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Raman Spektroskopie als vielseitiges
analytisches Werkzeug in der biomedizinischen
Forschung und der klinischen Diagnostik

Als der indische Physiker Chandrasekhara Venkata Raman 1928
die nach ihm benannte spektroskopische Methode Raman-Spek-
troskopie entdeckte, hatte niemand, vermutlich nicht einmal er
selbst, den grofRen Erfolg dieser spektroskopischen Methode fast
100 Jahre nach ihrer Entdeckung vorhergesehen. Ohne Ubertrei-
bung kann man sagen, dass sich die Raman-Spektroskopie zu
einer der wichtigsten Analysemethoden entwickelt hat, deren An-
wendungsgebiete sich in alle Bereiche der Naturwissenschaften,
der Medizin, aber auch in verschiedene andere Disziplinen wie
der Kunstgeschichte etc. erstrecken [1]. Die Raman-Spektrosko-
pie hat sogar die Erde verlassen und fliegt zum Mars [2].

Ganz allgemein beschreibt der Raman-Effekt die inelastische
Streuung von Photonen an einem quantisierten molekularen
System. In den meisten Féallen werden die Schwingungszu-
stande von Molekilen als Streusystem genutzt, weshalb die
Raman-Spektroskopie oft als Schwingungsspektroskopie be-
zeichnet wird [3]. Da Molekulschwingungen fur jedes Molekil
spezifisch sind, kdnnen Schwingungsspektren als eine Art cha-
rakteristischer ,molekularer Fingerabdruck® eines untersuch-
ten anorganischen, organischen oder biologischen Molekuls
oder komplexerer Systeme wie z. B. biologischer Zellen und
Gewebe interpretiert werden [3].

Insbesondere in den Bereichen Biowissenschaften und Medi-
zin haben Raman-basierte Technologien ihr grofles Potential
bewiesen und erganzen zunehmend etablierte Verfahren wie
die Fluoreszenz-Spektroskopie bzw. -Mikroskopie. Die Raman-
Spektroskopie ermoglicht einen markierungsfreien Nachweis
der molekularen Zusammensetzung sowie der Morphologie
komplexer Proben wie biologischer Zellen oder Gewebe mit
wenig oder gar keiner Probenvorbereitung [4-7]. Dies ist da-
rauf zuruckzuftuhren, dass ein Raman-Spektrum aus vielen
Dutzend unabhangigen Parametern Uber die Konzentration
bis hin zur dreidimensionalen Anordnung von Makromolekilen
und Biopolymeren in biologischen Proben besteht.
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Die Vorteile der Raman-Spektroskopie sind ihre sehr ausgeprag-
te molekulare Spezifitdt und ihre Vielseitigkeit, doch leidet sie
unter ihrer geringen Empfindlichkeit, die den Nachweis von Mo-
lekulen in sehr geringen Konzentrationen einschrankt. Dieser
Nachteil kann durch den Einsatz spezieller Raman-Signalver-
starkungstechniken, wie z. B. Resonanz-Raman-Spektroskopie,
oberflachenverstérkte Raman-Streuung (SERS)! oder durch
nichtlineare koh&rente Raman-Streuphdnomene wie CARS? =
koh&rente Anti-Stokes-Raman-Streuung oder SRS® = stimulierte
Raman-Streuung Gberwunden werden [3].

Die Anwendung dieser und weiterer Raman-Methoden in der
biomedizinischen Forschung und Klinischen Diagnostik hat in
den letzten zehn Jahren rasant zugenommen und ist aufgrund
der Fortschritte bei der Instrumentierung und vor allem auf-
grund eines verstarkten interdisziplinaren Dialogs zwischen
Spektroskopikern und Endanwendern, wie z. B. Klinikern in eine
neue Ara eingetreten. Die Raman-Spektroskopie erméglicht
eine nicht-invasive morphochemische Charakterisierung einer
Vielzahl unterschiedlicher biologischer Proben, von prokaryo-
tischen und eukaryotischen Zellen, Pilzen, Biofiimen Uber Ge-
webeschnitte bis hin zu ganzen Organen [7]. Auf diese Weise
haben Raman-Studien Einblicke und Erkenntnisse tber z. B.
Krankheitsmechanismen zur Frihdiagnose von Krankheiten
[5-7], fur eine mikrobielle Diagnostik, z. B. zum vor-Ort-Nach-
weis von Krankheitserregern [4, 8-11], zur Visualisierung von
Stoffwechsel-, Abwehr- oder chemischen Kommunikationspro-
zessen in Zellen und Pflanzengewebe [12-14], flr eine vor-Ort
Umwelt- und Bodeniberwachung [15-17], in der Forensik [18]
sowie in der pharmazeutischen Prozessanalytik [19] ermdg-
licht. Abbildung 1 gibt einen kurzen Uberblick Uiber einige der
wichtigsten Anwendungsbereiche biomedizinischer und klini-
scher Raman-Spektroskopie.

Dieser Anwendungsschub Raman-spektroskopischer Bioanaly-
tik hat sowohl zu neuen Hardware- als auch zu Software-Fort-
schritten geflihrt, die neue Raman-Fasersonden-Designs [20],
vor Ort einsetzbare kompakte und einfach zu bedienende Ra-
man-Mikroskope [6] und neuartige Datenverarbeitungstechni-
ken unter Ausnutzung kunstlicher Intelligenz fur eine automati-
sierte Auswertung von Raman-Datensatze [21] umfassen.

1 SERS = Surface Enhanced Raman Scattering
2 CARS = coherent anti-Stokes Raman scattering
8 SRS = stimulated Raman scattering
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Abb. 1: Vielfaltige Anwendungsbereiche biomedizinischer Raman-Spektroskopie

Eine umfassende Darstellung all dieser Anwendungsbereiche
wiirde den Rahmen dieses kurzen Ubersichtartikels bei weitem
sprengen. Im Folgenden wird ein Schwerpunkt auf die Anwen-
dung der Raman-Spektroskopie zur zuverlassigen Beurteilung
von Tumorgewebe gelegt. Da pathologische Anomalien mit
Veranderungen in der biochemischen Zusammensetzung und
Struktur von Biomolekulen einhergehen, liefert das Raman-
Spektrum von Gewebe einen empfindlichen und spezifischen
Fingerabdruck der Art und des Zustands von diesem. Dies
macht die Raman-Spektroskopie zu einem perfekten Werkzeug
fir eine markierungsfreie histopathologische Untersuchung
von Gewebe [5]. Gerade in der Tumorchirurgie besteht ein
grofler Bedarf an neuen intraoperativ anwendbaren Techno-
logien (d. h. in-vivo oder ex-corpore in-vivo als Schnellschnitt-
verfahren), die den Tumor exakt lokalisieren kdnnen, um ihn
moglichst vollstandig zu entfernen, und die eine zuverlassige
Tumortypisierung und -einstufung ermaoglichen, um moglichst
schnell einen individuellen, auf den Patienten zugeschnittenen
Therapieplan einzuleiten. In den letzten Jahren hat sich die
Raman-Spektroskopie von einer reinen wissenschaftlichen For-
schungsmethode zu einem ausgereiften klinischen Werkzeug
entwickelt, das eine solche markierungsfreie intraoperative
Diagnostik ermaglicht [20]. Fur einen intraoperativen Einsatz
der Raman-Spektroskopie werden Raman-Fasersonden beno-
tigt. Ein gangiges Design fiir solche Sonden verwendet mehrere
Sammelfasern, die eine einzelne Anregungsfaser umgeben, zu-
sammen mit einer Linsen- und Filterkonfiguration, um das Anre-
gungs- und Sammellicht an der Probe zu Uberlagern, ohne dass
das intensive Raman-Signal der Faser selbst stort [20]. Eine
solche Raman-Faser wurde unter anderem flr die intraopera-

tive Erkennung von Hirntumoren verwendet. Bei 17 Patienten
mit Gliomen des WHO-Grades 2 bis 4 war es méglich, mit hoher
Sensitivitat und Spezifitdt gesundes Hirngewebe von tumorbe-
fallenem Gewebe zu unterscheiden [22]. Diese Studie und viele
weitere Proof-of-Concept-Studien zeigen das enorme Potenzial
von Raman-basierten Anwendungen flr eine intraoperative Tu-
mordiagnostik, die die traditionelle histopathologische Analyse
von bodsartigem Gewebe erganzen oder perspektivisch sogar
ersetzen kénnen. Der Vorteil der Raman-Spektroskopie besteht
darin, dass Informationen Uber das Vorhandensein und den
Grad eines Tumors in Echtzeit ermittelt werden konnen, ohne
dass eine Biopsie entnommen werden muss. Flr eine routi-
nemafRige Anwendung der Raman-Spektroskopie in der intra-
operativen Krebsdiagnostik missen jedoch mehrere wichtige
Aspekte bei der Gerateentwicklung bertcksichtigt werden. Ins-
besondere sollten die Sonden Plug-and-Play-fahig, mechanisch
robust und sterilisierbar sein. AuRerdem sollte der Wechsel der
Sonden keine Justage nach sich ziehen. Zu diesem Zweck ha-
ben wir eine endoskopische Raman-Sonde (Raman invaScope)
entworfen und entwickelt, die eine mechanisch robuste Einheit
darstellt, die einfach in das Backend-Gerat eingesteckt wer-
den kann, dabei keine Justage erfordert und mit klinischen
Standardverfahren vollstandig sterilisiert werden kann (Abbil-
dung 2). Weiterhin erflllt die entwickelte Raman-Sonde die
neue europaische Medizinprodukteverordnung (MDR 17/745),
welche die Anwendung von Forschungsinstrumenten im klini-
schen Umfeld oft erheblich erschwert.

Die meisten Raman-Sonden ermdglichen nur Punktmessun-
gen von Gewebepathologien, d. h. sie kénnen nicht fir die
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Abb. 2: Raman invaScope fiir den in-vivo-medizinische Einsatz: Entwicklung
einer Plug-and-Play medizinischen Raman-Plattform fiir die klinische Diagnos-
tik zur In-vivo-Erfassung von Raman-Spektren. Die zugehorige faseroptische
Raman-Sonde kann in Kombination mit einem Endoskop mit Arbeitskanal
verwendet werden. Weiter Anwendungsgebiete ergeben sich u.a. in der (i) Zell-
forschung (Krankheitsdiagnose, Wechselwirkungen zwischen Medikamenten
und Zellen); (ii) Raman-basierte Assays; (iii) Pharmazeutische Anwendungen
wie Prozessanalytik.

Bildgebung verwendet werden, da die Erzeugung von hyper-
spektralen Raman-Bildern aufgrund der geringen Raman-
Streuquerschnitte zu viel Zeit in Anspruch nehmen wurde. Hier
kénnen nichtlineare koharente Raman-Verfahren wie CARS
eingesetzt werden [5, 6]. Im Vergleich zur Raman-Endoskopie
bietet die CARS-Endoskopie den grofRen Vorteil, dass aufgrund
der deutlich kurzeren Messzeiten neben Punktmessungen
auch Bilddaten (Images), die jedoch nur eine charakteristische
Raman-aktive Schwingung abbilden, erzeugt werden kdénnen.
Beim CARS-Verfahren werden auch andere nichtlineare Mul-
tiphotonen-Effekte wie die Zwei-Photonen-angeregte Fluores-
zenz (TPEF?, zur Anregung intrinsisch fluoreszierender Mole-
kiile) und die Erzeugung der zweiten Harmonischen (SHG®, in
nicht-zentrosymmetrischen Systemen wie Kollagen) erzeugt.
CARS-Implementierungen kénnen daher von Natur aus als
multimodal angesehen werden. In den letzten Jahren hat sich
die nichtlineare multimodale CARS/TPEF/SHG-Bildgebung
als ein leistungsfahiges Instrument fur eine markierungsfreie
und eine zuverlassige Beurteilung von Tumorgewebe etab-
liert [5, 6]. Die Implementierung eines solchen nichtlinearen
multimodalen Bildgebungsansatzes fur ein in-vivo Gewebe-
screening erfordert endospektroskopische Sondenkonzepte,
was eine grofle technologische Herausforderung darstellt. Vor
kurzem haben wir eine neuartige piezogesteuerte, distal scan-
nende Fasersonde fur die nichtlineare multimodale spektro-
skopische Bildgebung entwickelt [23]. Das Herzstiick dieses
Faser-Scanning-Endoskops ist eine eigens entwickelte, neuar-
tige optische Faser fiir die Ubertragung des CARS-Faserlasers,
eine Singlemode-Doppelkern-Doppelmantel-Faser (DCDC)® aus
reinem Quarzglas. Dieser Fasertyp vermeidet die Erzeugung
eines stérenden Vier-Wellen-Mischung Hintergrundsignals. Ne-
ben der DCDC-Faser ist das zweite Schliisselelement der endo-
skopischen Plattform ein speziell entwickeltes endomikrosko-
pisches Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0,55 und

4 TPEF = two-photon excited fluorescence
5 SHG = second harmonic generation
6 DCDC = Double Core Double Clad
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einem Sichtfeld von 180 um. Das dritte Bauteil dieser flexiblen
Sonde ist eine kompakte, einfach zu bedienende klinisch ein-
setzbare Yb-basierte Faserlaserquelle. Das entwickelte kom-
pakte Sondenkonzept ist in der Lage, qualitativ hochwertige
trimodale nichtlineare Bilder von ungefarbtem Gewebe zu lie-
fern, vergleichbar mit Bildern erzeugt durch sperrige Laborauf-
bauten mittels kommerzieller Laser-Scanning-Mikroskopen.
Die erforschte Sonde bringt die CARS/TPEF/SHG-Technologie
nahe an die Bedurfnisse einer medizinischen Anwendung her-
an und eréffnet neue Méglichkeiten fur eine verbesserte intra-
operative Krankheitsdiagnostik.

Zum Abschluss soll noch eine sehr neue Entwicklung im Be-
reich biomedizinischer Raman-Spektroskopie, die ein enormes
Potenzial fir die biowissenschaftliche und biomedizinische
Grundlagenforschung erdffnet, erwahnt werden. Die Raman-
Spektroskopie, insbesondere die schnelle koharente Raman-
Bildgebung (CARS und SRS), ermdéglicht auch eine gezielte
raumlich-zeitliche Abbildung interessanter Zielmolekile (wie
z. B. Glukose, Arzneimittel, Metaboliten, Lipide, Aminosauren,
Nukleinsauren usw.) in einer komplexen biologischen Umge-
bung, indem diese Zielmolekule mit speziellen kleinen Raman-
Tags markiert werden [12, 24, 25]. Diese Raman-Tags unter-
scheiden sich von Fluoreszenzmarkern durch ihre Gréf3e und
Multiplexfahigkeit. Wahrend Fluoreszenzmarker oft grofer als
die markierten Moleklle selbst sein kénnen, handelt es sich
bei Raman-Tags um kleine Modifikationen der Zielmolekiile,
die deren Funktionalitat nicht verandern oder die Zellen be-
eintrachtigen. Bei den Modifikationen kann es sich z. B. um
die Markierung mit stabilen Isotopen (wie ?H oder *3C) oder
um das Hinzuflugen einer einzelnen funktionellen Gruppe mit
einem groRen Raman-Streuquerschnitt (wie Nitril- oder Alkin-
Gruppen) handeln, was zu Schwingungen im wellenzahlstillen
Bereich eines Raman-Spektrums flhrt, der sich nicht mit zellu-
laren Raman-Beitragen Uberschneidet.

Insgesamt haben Raman-spektroskopische Ansatze ihr grofles
Potenzial gezeigt, um aktuelle klinisch-diagnostische Herausfor-
derungen in verschiedenen medizinischen Bereichen zu bewal-
tigen (z. B. eine intraoperative Bestimmung des Tumortyps und
-grades oder eine bessere Abgrenzung von Tumorrandern), aber
auch um etablierte Mikroskopie-Ansatze in der biomedizinischen
und biowissenschaftlichen Forschung gezielt zu ergénzen.
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