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Spitzenverst�rkte Raman-Spektroskopie an RNA-Einzelstr�ngen:
Vorschlag f�r eine direkte Sequenzierungsmethode
Elena Bailo und Volker Deckert*

Die Sequenzierung von DNA oder Proteinen ist ein kom-
plexer Vorgang und erfordert anspruchsvolle Analyseme-
thoden.[1,2] Zwar ist die DNA-Sequenzierung eine leistungs-
starke Methode, allerdings werden andere Techniken ben*-
tigt, um spezielle DNA-Fragmente zu trennen und bildlich
darzustellen.[3] Ferner nutzen die herk*mmlichen Techniken
große Mengen an DNA und sind nicht in der Lage, die Ba-
senzusammensetzung eines Stranges direkt auszulesen. Es ist
daher von großem Interesse, eine Methode zu entwickeln, mit
deren Hilfe sich die Informationen der verschiedenen Ba-
senpaare auslesen lassen, ohne dass dazu eine Markierung
von RNA oder DNA n*tig ist. Zu den bisherigen Versuchen
in diese Richtung z4hlen das Ziehen von DNA-Einzelstr4n-
gen durch Nanoporen, das Detektieren der elektrischen Ei-
genschaften und die Herleitung der Sequenz.[4–6] Weiterhin
gab es Versuche zur rastertunnelmikroskopischen Sequen-
zierung von DNA.[7,8] Die gr*ßte Schwierigkeit ist dabei der
niedrige Kontrast des Verfahrens, der gew*hnlich einen sta-
tistischen Ansatz zur Evaluierung der Daten notwendig
macht. Unsere Experimente zeigen, dass bei Einsatz von
nahfeldoptischen Techniken in Kombination mit Schwin-
gungsspektroskopie eine direkte Identifizierung der Basen
mit hohem Kontrast an isolierten RNA-Einzelstr4ngen
m*glich ist. Standard-Raman-Spektroskopie macht die
Identifizierung der Basen einfach, obwohl die laterale Auf-
l*sung und die Empfindlichkeit der Methode weit von der
n*tigen Einzelstrang- oder. Einzelbasendetektion entfernt
sind. Hier zeigen wir, dass spitzenverst4rkte Raman-Streuung
(tip-enhanced Raman scattering, TERS) wesentliche Vorteile
gegen?ber der konventionellen Raman-Spektroskopie bietet:
Sie ist, mit nur wenigen Sekunden Aufnahmezeit, eine
schnelle und hochempfindliche Methode mit einer lateralen
Aufl*sung bis hin zu einigen Nucleobasen. Diese Eigen-
schaften erm*glichen eine TERS-Kartierung entlang eines
Poly(cytosin)-RNA-Stranges.[9,10] Die Resultate demonstrie-
ren, welches Potenzial dieses Prinzip f?r die Identifizierung
der Zusammensetzung und die Sequenzierung polymerer
Biomakromolek?le (DNA, RNA, Peptide) hat.

Spektren, die mithilfe spitzenverst4rkter Raman-Streu-
ung von einem RNA-Einzelstrang aus einem Cytosin-Ho-
mopolymer (poly(C)) erhalten wurden, konnten in einer
Aufl*sung von wenigen Nucleobasen gemessen werden. Die

allgemeine Experimentanordnung ist in Abbildung 1 darge-
stellt. Ein Standard-Transmissions-TERS-Aufbau wird ver-
wendet, um den Laserstrahl auf eine mit Silber bedampfte

Rasterkraftmikroskop(AFM)-Spitze zu fokussieren. Hierbei
wird die Probe unabh4ngig bewegt, um die Probenoberfl4che
im Fokus zu halten. Dhnliche Aufbauten wurden bisher ein-
gesetzt, um Infrarot- und Raman-Spektren von nanoskaligen
Materialien wie Polymeren,[11] molekularen Monoschich-
ten[12] oder Kohlenstoff-Nanor*hren[13] zu verst4rken. In
Abbildung 2 ist die Topographie eines RNA-Einzelstranges
aus homopolymerem Cytosin gezeigt. Um eine Raman-
Streuung durch andere Komponenten als die RNA zu ver-
meiden, wurden so wenig Pufferl*sungen und andere Che-
mikalien wie m*glich eingesetzt. Aus diesem Grund war das
Hauptproblem die nat?rliche Aufwicklung der Einzelstr4nge,
die eine umfangreiche Suche nach linearen RNA-Einzel-
str4ngen f?r die Messungen notwendig machte. Die im H*-
henprofil (Abbildung 2) gezeigte Strangh*he stimmt gut mit
dem bekannten RNA-Durchmesser ?berein und unterst?tzt
die Identifizierung eines Einzelstranges. Die effektiv von der
AFM-Spitze gemessene Gr*ße ist eine Faltung von Probe und
Spitze. Daher ist der gemessene Durchmesser von ca. 10 nm
weitgehend der silberbedampften Spitze zuzuordnen und
entspricht sehr gut dem durch Rasterelektronenmikroskopie
(REM) ermittelten Spitzendurchmesser von ca. 20 nm. Die
L4nge der Homopolymerkette erscheint l4nger als erwartet.
Die knotenf*rmige Struktur in der N4he der Strangmitte
zeigt an, dass es sich h*chstwahrscheinlich um zwei anein-
anderh4ngende Str4nge handelt. Dies hat jedoch keinen
Einfluss auf die nachfolgenden Experimente, da die L4nge

Abbildung 1. A) Experiment f�r spitzenverst�rkte Raman-Streuung ent-
lang eines RNA-Einzelstranges. B) Detailansicht in Gr+ße des Laserfo-
kus. C) Detailansicht bei Vergr+ßerung bis auf die Gr+ße der Spitze.
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der Str4nge hier nicht relevant ist. Wichtig ist zu erw4hnen,
dass neben der RNA keine weiteren topographischen Struk-
turen auftreten. Somit k*nnen andere chemische Verbin-
dungen (z.B. Kristalle der Pufferl*sung) f?r diesen Bereich
ausgeschlossen werden. Dadurch wird die eindeutige Aus-
wertung der Raman-Spektren erleichtert.

Vorhergehende TERS-Messungen an einzelnen, nano-
metergroßen Kristallen oder Monoschichten von Nucleoba-
sen zeigten die individuellen „Fingerabdr?cke“ der einzelnen
Basen, und die charakteristischen Schwingungen, die f?r eine
genaue Zuordnung notwendig sind, konnten leicht identifi-
ziert werden.[14,15] Im Vergleich zu den vorangegangenen
Untersuchungen sind die technischen Toleranzen f?r TERS-
Experimente an DNA- und RNA-Einzelstr4ngen wesentlich
enger gefasst. Die feldverst4rkende Spitze muss w4hrend der
gesamten Dauer des Raman-Experimentes ?ber dem Ho-
mopolymer gehalten werden. Es ist entscheidend, dass eine
Probendrift weitestgehend ausgeschlossen wird, damit nach-
folgende Messpunkte ebenfalls auf dem RNA-Strang liegen.
In unserem Experiment wurden TERS-Spektren an sieben
verschiedenen Positionen des RNA-Einzelstranges gemessen
(Abbildung 3). Alle erhaltenen Spektren zeigen die Haupt-
banden von Cytosin. Die beobachteten Fluktuationen von
Bandenintensit4ten und -positionen, die die statistischen
Variationen ?bersteigen, werden weiter unten diskutiert.
Wichtiger in diesem Zusammenhang ist, dass die Resultate
die Stabilit4t des Aufbaus best4tigen, da die RNA immer
wieder gefunden werden konnte. Um eine Kontaminierung
der Spitze auszuschließen, wurden Referenzmessungen an
Positionen ohne RNA durchgef?hrt. Hier konnten außer den
Raman-Banden von Silicium (Hintergrundstreuung der
AFM-Spitze) und Glimmer (Substrat) keine Hinweise auf

RNA- oder andere Raman-Banden entdeckt werden. Dieser
Vergleich erm*glicht auch eine Bestimmung der realen
Raman-Verst4rkung. Hierbei folgen wir haupts4chlich der
Vorgehensweise in Lit. [16,17].

Zur Absch4tzung der Verst4rkung muss sowohl die Zahl
der Molek?le, die das TERS-Signal liefern, wie auch die Zahl
der Molek?le des Referenzsignals bestimmt werden. Der
Durchmesser des Laserfokus betrug 1 mm. Im Fall der Refe-
renz nehmen wir an, dass ein RNA-Strang durch den ge-
samten Durchmesser des Laserfokus gestreckt vorliegt (wie
in Abbildung 1B gezeigt). Das Signal neben dem RNA-
Strang (Abbildung 3B, Spektrum an Position 8) wurde dann
als Referenz verwendet. In unserem Fall wurde an dieser
Stelle, unter sonst identischen Messbedingungen, kein Signal
beobachtet.

Im Fall des TERS-Spektrums ist nur ein kleines RNA-
Fragment von 20 nm L4nge f?r das gesamte Signal verant-
wortlich (siehe Abbildung 1C). Demzufolge betr4gt das
Verh4ltnis zwischen der Zahl der Basen des Referenzsignals
(ca. 3000 Basen) und der Zahl der Basen des TERS-Signals
etwa 50. In Verbindung mit dem Signal/Rausch-Verh4ltnis
zwischen Referenz- und TERS-Spektrum (etwa 200:1) kann
eine Gesamtverst4rkung von mindestens 104 angenommen
werden. In diese sehr vorsichtige Absch4tzung ist der Einfluss
der oszillierenden Spitze nicht mit einbezogen, und alle ver-
wendeten Parameter (Gr*ße der Spitze, Signal/Rausch-Ver-
h4ltnis) wurden konservativ gesch4tzt. Ungeachtet dessen
sind die vorliegenden TERS-Experimente in Bezug auf die
Empfindlichkeit sehr zufrieden stellend. Das Signal/Rausch-
Verh4ltnis von ca. 200 stammt von 30–60 Basen unterhalb der
TERS-Spitze. Unter der Annahme, dass eine homogene Sig-
nalverst4rkung von jeder einzelnen Nucleobase mit einem

Abbildung 2. Topographie eines RNA-Einzelstranges aus Cytosin-
Homopolymeren. A) H+henbild eines einzelnen Poly(cytosin)-RNA-Ein-
zelstranges auf einer Glimmeroberfl�che. Diese Darstellung ist basisli-
nienkorrigiert. B) H+henprofil des RNA-Einzelstranges an der in (A)
markierten Stelle.

Abbildung 3. TERS-Experiment entlang eines RNA-Stranges. A) Im
Topographiebild (vgl. Abbildung 2 A) wurden sieben benachbarte
Punkte auf der RNA f�r TERS-Experimente und ein zus�tzlicher Punkt
neben der RNA (8) als Referenz festgelegt. B) Raman-Spektren, die an
den in (A) markierten Positionen aufgenommen wurden.
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Signal/Rausch-Verh4ltnis von 3–7 zum Spektrum beitr4gt, ist
jede einzelne Base unterscheidbar. Dies bedeutet, dass Ein-
zelbasenempfindlichkeit erreicht wurde – eine Voraussetzung
f?r die Sequenzierung mit TERS.

Bei einer detaillierteren Betrachtung der Spektren des
RNA-Stranges (Abbildung 3B) zeigen sich geringe Ver4n-
derungen der Bandenintensit4ten und -positionen. Intensi-
t4ts4nderungen, die auf unterschiedliche RNA-Konzentra-
tionen zur?ckzuf?hren sind, k*nnen ausgeschlossen werden;
das AFM-Bild gibt keine Hinweise auf weitere RNA-Str4nge
oder andere Spuren von Molek?len, die Einfluss auf die
Raman-Spektren nehmen. Eine bessere Erkl4rung f?r die
Intensit4ts4nderungen ist die Abh4ngigkeit der Verst4rkung
von kleinen Abstands4nderungen zwischen der Spitze und
der Probe.[18–20] Da die Probe in diesem Experiment recht
klein ist, k*nnen Positionsverschiebungen der Spitze auch
unterhalb eines Nanometers Intensit4ts4nderungen hervor-
rufen. In unserem Fall weist der RNA-Strang eine definierte
Richtung auf, aber spezifische Kr?mmungen in der Orien-
tierung benachbarter Basen k*nnen Dnderungen der Inten-
sit4ten und der Intensit4tsverh4ltnisse deutlicher Banden
hervorrufen.

Solange die Wechselwirkungen zwischen benachbarten
Basen nur wenig variieren, k*nnen Bandenverschiebungen
vernachl4ssigt werden, und die Bandenpositionen sollten f?r
alle Cytosingruppen gleich sein. Abbildung 3 zeigt jedoch
eine geringe Verschiebung der Raman-Banden. Die Position
der TERS-Spitze in Bezug auf das Molek?l bietet eine plau-
sible qualitative Erkl4rung. Watanabe et al. demonstrierten,
dass es eine starke Abh4ngigkeit zwischen der Position des
Silberatoms und der Orientierung des untersuchten Molek?ls
gibt.[21,22] Unter den meisten chemisch relevanten Bedingun-
gen nehmen das Silberatom und das Analytmolek?l selbst-
st4ndig die energetisch g?nstigste Position ein. Die RNA
jedoch ist, bedingt durch die eingeschr4nkte Bewegungsfrei-
heit, auf dem Substrat fixiert, und die silberbeschichtete
TERS-Spitze wird in einer bestimmten Position gehalten, die
das gesamte System in eine spezifische Anordnung zwingt.
Dies bewirkt, dass sich die Banden von den aus Messungen in
L*sungen oder von Einzelmolek?len her bekannten Positio-
nen verschieben.

Weitere Unterschiede zwischen Standard-Raman- und
nahfeldoptischen Raman-Experimenten wie TERS sind die
Dnderung der Polarisationsrichtung und die Feldverteilung.
L4ngsgerichtete Felder spielen z.B. im Nahfeld eine wichtige
Rolle,[23] daher k*nnen neue Auswahlregeln auftreten. Der
gleiche Effekt zeigt sich bei starken Feldgradienten an Me-
talloberfl4chen, wie Ayars et al. nachwiesen.[24] Alle diese
Effekte k*nnen die Variationen in den Spektren erkl4ren.
Wichtig ist, dass sich die Spektren eindeutig den aus der Li-
teratur bekannten Raman-Banden des Cytosins zuordnen
lassen.[25,26] Daher sollte eine Unterscheidung von anderen
Komponenten einfach und das Sequenzieren nat?rlicher
RNA-St4nge m*glich sein.

Anzumerken ist, dass f?r diesen Ansatz keine laterale
Aufl*sung einzelner Basen notwendig ist. Die Bewertung der
Daten ist einfacher, wenn nur wenige Basen zum Signal bei-
tragen, dabei ist es aber ausreichend, wenn Einzelbasen-
empfindlichkeit in einem einzigen Spektrum erreicht werden

kann. Bestehen die gemessenen Daten aus den Spektren ei-
niger benachbarter Nucleobasen, kann die Sequenz abgeleitet
werden, wenn die Spitze lateral in Intervallen von jeweils
einem Base-Base-Abstand bewegt wird (Abbildung 4).

Spektrale Dnderungen von einer Position zur N4chsten
k*nnen dann Ver4nderungen in der Sequenz zugeordnet
werden. Wir erachten TERS als ein wichtiges Hilfsmittel zur
direkten Sequenzierung kettenf*rmiger Biomolek?le, das
hohe Empfindlichkeit, hohen Kontrast und hohe laterale
Aufl*sung bietet. Weiterf?hrende Experimente an anderen
Biomolek?len wie etwa Peptiden werden folgen.

Experimentelles
Ein RNA-Einzelstrang aus einem Cytosin-Homopolymer mit einer
L4nge zwischen 290 und 434 Basen (GE Healthcare Europe) wurde
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die RNA wurde in einem
organischen Puffer gel*st, um einen physiologischen pH-Wert zu er-
reichen. 20 mm HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethan-
sulfons4ure) und 20 mm MgCl2 (beides Sigma-Aldrich) wurden ein-
gesetzt, um den Einzelstrang mit der Phosphatseite auf Glimmer
(BAL-TEC) zu fixieren. Die Konzentration von Poly(cytosin) betrug
10�5

m. 1 mL RNA-L*sung wurde auf die Glimmeroberfl4che aufge-
bracht und unter einem st4ndigen Argonstrom getrocknet. Vor dem
TERS-Experiment wurde ?bersch?ssige HEPES-MgCl2-L*sung mit
bidestilliertem Wasser entfernt und die Probe nochmals getrock-
net.[27]

Der allgemeine TERS-Aufbau wurde schon beschrieben.[9,14] F?r
das TERS-Experiment wurde eine Non-Contact-Spitze aus Silicium
(NSG10, NT-MDT) mit 20 nm Silber (99.99%% rein, Balzers Ma-
terials) durch thermisches Bedampfen (BAL-TEC MDS 020) mit
einer Geschwindigkeit von 0.06 nms�1 beschichtet. Die Spitzen
wurden unter Argon gelagert und innerhalb von zwei Tagen einge-
setzt. F?r alle TERS-Messungen lag die Laserleistung bei 1 mW auf
der Probe (530.9 nm, Kryptonionen-Laser). Die Aufnahmezeit betrug
15 s. Bei allen gezeigten Spektren handelt es sich um Rohdaten ohne
Basislinienkorrektur oder Gl4ttung. Das Signal/Rausch-Verh4ltnis
der TERS-Spektren wurde ?ber die Division der Intensit4t der
h*chsten Raman-Bande durch die doppelte Standardabweichung des
Rauschens in einem signalfreien Bereich des Spektrums berechnet.

Eingegangen am 3. September 2007,
ver4nderte Fassung am 18. Oktober 2007
Online ver*ffentlicht am 10. Januar 2008
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Abbildung 4. Sequenzierung einer Nucleotidsequenz mit TERS. Die
Information �ber die Sequenz wird durch seitliches Verschieben der
Spitze von Base zu Base erhalten.
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