgesetzt, und zwar unabhingig von der Lage beziig-
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Abbildung 3. a) Schematische Darstellung des SECM-GC-Experiments
zur Aufzeichnung der Aktivitit von GOx. b) SECM-Linienscan entlang
der Linie in Abbildung 2 c unter Detektion von H,0, in einer Lésung
von Glucose und O,.

lich der GOx-Region. Der Umsatz kann durch Reduktion des
lokal gebildeten Fct bei E;=0mV erfasst werden (Abbil-
dung 4a). Ein entsprechender Scan entlang der Linie in
Abbildung 2 c zeigt die periodische Abfolge der Regionen mit
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Abbildung 4. a) Schematische Darstellung des SECM-GC-Experiments

zur Aufzeichnung der Aktivitit von HRP. b) SECM-Linienscan entlang

der Linie in Abbildung 2 c unter Detektion von Fc* in einer Lésung von
H,0, und Fc.

HRP durch die Maxima der Reduktionsstrome bei x =20,
170, 300 und 420 um an. Die Hohen der Maxima sind &hnlich,
was belegt, dass tatsdchlich die HRP auf der gesamten
Oberflache katalytisch aktiv ist und in Abbildung 2¢ der
Umsatz auf wenige Regionen in unmittelbarer Nihe der
GOx-Region beschrinkt bleibt, da die Ausbreitung des an der
GOx gebildeten H,O, unterdriickt wird.

Die gezeigte Methode der Stukturierung von Oberflichen
ist auf weitere Systeme anwendbar und eroffnet in Kombina-
tion mit SECM einen neuen experimentellen Zugang zum
Studium der Wechselwirkungen an enzymatisch aktiven
Mikrostrukturen. Dabei konnen unterschiedliche Reaktionen
einzeln oder gekoppelt mit SECM visualisiert werden.

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Experimentelles

Das in einer Dreielektrodenanordnung verwendete SEC-Mikroskop
ist an anderer Stelle beschrieben.l®l Alle Potentialangaben beziehen
sich auf die gesittigte Kalomelelektrode (SCE). Die verwendete Pt-
UME hatte einen Durchmesser von 25 um. Der PDMS-Stempel
druckte Sechsecke mit einer Kantenldnge von 43 um und einer
Periodizitédt von 125 um in x-Richtung und 150 pm in y-Richtung. Mit
diesem Stempel wurde wie zuvor beschrieben®l HS-C,sH;COOH aus
einer 1 mm Losung gedruckt. Nach mehreren Spiilschritten wurde
Cystaminiumdihydrochlorid chemisorbiert und HRP an die aminier-
ten Oberfldchenbereiche gebunden.

Die UME des SEC-Mikroskops wurde zunichst unter Reduktion
von O, und Nutzung der Strom-Abstands-Kurven!!! fiir die gehin-
derte Diffusion im Abstand von 10 um iiber der Probe positioniert.
Zur lateralen Positionierung der UME iiber einzelnen Elementen der
gestempelten Struktur wurde in einer Losung von 2 mm Fc und 0.1m
KCl in Phosphatpuffer (PP, pH 7) bei E;=400 mV gearbeitet. Zur
elektrochemischen Desorption wurde die UME und die makro-
skopische Goldunterlage fiir 38 s direkt an eine Rechteckspannung
(2 V Spitze-Spitze, 5 kHz) angeschlossen.™ Zur Anbindung der GOx
wurde die Elektrolytlssung durch eine Ldsung von 1.5 mgmL!
SATA-GOx-Konjungat (SATA = S-Acetylthioglycolsidure-N-hydro-
xysuccinimidylester) in 0.1m PP (pH7) ersetzt (30 min). Nach
Spiilen  mit 0.2-proz.  Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaureat
(Tween20) in PP sowie fiinfmaligem Spiilen mit PP wurde die Zelle
mit einer Loésung von 2 mM Fc, 50 mM Glucose und 0.1m KCI in PP
befiillt, die UME auf 40 um an die Probe angenéhert und anschlie-
Bend bei Er=0mV (Reduktion von Fc*) eine Abbildung im GC-
Modus aufgezeichnet. Danach wurde die Elektrolytlosung durch
jeweils fiinfmaliges Entleeren und Befiillen ausgetauscht. Bei E;=
750 mV (Oxidation von H,0,) in 50 mm Glucose und 0.1m KCl in PP
wurde im GC-Modus die lokale Bildung von H,0, durch GOx und
bei E;=0mV (Reduktion von Fc*) in 2 mm Fc, 0.5 mm H,O, und
0.Im KCl in PP die lokale Reduktion von H,O, durch HRP
aufgezeichnet.
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