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Detektion der Ausschiittung von NO an einzelnen
Zellen mit elektrochemischer Rastermikroskopie
in konstantem Abstand**
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Stickstoffmonoxid (NO) ist Teil vieler wichtiger physiologi-
scher Prozesse und wurde als der Endothel-abhéngige Rela-
xationsfaktor (endothelium-derived relaxing factor; EDRF)
identifiziert."! Ein Mangel an NO spielt eine Rolle bei Blut-
hochdruck, erhohtem Blutzucker, Arteriosklerose sowie der
Parkinson- und der Alzheimer-Krankheit;* dagegen tragen
erhohte NO-Konzentrationen beispielsweise zu Arthritis und
Krebs bei.’! Dementsprechend wichtig ist die Aufklarung der
Details der NO-Produktion in biologischen Matrices fiir ein
besseres Verstdndnis physiologischer und pathologischer
Prozesse, die mit der Produktion und Ausschiittung von NO
zusammenhéngen.

Dazu wurden elektrochemische NO-Sensoren vorge-
schlagen, die auf platinierten oder mit Elektrokatalysatoren
modifizierten Mikroelektroden in Kombination mit einer
permselektiven, geladenen Membran zur Interferenzelimi-
nierung beruhen.! Des Weiteren wurde iiber die Bestim-
mung von NO mit elektrochemischen NO-Sensoren nach
Stimulation adhidrent wachsender Zellpopulationen oder
einzelner Zellen berichtet.”) Kiirzlich wurde die Ausschiit-
tung von NO zusammen mit Sauerstoffradikalen unter Ver-
wendung positionierter Mikroelektroden im Detail unter-
sucht.®

Obwohl NO in geringen Konzentrationen nur sehr lang-
sam mit molekularem Sauerstoff reagiert, bildet sich eine
Diffusionsschicht mit nichtstationdrer NO-Konzentration
iiber der Zelle. Unter der Annahme, dass die Zelle eine
Punktquelle fiir NO darstellt, wird von der Zelle freigesetztes
NO schnell in das Volumen des Elektrolyten diffundieren.
Dies macht es unmoglich, exakte Werte fiir die NO-Kon-
zentration anzugeben. Zudem wird offensichtlich, dass das
NO-Signal stark distanzabhingig sein wird,>® sodass eine
exakte Positionierung des NO-Sensors eine Voraussetzung
fiir ein auswertbares Experiment ist (Abbildung 1). Unter
Beriicksichtigung der exponentiellen Abnahme des NO-
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Abbildung 1. Diffusionsprofil von NO nach Stimulation einer Einzelzel-
le. Detektion mit einer in unmittelbarer Nahe positionierten a) Mikro-
scheibenelektrode oder b) konischen Mikroelektrode.

Stromes mit wachsendem Abstand zwischen Sensor und Zelle
wurden Mikrosensoren mithilfe von Mikromanipulatoren
positioniert; dieser Vorgang wurde mit einem optischen Mi-
kroskop verfolgt. Im Allgemeinen wird der Sensor dabei in
Kontakt mit der Zellmembran gebracht und dann bis auf
einen vordefinierten Abstand zuriickgezogen. Diese Vorge-
hensweise bringt einen Positionierungsfehler von typischer-
weise 1-2 um mit sich. Der Kontakt zwischen Sensor und
Zellmembran kann zu einer Kontamination der Sensorober-
flache oder zur ungewollten Stimulation der Zelle mit resul-
tierender NO-Ausschiittung durch Scherkraftwechselwir-
kungen fithren. Konisch geformte Sensoren (Abbildung 1b)
zeigen daher Stromwerte, die liber das NO-Diffusionsprofil
iiber der Zelle mitteln. Scheibenférmige Sensoren, die in sehr
geringem Abstand zur Zelle positioniert sind (Abbildung 1 a),
wirken hingegen als Senke fiir NO, und alles NO, das in den
engen Spalt zwischen Zelle und Sensoroberfliche ausge-
schiittet wird, wird rasch und mit hoher Kollektoreffizienz am
Sensor oxidativ verbraucht. Ist die aktive Elektrodenober-
flache dhnlich grof3 wie die Zelle, kann eine Kollektoreffizi-
enz von nahezu 100 % angenommen werden.

Kiirzlich haben wir demonstriert, dass sich ein elektro-
chemisches Rastermikroskop (SECM) zur exakten Positio-
nierung von scheibenférmigen NO-Mikrosensoren in be-
kanntem Abstand von NO freisetzenden Zellen eignet. Die
Positionierung erfolgte dabei unter Verwendung des negati-
ven Feedback-Modus des SECM, der zu einer Verringerung
des Stromes der O,-Reduktion bei zunehmender Annihe-
rung der Mikroelektrode an die Probe fiihrt.”! Dariiber
hinaus haben wir iiber die Scherkraft-abhéngige Positionie-
rung von Mikroelektroden in konstantem Abstand im SECM
berichtet® und haben beschrieben, wie sich dieser Positio-
nierungsmodus zur Visualisierung der Topographie einzelner
adhdrent wachsender Zellen sowie zur Detektion der Aus-
schiittung von Neurotransmittern nach Depolarisation der
Zellmembran verwenden lisst.”’) Die Scherkraft-abhingige
Positionierung wird durch eine konstante Dampfung der Vi-
bration des in Resonanz schwingenden Mikrosensors mithilfe
eines riickgekoppelten Regelkreises ermoglicht, wobei Ab-
stinde zwischen schwingender Mikroelektrode und Zell-
oberfliche von weniger als 300 nm eingestellt werden
konnen. Die Wechselwirkungen zwischen der SECM-Spitze
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und der Probe sind ausreichend schwach, um eine Schidigung
der Zelle zu vermeiden. Wegen ihrer Flexibilitat!” erwiesen
sich dabei Carbonfaserelektroden, die mit Elektrodeposi-
tionslacken isoliert waren, als besonders vorteilhaft fiir Mes-
sungen an Zellen."”

Hier berichten wir iiber die Positionierung von hoch-
empfindlichen, scheibenférmigen NO-Mikrosensoren an
einzelnen Zellen unter Anwendung von Scherkraft-abhangi-
ger Abstandskontrolle im SECM. Nach der Stimulation l4sst
sich die Ausschiittung von NO aus der Einzelzelle detektie-
ren. Zunidchst wurden scheibenférmige, schwingungsfahige
nadelfoérmige Carbonfaser(CF)-Mikroelektroden mit einem
Durchmesser von 7-9 um nach literaturbekannten Verfahren
hergestellt.”>!) Um nun hochempfindliche und hochselektive
NO-Sensoren zu erhalten, wurde die CF-Mikroelektrode
durch reduktive Multisweep-Abscheidung aus einer wassri-
gen H,[PtCl¢]-Losung mit Pt-Clustern modifiziert. Eine der-
artige Platinierung erhoht signifikant die aktive Elektroden-
oberfliche und damit die Empfindlichkeit des NO-Sensors.
Im Anschluss wurde eine Schicht Ni-Tetranatriumphthalo-
cyanintetrasulfonat (Ni-TSPc) aus einer 1M NaOH-Losung
durch cyclovoltammetrische Abscheidung in einem Potenti-
albereich von 0 bis 1.2 V(' auf der Mikroelektrodenoberfli-
che polymerisiert. SchlieBlich wurde die elektrokatalytisch
aktive Oberfldche durch Tauchbeschichtung mit einer perm-
selektiven Nafionmembran modifiziert, um die Selektivitit
des NO-Sensors bei Gegenwart negativ geladener, storender
Substanzen zu verbessern. Es ist bekannt, dass der Polyelek-
trolyt Nafion Anionen wie NO,  abstoBt und gleichzeitig
Kationen wie NO* (das primire Oxidationsprodukt von NO)
stabilisiert. Abbildung 2 zeigt das Differenz-Puls-Voltammo-
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Abbildung 2. DPV a) einer unmodifizierten CF, b) einer platinierten CF
und c) einer platinierten CF, auf der elektrochemisch induziert eine
Schicht von Ni-TSPc abgeschieden wurde, jeweils in Gegenwart von
9.9 um NO.

gramm (DPV) einer unbeschichteten CF-Scheibenelektrode,
einer platinierten CF-Mikroelektrode sowie einer platinier-
ten CF-Mikroelektrode nach Modifizierung mit der Metall-
phthalocyaninschicht in Gegenwart von 9.9 um NO. Alle
Elektroden waren durch Tauchabscheidung mit einer Naf-
ionschicht modifiziert.

Die deutliche Zunahme des Peakstroms, die im DPV der
platinierten und Ni-TSPC-modifizierten CF-Scheibenelek-
trode in Gegenwart von NO zu sehen ist, belegt klar die
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verbesserte Empfindlichkeit der neuen NO-Mikrosensoren.
Ihre Nachweisgrenze wurde zu 143 nm (DPV) und 25 nm
(Amperometrie bei konstantem Potential) bestimmt. Die
Selektivitdt wurde im Hinblick auf die Cooxidation des wegen
seines dhnlichen Oxidationspotentials wichtigsten Storfak-
tors, NO,™, ermittelt; die Reaktion auf NO,” wurde dabei
unter Verwendung von NO-Mikrosensoren mit und ohne
Nafionmembran untersucht.

Abbildung 3 belegt die verbesserte Selektivitdt des
Nafion-beschichteten NO-Mikrosensors. Nach Beschichtung
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Abbildung 3. DPV an einer platinierten und mit Ni-TSPc modifizierten
CF-Scheibenelektrode. In Gegenwart von 333 um NO,™ a) nach Be-
schichtung mit einer Nafionmembran, b) ohne Nafionmembran, c) in
Gegenwart von 4.9 um NO nach Beschichtung mit Nafion.

mit der permselektiven Nafionmembran ist der Peakstrom im
DPV in Gegenwart von 333 um NO,™ um den Faktor 2 her-
abgesetzt, wihrend eine 70fach geringere Konzentration an
NO mit deutlich hoherem Peakstrom angezeigt wird. Da
moglicherweise storende Verbindungen wie Dopamin oder
Ascorbinsdure im untersuchten In-vitro-System nicht erwar-
tet wurden, wurde auf entsprechende Selektivitdtsuntersu-
chungen verzichtet.

AnschlieBend wurden die NO-Mikrosensoren auf ihre
Eigenschaften als schwingungsfihige SECM-Spitzen in
Kombination mit der Scherkraft-abhingigen Positionierung
untersucht. Abbildung 4 zeigt ein Beispiel fiir einen topo-
graphischen Linienscan mit einem NO-Mikrosensor tiiber
eine einzelne adhirent wachsende menschliche Nabelschnur-
Endothelzelle (T-HUVEC). Dazu wurde der Sensor mithilfe
eines inversen optischen Mikroskops links von der Zelle
vorpositioniert. z-Annidherungskurven fithrten zur Detektion
der Dampfung der Vibration der Mikroelektrode in unmit-
telbarer Nidhe zur Glasoberfliche neben der Zelle. Ein Lini-
enscan nach rechts folgte der Topographie der Zelle und
fiihrte letztlich zu einer Position des Sensors rechts von der
Zelle. Abbildung 4a zeigt Aufnahmen mit dem optischen
Mikroskop, aus denen die Positionen des NO-Sensors vor und
nach dem Linienscan ersichtlich sind, und Abbildung 4b gibt
die mittels Scherkraft-abhangiger Hohenkontrolle detektier-
te Topographie der Zelle wieder.

Eine einzelne T"THUVEC wurde nun mithilfe des inversen
optischen Mikroskops ausgewéhlt, und der NO-Mikrosensor
wurde in unmittelbarer Nachbarschaft der Zelle mittels z-
Annidherungskurven unter Scherkraft-abhingiger Dampfung
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Abbildung 4. a) Mikroskopieaufnahmen der Positionen des NO-Mikro-
sensors vor und nach dem Linienscan. b) Topographischer Linienscan
tiber eine einzelne T-HUVEC unter Nutzung des Scherkraft-abhingigen
Positionierungsmodus des SECM. d=Hohe der Zelle, W=Breite der
Zelle.

der Vibration der in Resonanz schwingenden SECM-Spitze
vorpositioniert. Wie zuvor wurde nun ein Linienscan unter
Wahrung eines konstanten Abstands zwischen NO-Mikro-
sensor und Zelle durchgefiihrt, allerdings wurde der Scan
beendet, als der NO-Sensor exakt iiber der Zelle in einem
Abstand von 100 bis 300 nm positioniert war (Abbildung 5).

Nach genauer Positionierung des NO-Mikrosensors iiber
der Zelle wurde zunichst der Sensor auf sein Arbeitspotential
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Abbildung 5. Positionierung des NO-Mikrosensors iiber einer einzel-
nen T-HUVEC mittels Scherkraft-abhingiger Registrierung der Zellto-
pographie unter gleichzeitiger visueller Kontrolle. Der Abstand zwi-
schen Sensoroberfliche und Zellmembran (<300 nm) wird durch das
Scherkraft-abhingige Signal der Vibration der SECM-Spitze definiert.
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von + 750 mV gegen Ag/AgCl polarisiert und anschlieBend
die NO-Ausschiittung durch Zugabe von 1 pm Bradykinin
stimuliert. Der Strom durch den Sensor wurde mithilfe eines
hochempfindlichen Potentiostaten verfolgt. Ein Beispiel fiir
eine solche amperometrische Stromantwort zeigt Abbil-
dung 6. Unmittelbar nach Stimulation der Zelle durch
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Abbildung 6. Amperometrische Stromantwort eines exakt iiber einer
einzelnen T-HUVEC positionierten scheibenférmigen NO-Mikrosen-

sors nach Stimulation der Zelle durch Zugabe von 1 pum Bradykinin.
Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der Stimulation.

Zugabe von Bradykinin fiihrt die Ausschiittung von NO zu
einer Erhohung des Oxidationsstroms mit einem Maximum
von 13.9 pA nach einer Zeit von 5 bis 8 s. Man kann davon
ausgehen, dass der Strom durch den Sensor die Gesamtmenge
an durch die Zelle generiertes und ausgeschiittetes NO re-
présentiert, wenn man eine 100-proz. Kollektoreffizienz an
der SECM-Spitze annimmt. Damit entspricht — unter An-
nahme einer Ein-Elektronen-Oxidation von NO zu NO* an
der Sensoroberfldche — die iibertragene Ladung der von der
Zelle produzierten NO-Menge. Fiir das Beispiel aus Abbil-
dung 6 ergibt sich eine Ladung von 655 pC und somit eine
NO-Menge von 6.8 fmol.

Kontrollexperimente, bei denen Puffer anstatt Bradykinin
zugegeben wurde, und Experimente in Abwesenheit von
Zellen belegten, dass die beobachteten Strome durch eine aus
den Zellen ausgeschiittete Substanz hervorgerufen werden.
Dariiber hinaus hatten frithere Befunde!” bei der Stimulation
der gleichen Zellen in Gegenwart eines NO-Synthase-Inhi-
bitors gezeigt, dass Bradykinin-Stimulation zu einer Aus-
schiittung von NO fiihrt. Die Stromschwankungen, die die
Strom-Zeit-Kurve iiberlagern, konnen moglicherweise auf
die Ausschiittung von NO iiber Offnungen von Vakuolen
anstatt auf Diffusion durch die Zellmembran zuriickgefiihrt
werden. Allerdings sind noch weitere Untersuchungen nétig,
um diese Annahme zu bestitigen.

Bei einer Reihe unabhéngiger Experimente an verschie-
denen T-HUVEC wurden NO-Mikrosensoren an einzelnen
Zellen in der beschriebenen Weise mithilfe des Scherkraft-
abhingigen Positionierungsmodus positioniert, und es wurde
der NO-Oxidationsstrom nach Stimulation mit Bradykinin
aufgezeichnet. Der Maximalstrom von sechs Einzelzellmes-
sungen variierte zwischen 5.7 und 13.9 pA und die aus der
iibertragenen Ladung berechnete NO-Menge zwischen 1.4
und 10 fmol.
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Wir haben hier demonstriert, dass die Detektion der sti-
mulierten NO-Ausschiittung aus individuellen Zellen mit
hochempfindlichen, hochselektiven, scheibenférmigen NO-
Mikrosensoren moglich ist, die durch Platinierung von CF-
Mikroelektroden mit nachfolgender Modifizierung durch
eine Ni-TSPc-Schicht erhalten wurden. Die exakte Positio-
nierung dieser Mikrosensoren mittels Scherkraft-abhiangiger
Abstandskontrolle im SECM ist eine wesentliche Vorausset-
zung fiir die reproduzierbare Einstellung eines extrem klei-
nen Abstands von weniger als 300 nm zwischen Sensor und
Zellmembran, ohne dabei die Zelle zu beriihren.

Experimentelles

Cyclovoltammetrie (CV), Platinierung und Abscheidung der NO-
sensitiven Schichten auf der CF-Mikroelektrode erfolgten mit einem
CHI1030-Potentiostat (CH Instruments). Amperometrische Mes-
sungen fiir die Detektion der NO-Ausschiittung nach Stimulation
einzelner T-HUVEC wurden in einem frither beschriebenen Bio-
SECM™! unter Verwendung eines VA10-Potentiostats (npi electro-
nics) durchgefiihrt. Aktive Schwingungsdamfung (TS-140, HWL)
wurde genutzt, um die Positionierung mittels Scherkraft-Detektion in
Absténden von weniger als 300 nm zu realisieren.

Fiir das Uberleben der Zellen wurde ein Ringer-Puffer aus
NaOH, KOH, NaCl, KCl, MgCl,, CaCl,, NaHCO;, Glucose und
HEPES (Riedel-de Haén) verwendet, dessen pH-Wert auf 7.4 ein-
gestellt wurde. Bradykinin und Ni-TSPc wurden von Aldrich bezo-
gen.

Spontan transformierte menschliche Nabelschnur-Endothelzel-
len (T-HUVEC, freundlicherweise von G. Neufeld, Haifa, iiberlas-
sen) wurden gemif Standardzellkulturvorschriften kultiviert. Die T-
HUVEC wurden auf Glasdeckgldschen in geringer Dichte ausgesit
und in RPM-1641 unter Zusatz von 10% fotalem Kélberserum bei
37°C in 10-proz. CO,-Atmosphére kultiviert. Unmittelbar vor den
elektrochemischen Experimenten wurde das Wachstumsmedium mit
Pufferlosung, pH 7.4, ersetzt.
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