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Kurzbeschreibung:

Bildgebende Ramanspektrographen tasten eine Probe Ublicherweise zeitaufwandig Punkt fir Punkt
ab. Selbst bei wenigen 100 Bildpunkten liegen die erforderlichen Messzeiten im Minuten- oder gar im
Stundenbereich. Eine drastische Verkirzung der Messdauer ldsst sich mit faserblindelgekoppelten
Astronomiespektrographen erzielen. Um die knappen Beobachtungszeiten an Grollteleskopen optimal
ausnutzen zu kdnnen, wurden Spektrographensysteme entwickelt, die in einem einzigen Belichtungs-
vorgang tausende ortsaufgel0ste Spektiren eines zweidimensionalen Bildfeldes aufnehmen. Eine
Ubertragung dieser Technologie in die bildgebende Ramanspektroskopie erméglicht eine deutlich
schnellere Erstellung chemischer Karten. Da Bildfelder von mehreren Quadratmillimeter auf einmal
erfasst werden kénnen, ist diese Technik besonders interessant fir die medizinische Diagnostik, z. B.
fur die Identifizierung von krebsverdachtigem Hautgewebe.
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Einleitung

Trifft auf eine chemische Probe monochroma-
tisches Licht, so kommt es im Streulicht zu
Farbverschiebungen, die mit den Schwingungs-
niveaus der Molekil- und Kristallstrukturen kor-
respondieren. Die auftretenden Ramanlinien bil-
den einen spektralen Fingerabdruck, mit des-
sen Hilfe man Molekul- oder Kristallstrukturen
der Probe beriihrungs- und markerfrei identifi-
zieren kann. Entdeckt wurde der zugrunde lie-
gende Effekt bereits 1928 von dem Indischen
Physiker Chandrasekhara Venkata Raman. Da
Ramanlinien normalerweise aber extrem inten-
sitatsschwach sind (nur etwa 1 x 107 des ge-
streuten Lichtes ist Ramanstreuung), erlangte
die Ramanspektroskopie zunachst nur wenig
praktische Bedeutung. Einhergehend mit den
Fortschritten bei der Laser- und Detektortechnik
hat sich diese Situation allerdings in den letzten
zehn Jahren grundlegend geéndert. Besonders
im Bereich der medizinischen Diagnostik und
der Lebenswissenschaften sind mehr und mehr
kommerzielle Ramanmikroskope anzutreffen,
die sich heute neben den traditionellen Licht-
und Fluoreszenzmikroskopen etablieren. Im
Gegensatz zur klassischen Infrarot-Absorp-
tionsspektroskopie, die ebenfalls chemische
Substanzen Uber die energetische Lage ihrer
Schwingungsniveaus identifiziert, funktioniert
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Ramanspektroskopie auch in wassriger Umge-
bung, was im Hinblick auf biologische Proben
von groRem Vorteil ist. Mit entsprechenden
Spektrographen lassen sich zwei- oder sogar
dreidimensionale chemische Karten von Zell-
und Gewebeproben erstellen, die beispielswei-
se zur ldentifizierung von krebsverdéchtigen
Hautpartien verwendet werden kénnen [1]. Eine
Vorstellung aktueller Methoden und Anwendun-
gen aus dem Gebiet der bildgebenden Raman-
spektroskopie findet sich in [2, 3]. Ubliche
Ramanmikroskope tasten die Proben zeitauf-
wandig Schritt fir Schritt ab. Die erforderlichen
Messzeiten kénnen bereits bei mehreren 100
Bildpunkten in den Stundenbereich gehen. Fur
routineméafige Untersuchungen direkt am Pa-
tienten oder fUr sich verandernde Proben dau-
ert so ein Verfahren viel zu lange. Abhilfe
schafft die Integrale-Feld-Spektroskopie (IFS;
Integral Field Spectroscopy), ein Verfahren aus
der Astronomie. Diese Mehrkanal-Spektrosko-
pie-Technik wurde in den letzten Jahrzehnten
entwickelt, um Bilder lichtschwacher Galaxien
in einem einzigen Belichtungsvorgang spektral-
und ortsaufgelést zu erfassen und auf diese
Weise die knappen Beobachtungszeiten an
Groldteleskopen optimal auszunutzen. Der der-
zeit leistungsstarkste Spektrograph “MUSE”
(Multi Unit Spectroscopic Explorer) wurde im
Frahjahr 2014 im ,Very Large Telescope Ob-
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servatory in Paranal, Chile in Betrieb genom-
men [4]. Bildfelder des Himmels einer GréRe
von 1 arcmin® werden mit einer Auflésung von
90.000 Bildpunkten mit nur einem Belichtungs-
vorgang aufgenommen. In jedem der 90.000
Bildpunkte wird dabei das komplette Spektrum
von 465 bis 930 nm mit einer Auflésung von et-
wa 0,25 nm erfasst. Im Rahmen eines Techno-
logietransferprojektes wurde eine 25. MUSE-
Einheit mit einem Faserbiindel gekoppelt und
am AIP installiert. Ziel des Vorhabens ist es, die
Tauglichkeit von IFS fur die Erkennung von
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krebsverdéchtigen Hautpartien zu untersuchen
und dabei in Hinblick auf die Patientenfreund-
lichkeit die Messzeiten mdéglichste kurz zu hal-
ten.

Versuchsaufbau

Eine ausfuhrliche Beschreibung der Spektro-
grapheneinheit findet sich in [4, 5]. Abb. 1 zeigt
das Funktionsprinzip. In der Bildebene der Pro-
be befindet sich die Erfassungseinheit fir 400
Bildpunkte, d.h. eine Matrix aus 20 x 20

CCD-Chip

Kameralinsen

Multispektrales Bild

Abb. 1. Funktionsprinzip des Spektrographen.

Multimodefasern mit einer Kantenlange von
knapp 1 cm. Auf der Spektrographenseite sind
die Fasern des Bindels linear in einer Reihe
angeordnet und bilden so quasi einen Ein-
gangsspalt. Uber ein volumenholographisches
Gitter mit einer Beugungseffizienz von 80 %
wird das Lichtsignal auf einen groRflachigen
(4096 x 4112 Pixel) stickstoffgekihlten CCD-
Chip gelenkt. Jede einzelne Faser erzeugt auf
dem CCD-Chip eine individuelle, spektral ab-
hangige Lichtspur. Eine eigens entwickelte
Software ,p3d“ ermittelt die Spektren aus dem
CCD-Rohsignal und ordnet sie den korrespon-
dierenden Bildpunkten an der Bilderfassungs-
einheit zu. Zu Speicherung und weiteren Ver-
arbeitung wird letztendlich ein Datenkubus er-
zeugt. Eine Ubertragung dieses Messprinzips in
die Ramanspektroskopie wurde bereits unter
verschiedenen Bezeichnungen vorgestellt [3].
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Allerdings haben bisher beschriebene Ver-
suchsanordnungen deutlich weniger Bildpunkte
und sind auf die Untersuchung von sehr kleinen
Proben im pm-Bereich ausgelegt. Fur die Iden-
tifizierung von krebsverddchtigen Hautpartien
missen aber Flachen von einigen Quadrat-
millimetern untersucht werden [1]. Abb. 2 zeigt
einen Versuchsaufbau, der es ermdglicht,
Ramanbilder von quadratischen Flachen mit
einer Kantenldnge von 3,6 mm aufzunehmen.
Eine Kombination aus zwei achromatischen
Dubletts mit Infrarot-Antireflexionsbeschichtung
projiziert das Objektbild, d.h. strenggenommen
dessen Ramansignale, auf die Stirnflache der
Bilderfassungseinheit. Ein 785 nm Langpass-
kantenfilter dient zur Ausblendung des Anre-
gungslasers und der Rayleighstreuung.
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Abb. 2. Optikaufbau.

Uber das Faserbiindel wird das Licht zum
Spektrographen gefthrt. Das Anregungslaser-
licht wird Uber eine Glasfaser zugefiihrt und
Uber einen dichroitischen 45°-Spiegel auf die
Probe gelenkt. In der Ebene, in der sich die
Probe befindet, ergibt sich ein gleichmaRiger
ausgeleuchteter quadratischer Anregungslicht-
fleck mit einer Kantenldange von 4,1 mm
(Abb. 3).
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Abb. 3. Anregungslichtfleck auf Millimeterpapier
in der Probenebene.

Im Strahlengang des Anregungslasers befindet
sich ein weiterer dichroitischer Spiegel, der
sichtbares Licht der Probe auskoppelt und auf
eine Kamera lenkt, welche zur Positionierung
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und Fokussierung der Probe verwendet wird.
Als Lichtquelle wird eine fasergekoppelte Dual-
laserlichtquelle LS-2-7878-FC (Newport, USA)
verwendet, welche zwei umschaltbare Dioden-
laser mit 784,5 nm und 785,5 nm Wellenldange
enthalt. Die Laserleistungen wurden so einge-
stellt, dass in der Probenebene jeweils 230 mW
erzielt werden was einer Leistungsdichte von
14 mW / mm? entspricht. Es ist anzumerken,
dass diese Leistungsdichte um zwei GréRen-
ordnungen geringer ist als bei vergleichbaren
Einkanal-Ramanmikroskopen, die die gesamte
Laserenergie mit einem Objektiv auf einen klei-
nen Punkt fokussieren. Entsprechend geringer
sind bei dem hier vorgestellten Versuchsaufbau
die Intensitdten der entstehenden Raman-
signale. Zur Positionierung der Probe wird ein
Kreuztisch verwendet, der zur Fokussierung
wiederum mit einem Hubtisch verbunden ist.
Auf diese Weise wird ein Versuchsaufbau er-
halten, der einem inversen Fluoreszenzmikro-
skop ahnelt. Auf dem Kreuztisch kann eine Pro-
benhalterung mit einer Bodenplatte aus Kal-
ziumfluorid positioniert werden. Kalziumfluorid
ist ein gut geeignetes Objekttradgermaterial, da
es selbst nur ein geringes Ramansignal gene-
riert und damit wenig Untergrund verursacht.

SERDS-Messungen

Hintergrundfluoreszenz stellt eine besondere
Herausforderung in der Ramanspektroskopie
dar. Speziell die von biologischen Proben aus-
gehende Fluoreszenz kann selbst bei 785 nm
Anregungslichtwellenldnge die Intensitat der
Ramansignale um Gréfienordnungen uUberstei-
gen. SERDS (Shifted Excitation Raman Dif-
ference Spectroscopy) ist eine Methode, den
stérenden Einfluss von Untergrundfluoreszenz
auszublenden [7]. Dabei wird die Probe zwei-
mal hintereinander mit leicht verschiedenen
Anregungswellenldngen vermessen (d.h. mit
der hier verwendeten Duallaserquelle bei 784,5
und 785,5 nm). Die Methode basiert auf der
Tatsache, dass Ramansignale immer relativ zur
Anregungswellenlédnge auftreten, Fluoreszenz-
signale dagegen immer bei fixen Wellenlangen.
Durch geeignete Differenzbildung und Trans-
formation lasst sich das Ramanspektrum der
Probe untergrundfrei rekonstruieren. Voraus-
setzung ist, dass sich die Probe wahrend der
Messung nicht veréndert. Der hier verwendete
Algorithmus ist in [8] beschrieben.

Proben

Die Leistungsfahigkeit des Versuchsaufbaus
wurde an folgenden Proben demonstriert:
LAspirin Effekt“-Schmerzmittel (1), 10 €-Bank-
note (2), Querschnitt durch ein Schweineohr
(3), Schweinehaut (4).
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Ergebnisse

(1) Aspirin Effekt

Aspirin Effekt ist ein Schmerzmittelgranulat.
Gemal Beipackzettel enthalt es neben dem
Wirkstoff Acetylsalicylsdure noch D-Mannitol,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumdihydrogen-
citrat, Ascorbinsdure, Zitronensadure, Aroma-
stoffe und Aspertam. Eine Spatelspitze des
Granulats wurde auf einen 1 mm dicken Kal-
ziumfluorid-Objekttrager gegeben und fokus-
siert. Fur jeweils 1s wurden bei 784,5 und
785,5 nm die Ramanspektren aufgenommen.
Abb. 4 zeigt das Kamerabild, die erhaltenen
SERDS-Spektren an zwei ausgewahlten Bild-
punkten und die resultierende Verteilung der
Acetylsalicylsdure in Falschfarben. Als Malgré-
e wurde die Intensitdt der Ramanlinie bei
1.606 cm™ verwendet.
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Abb. 4. ,Aspirin Effekt“-Granulat. Links oben:
Kamerabild. Rechts oben: Verteilung des Wirk-
stoffes Acetylsallcylsaure anhand der Raman-
linie bei 1.606 cm™. Unten: SERDS- -Spektren
an den Stellen % und ®. Aufnahmezeit: 1 s pro
Laserwellenlénge.

Offensichtlich ist der Wirkstoff Acetylsalicylsdu-
re in Form eines feinen Pulvers vorhanden. Die
walzenférmigen Granulatbestandteile scheinen
keinen Wirkstoff zu enthalten.

(2) 10 €-Banknote

Ein 10 €-Geldschein wurde auf einen 1 mm-
Kalziumfluorid-Objekttrager gelegt. Ein Teil des
Buchstaben E des ,EURQO“-Schriftzuges auf der
Vorderseite wurde fokussiert. Fur jeweils 10 s
wurden bei 784,5 und 785,5 nm die Raman-
spektren aufgenommen. Abb. 4 zeigt das Ka-
merabild, Ramanspektren an zwei ausgewahl-
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ten Bildpunkten, von denen einer innerhalb und
einer aullerhalb des E’s liegt. Die Druckfarbe
des E’s generiert charakteristische Ramanll-
nien. Die Intensitat der Linie bei 1.567 cm™ wur-
de als Maligrole fur das Falschfarbenbild ver-
wendet.
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Abb. 5. Teil eines E’s auf einem 10 €-Schein.
Links oben: Kamerabild. Rechts oben: Vertei-
lung der Druckfarbe des E’s anhand der
Ramanlinie bei 1.567 cm’’. Unten: SERDS-
Spektren an den Stellen % und ®. Aufnahme-
zeit: 10 s pro Laserwellenlénge.

(3) Querschnitt durch ein Schweineohr

Von einem frischen Schweineohr wurde mit ei-
nem Skalpell ein Stlick abgeschnitten, mit der
Schnittflache nach unten auf die Kalziumfluorid-
platte eines Probengefalies gestellt (Abb. 6).
Die Schnittflache wurde im Kamerabild fokus-
siert.

Abb.6. Schweineohr in Probengeféal.
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In der Mitte der Schnittflache befindet sich au-
genscheinlich Fettgewebe. Im Kamerabild ist es
als breiter, heller, leicht geneigter, vertikaler
Streifen zu erkennen (Abb. 7).
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Abb. 7. Schnittfliche  eines  Schweineohrs.
Links oben: Kamerabild. Rechts oben: Raman-
bild anhand der Linie bei 1.303 cm™. Unten:
SERDS-Spektren an den Stellen % und %. Auf-
nahmezeit: 60 s pro Laserwellenldnge.

Im Bereich der (X/Y)-Positionen (7/10) und (9/5)
sind rétliche Flecken zu erkennen, vermutlich
Blutreste. Bei (16/3) ist eine dunklere Stelle
sichtbar. Das Ramanbild (Abb.7), welches an-
hand der Linie bei 1.303 cm™ erstellt wurde,
zeigt diese Positionen als rote bzw. dunkel-
blaue Falschfarbe. Die Aufnahmezeit pro Laser-
wellenlange betrug jeweils 60 s.

(4) Schweinehaut

Ein Stlick Schweinehaut wurde in den Proben-
behélter mit der Hautoberflache nach unten auf
die Kalziumfluoridplatte des Probengeféales ge-
legt und fokussiert. Um einer eventuellen Aus-
trocknung wéhrend des Messvorgangs vorzu-
beugen, wurde etwas Wasser auf den Boden
des Probenbehélters gegeben und der Behélter
mit einem Deckel verschlossen. Die Aufnahme-
zeit pro Laserwellenldnge betrug jeweils 60 s.
Das Ramanbild wurde anhand der Intensitat der
Ramanlinie bei 1.455 cm™ erstellt.
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Abb. 8. Schweinhaut. Links oben: Kamerabild.
Rechts oben: Ramanbild anhand der Linie bei
1.455cm’’. Unten: SERDS-Spektren an den
Stellen ® und %. Aufnahmezeit: 60 s pro La-
serwellenlénge.

Die im Kamerabild erkennbaren Strukturen fin-
den sich im Ramanbild erstaunlich detailliert
wieder. Gut erkennbar ist die Pigmentierung im
der rechten oberen Ecke und das offenbar et-
was verschmutzte Haarstlick, das schrag durch
das obere Viertel des Bildes lauft. Im Kamera-
bild schwéacher erkennbare Pigmentierungen
bei (3/15) und bei (13/5) finden sich ebenfalls
im Ramanbild wieder.

Schlussfolgerung

Mit dem hier vorgestellten Versuchsaufbau
konnten ortsaufgel6ste Ramanbilder von grof3-
flachigen Proben (13 mm2) in einem einzigen
Belichtungsvorgang aufgenommen werden. Die
Messzeiten fiur das komplette Bild betrugen le-
diglich 120 s (Schweineohr, Schweinehaut),
20 s (10 €-Banknote) und 2 s (Aspirin Effekt),
was bei 400 Bildpunkten Messzeiten von 300,
50 bzw. 2 ms pro Bildpunkt entspricht. Selbst
bei der einfachen Analysemethode, die reine
Intensitat bei einer bestimmten Ramanverschie-
bung in Falschfarben darzustellen, korrespon-
dieren die Ramanbilder kontrastreich zu den im
Kamerabild erkennbaren Strukturen. Dieses
Ergebnis stimmt zuversichtlich, im néachsten
Schritt Krebsgewebe mit einer komplexeren
Clusteranalyse identifizieren zu kénnen.
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