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Spitzenverstirkte Raman-Spektroskopie an RNA-Einzelstrangen:
Vorschlag fiir eine direkte Sequenzierungsmethode

Elena Bailo und Volker Deckert*

Die Sequenzierung von DNA oder Proteinen ist ein kom-
plexer Vorgang und erfordert anspruchsvolle Analyseme-
thoden."?! Zwar ist die DNA-Sequenzierung eine leistungs-
starke Methode, allerdings werden andere Techniken beno-
tigt, um spezielle DNA-Fragmente zu trennen und bildlich
darzustellen.! Ferner nutzen die herkémmlichen Techniken
groBe Mengen an DNA und sind nicht in der Lage, die Ba-
senzusammensetzung eines Stranges direkt auszulesen. Es ist
daher von gro3em 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 nétig ist. Zu den bisherigen Versuchen
in diese Richtung zdhlen das Ziehen von DNA-Einzelstrén-
gen durch Nanoporen, das Detektieren der elektrischen Fi-
genschaften und die Herleitung der Sequenz.*®) Weiterhin
gab es Versuche zur rastertunnelmikroskopischen Sequen-
zierung von DNA.® Die groBte Schwierigkeit ist dabei der
niedrige Kontrast des Verfahrens, der gewohnlich 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-Einzelstrdngen
moglich ist. Standard-Raman-Spektroskopie macht die
Identifizierung der Basen einfach, obwohl die laterale Auf-
l6sung und die Empfindlichkeit der Methode weit von der
notigen Einzelstrang- oder. Einzelbasendetektion entfernt
sind. Hier zeigen wir, dass spitzenverstirkte Raman-Streuung
(tip-enhanced Raman scattering, TERS) wesentliche Vorteile
gegeniiber der konventionellen Raman-Spektroskopie bietet:
Sie ist, mit nur wenigen Sekunden Aufnahmezeit, eine
schnelle und hochempfindliche Methode mit einer lateralen
Auflosung bis hin zu einigen Nucleobasen. Diese Eigen-
schaften erméglichen eine TERS-Kartierung entlang eines
Poly(cytosin)-RNA-Stranges.” ") Die Resultate demonstrie-
ren, welches Potenzial dieses Prinzip fiir die Identifizierung
der Zusammensetzung und die Sequenzierung polymerer
Biomakromolekiile (DNA, RNA, Peptide) hat.

Spektren, die mithilfe spitzenverstarkter Raman-Streu-
ung von einem RNA-Einzelstrang aus einem Cytosin-Ho-
mopolymer (poly(C)) erhalten wurden, konnten in einer
Auflosung von wenigen Nucleobasen gemessen werden. Die
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allgemeine Experimentanordnung ist in Abbildung 1 darge-
stellt. Ein Standard-Transmissions-TERS-Aufbau wird ver-
wendet, um den Laserstrahl auf eine mit Silber bedampfte

Laser-
Anregung

Raman-
Signal

Abbildung 1. A) Experiment fiir spitzenverstirkte Raman-Streuung ent-
lang eines RNA-Einzelstranges. B) Detailansicht in GréRe des Laserfo-
kus. C) Detailansicht bei Vergréferung bis auf die GréRe der Spitze.

Rasterkraftmikroskop(AFM)-Spitze zu fokussieren. Hierbei
wird die Probe unabhéngig bewegt, um die Probenoberflidche
im Fokus zu halten. Ahnliche Aufbauten wurden bisher ein-
gesetzt, um Infrarot- und Raman-Spektren von nanoskaligen
Materialien wie Polymeren,"! molekularen Monoschich-
ten"! oder Kohlenstoff-Nanorohren™™ zu verstirken. In
Abbildung 2 ist die Topographie eines RNA-FEinzelstranges
aus homopolymerem Cytosin gezeigt. Um eine Raman-
Streuung durch andere Komponenten als die RNA zu ver-
meiden, wurden so wenig Pufferlosungen und andere Che-
mikalien wie moglich eingesetzt. Aus diesem Grund war das
Hauptproblem die natiirliche Aufwicklung der Einzelstriange,
die eine umfangreiche Suche nach linearen RNA-Einzel-
strdngen fiir die Messungen notwendig machte. Die im Ho-
henprofil (Abbildung 2) gezeigte Stranghthe stimmt gut mit
dem bekannten RNA-Durchmesser iiberein und unterstiitzt
die Identifizierung eines Einzelstranges. Die effektiv von der
AFM-Spitze gemessene GroBe 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
Léange der Homopolymerkette erscheint ldnger als erwartet.
Die knotenformige Struktur in der Nidhe der Strangmitte
zeigt an, dass es sich hochstwahrscheinlich um zwei anein-
anderhéngende Stréange handelt. Dies hat jedoch keinen
Einfluss auf die nachfolgenden Experimente, da die Linge
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Abbildung 2. Topographie eines RNA-Einzelstranges aus Cytosin-
Homopolymeren. A) Hohenbild eines einzelnen Poly(cytosin)-RNA-Ein-
zelstranges auf einer Glimmeroberfliche. Diese Darstellung ist basisli-
nienkorrigiert. B) Hohenprofil des RNA-Einzelstranges an der in (A)
markierten Stelle.

der Striange hier nicht relevant ist. Wichtig ist zu erwihnen,
dass neben der RNA keine weiteren topographischen Struk-
turen auftreten. Somit konnen andere chemische Verbin-
dungen (z.B. Kristalle der Pufferlosung) fiir diesen Bereich
ausgeschlossen werden. Dadurch wird die eindeutige Aus-
wertung der Raman-Spektren erleichtert.

Vorhergehende TERS-Messungen an einzelnen, nano-
metergroflen Kristallen oder Monoschichten von Nucleoba-
sen zeigten die individuellen ,,Fingerabdriicke“ der einzelnen
Basen, und die charakteristischen Schwingungen, die fiir eine
genaue Zuordnung notwendig sind, konnten leicht identifi-
ziert werden."*"! Im Vergleich zu den vorangegangenen
Untersuchungen sind die technischen Toleranzen fiir TERS-
Experimente an DNA- und RNA-Einzelstrdngen wesentlich
enger gefasst. Die feldverstdrkende Spitze muss wéhrend der
gesamten Dauer des Raman-Experimentes iiber 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
Bandenintensititen und -positionen, die die statistischen
Variationen iibersteigen, werden weiter unten diskutiert.
Wichtiger in diesem Zusammenhang ist, dass die Resultate
die Stabilitdt des Aufbaus bestdtigen, da die RNA immer
wieder gefunden werden konnte. Um eine Kontaminierung
der Spitze auszuschlieBen, wurden Referenzmessungen an
Positionen ohne RNA durchgefiihrt. Hier konnten au3er den
Raman-Banden von Silicium (Hintergrundstreuung der
AFM-Spitze) und Glimmer (Substrat) keine Hinweise auf
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Abbildung 3. TERS-Experiment entlang eines RNA-Stranges. A) Im
Topographiebild (vgl. Abbildung 2 A) wurden sieben benachbarte
Punkte auf der RNA fiir TERS-Experimente und ein zusétzlicher Punkt
neben der RNA (8) als Referenz festgelegt. B) Raman-Spektren, die an
den in (A) markierten Positionen aufgenommen wurden.

RNA- oder andere Raman-Banden entdeckt werden. Dieser
Vergleich ermdéglicht auch eine Bestimmung der realen
Raman-Verstiarkung. Hierbei folgen wir hauptsichlich der
Vorgehensweise in Lit. [16,17].

Zur Abschitzung der Verstarkung muss sowohl die Zahl
der Molekiile, die das TERS-Signal liefern, wie auch die Zahl
der Molekiile des Referenzsignals bestimmt werden. Der
Durchmesser des Laserfokus betrug 1 um. 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 Lénge fiir das gesamte Signal verant-
wortlich (siche Abbildung 1C). Demzufolge betrigt das
Verhiltnis 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-Verhiltnis
zwischen Referenz- und TERS-Spektrum (etwa 200:1) kann
eine Gesamtverstirkung von mindestens 10* angenommen
werden. In diese sehr vorsichtige Abschétzung ist der Einfluss
der oszillierenden Spitze nicht mit einbezogen, und alle ver-
wendeten Parameter (GroBe der Spitze, Signal/Rausch-Ver-
hiltnis) wurden konservativ geschitzt. Ungeachtet dessen
sind die vorliegenden TERS-Experimente in Bezug auf die
Empfindlichkeit sehr zufrieden stellend. Das Signal/Rausch-
Verhiltnis von ca. 200 stammt von 30-60 Basen unterhalb der
TERS-Spitze. Unter der Annahme, dass eine homogene Sig-
nalverstarkung von jeder einzelnen Nucleobase mit einem
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Signal/Rausch-Verhiltnis von 3-7 zum Spektrum beitragt, ist
jede einzelne Base unterscheidbar. Dies bedeutet, dass Ein-
zelbasenempfindlichkeit erreicht wurde — eine Voraussetzung
fiir die Sequenzierung mit TERS.

Bei einer detaillierteren Betrachtung der Spektren des
RNA-Stranges (Abbildung 3B) zeigen sich geringe Verdn-
derungen der Bandenintensititen und -positionen. Intensi-
tdtsinderungen, die auf unterschiedliche RNA-Konzentra-
tionen zuriickzufiihren sind, konnen ausgeschlossen werden;
das AFM-Bild gibt keine Hinweise auf weitere RNA-Stringe
oder andere Spuren von Molekiilen, die Einfluss auf die
Raman-Spektren nehmen. Eine bessere Erkldrung fiir die
Intensitédtsdnderungen ist die Abhéangigkeit der Verstarkung
von kleinen Abstandsdnderungen zwischen der Spitze und
der Probe.'®? Da die Probe in diesem Experiment recht
klein ist, konnen Positionsverschiebungen der Spitze auch
unterhalb eines Nanometers Intensitidtsénderungen hervor-
rufen. In unserem Fall weist der RNA-Strang eine definierte
Richtung auf, aber spezifische Kriimmungen in der Orien-
tierung benachbarter Basen konnen Anderungen der Inten-
sititen und der Intensitdtsverhéltnisse deutlicher Banden
hervorrufen.

Solange die Wechselwirkungen zwischen benachbarten
Basen nur wenig variieren, konnen Bandenverschiebungen
vernachléssigt werden, und die Bandenpositionen sollten fiir
alle Cytosingruppen gleich sein. Abbildung 3 zeigt jedoch
eine geringe Verschiebung der Raman-Banden. Die Position
der TERS-Spitze in Bezug auf das Molekiil bietet eine plau-
sible qualitative Erkldarung. Watanabe et al. demonstrierten,
dass es eine starke Abhéngigkeit zwischen der Position des
Silberatoms und der Orientierung des untersuchten Molekiils
gibt.*"??l Unter den meisten chemisch relevanten Bedingun-
gen nehmen das Silberatom und das Analytmolekiil selbst-
stindig die energetisch giinstigste Position ein. Die RNA
jedoch ist, bedingt durch die eingeschrédnkte 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
Losungen oder von Einzelmolekiilen her bekannten Positio-
nen verschieben.

Weitere Unterschiede zwischen Standard-Raman- und
nahfeldoptischen Raman-Experimenten wie TERS sind die
Anderung der Polarisationsrichtung und die Feldverteilung.
Langsgerichtete Felder spielen z. B. im Nahfeld eine wichtige
Rolle,! daher konnen neue Auswahlregeln auftreten. Der
gleiche Effekt zeigt sich bei starken Feldgradienten an Me-
talloberflichen, wie Ayars et al. nachwiesen.’” Alle diese
Effekte konnen die Variationen in den Spektren erkléren.
Wichtig ist, dass sich die Spektren eindeutig den aus der Li-
teratur bekannten Raman-Banden des Cytosins zuordnen
lassen.”?! Daher sollte eine Unterscheidung von anderen
Komponenten einfach und das Sequenzieren natiirlicher
RNA-Stinge moglich sein.

Anzumerken ist, dass fiir diesen Ansatz keine laterale
Auflosung 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
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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).

Ag-Spitze

DNA-Strang

Abbildung 4. Sequenzierung einer Nucleotidsequenz mit TERS. Die
Information iber die Sequenz wird durch seitliches Verschieben der
Spitze von Base zu Base erhalten.

Spektrale Anderungen von einer Position zur Nichsten
konnen dann Verdnderungen in der Sequenz zugeordnet
werden. Wir erachten TERS als ein wichtiges Hilfsmittel zur
direkten Sequenzierung kettenformiger Biomolekiile, das
hohe Empfindlichkeit, hohen Kontrast und hohe laterale
Auflosung bietet. Weiterfilhrende Experimente an anderen
Biomolekiilen wie etwa Peptiden werden folgen.

Experimentelles

Ein RNA-Einzelstrang aus einem Cytosin-Homopolymer mit einer
Linge zwischen 290 und 434 Basen (GE Healthcare Europe) wurde
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die RNA wurde in einem
organischen Puffer gelost, um einen physiologischen pH-Wert zu er-
reichen. 20mMm HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethan-
sulfonsdure) und 20 mm MgCl, (beides Sigma-Aldrich) wurden ein-
gesetzt, um den Einzelstrang mit der Phosphatseite auf Glimmer
(BAL-TEC) zu fixieren. Die Konzentration von Poly(cytosin) betrug
107°m. 1 pL RNA-Losung wurde auf die Glimmeroberfliche aufge-
bracht und unter einem stédndigen Argonstrom getrocknet. Vor dem
TERS-Experiment wurde iiberschiissige HEPES-MgCl,-Losung mit
bidestilliertem Wasser entfernt und die Probe nochmals getrock-
net.”’

Der allgemeine TERS-Aufbau wurde schon beschrieben.'* Fiir
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™' beschichtet. Die Spitzen
wurden unter Argon gelagert und innerhalb von zwei Tagen einge-
setzt. Fiir 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 Glittung. Das Signal/Rausch-Verhiltnis
der TERS-Spektren wurde iiber die Division der Intensitdt der
hochsten Raman-Bande durch die doppelte Standardabweichung des
Rauschens in einem signalfreien Bereich des Spektrums berechnet.
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