Schritt zur Kllnlkrelfe

der Raman-Spektroskopie

Europdische Labore wollen Daten-Standards fiir Raman-spektroskopische Diagnostik schaffen.

=z Ist das Gewebe gesund oder
krankhaft verdndert? Wirkt das An-
tibiotikum gegen den Keim oder ist
er dagegen resistent? Mithilfe der
Raman-Spektroskopie lassen sich
derartige Fragen schnell und prézise
beantworten. Die Raman-Spektrosko-
pie ist als nicht-invasive, Label-freie
Technologie mit hoher Selektivitét
bekannt und wird daher zunehmend
fiir biologische und biomedizinische
Fragestellungen eingesetzt. Mithilfe
dieses Verfahrens ldsst sich ein mole-
kularer Fingerabdruck der Probe ge-
winnen. Die Raman-Spektren enthal-
ten die Schwingungsinformationen der
Molekiile in einer Probe. Anhand des
Fingerabdrucks lisst sich die bioche-
mische Zusammensetzung der Probe
ablesen und kann fiir verschiedene An-
wendungen genutzt werden, zum Bei-
spiel in der Forensik, der Diagnostik,
der Stoffwechselforschung, der Mikro-
biologie, der klinischen Pharmakologie
und der Lebensmittelwissenschaft.

Gemein ist allen diesen Untersu-
chungen, dass zur Auswertung der
Raman-Spektren datenwissenschaft-
liche Methoden, besonders chemome-
trische Techniken und Verfahren der
kiinstlichen Intelligenz (KI), genutzt
werden. Oft werden chemometrische
Methoden oder maschinelle Lernme-
thoden, das heifit, spezielle KI-Modelle,
konstruiert, um die Raman-Spektren
in hohere Informationen im fiir die
jeweilige Anwendung relevanten Zu-
sammenhang zu iibersetzen. Eine
solche hohere Information kann zum
Beispiel die Gruppenzugehorigkeit
»gesund“/, krank“ sein, wenn es sich
um eine diagnostische Anwendung
handelt. Da die Modelle datengetrie-
ben sind, ist die Reproduzierbarkeit
und Vergleichbarkeit der Daten - al-
so der Raman-Spektren - von groRer
Bedeutung fiir das Funktionieren der
trainierten Modelle.

Vergleich der Raman-Spektren

Die meisten der genannten Raman-
Untersuchungen befinden sich noch im
Proof-of-Concept-Stadium und werden
mit einem oder mehreren dhnlichen
Raman-Spektrometern durchgefiihrt.
Ebenso wie die Raman-Spektren den
molekularen Fingerabdruck der Pro-
be enthalten, enthalten sie allerdings
auch intrinsische ,,Fingerabdriicke“ der
jeweiligen Raman-Mess-Apparatur. So
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fiihrt ein und dieselbe Probe zu nicht
komplett identischen Raman-Spektren,
wenn sie auf verschiedenen Messgera-
ten, unter verschiedenen Bedingungen
oder zu verschiedenen Zeiten gemes-
sen wird.

Subtile Unterschiede in der Raman-
Apparatur kénnen die Reproduzier-
barkeit der Raman-spektroskopischen
Signale minimieren. Dies verkompli-
ziert einen quantitativen Vergleich von
Raman-Spektren von verschiedenen
Apparaturen und beeintrichtigt eine
Apparatur-iibergreifende Datenana-
lyse deutlich. Die Apparatur-Abhén-
gigkeit hat sehr wahrscheinlich einen
groBeren Einfluss bei biologischen
Anwendungen, da in diesen Anwen-
dungen die spektralen Anderungen
in der Probe sehr klein sein kénnen
und daher leichter maskiert werden.
Wenn die Raman-Spektroskopie z.B.
in der Klinik eingesetzt werden soll,
ist es wahrscheinlich, dass ein oder
mehrere ,primére“ Apparaturen eine
grofle Datenbank mit Raman-Spek-
tren z.B. einiger Krankheitszustinde
erzeugen. Diese Datenbank oder das
daraus generierte Model wird dann in
verschiedenen Laboren in anderen Ein-
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richtungen verwendet. Die Daten der
Lpriméren“ Apparatur oder das daraus
generierte Model werden nachfolgend
genutzt, um die Daten der anderen
,Replikat“-Einrichtung vorherzusagen.
Wenn sich die Raman-Spektren der
verschiedenen Einrichtungen, Labore
oder Apparaturen signifikant unter-
scheiden, ist es jedoch wahrscheinlich,
dass die trainierten Modelle die neu
gemessenen Spektren und damit die
entsprechenden Proben nicht korrekt
vorhersagen kénnen. Dieses Problem
lieRe sich lésen, indem individuelle
Modelle fiir jede Apparatur erstellt
werden. Dies allerdings ist in der
Praxis nicht durchfiihrbar, da diese
(diagnostischen) Modelle ebenfalls
Apparatur-abhingig wéren. Auf vie-
len Anwendungsgebieten kann das
Potential der Raman-Spektroskopie
somit nur unzureichend ausgeschopft
werden.

DiResultate des Ring-Versuches

In Anbetracht all der genannten Her-
ausforderungen ist die Apparatur-Ab-
héngigkeit immer noch ein groRRes Pro-
blem und eine grofRe Herausforderung

(Foto: Sven Doring/ Leibniz-1PHT).

fiir die Anwendung der Raman-Spek-
troskopie in Real-world-Szenarien wie
der klinischen Diagnostik.

Um diese analytische Herausfor-
derung zu untersuchen, wurde ein
Ring-Versuch (Interlabor-Test) mit
Forschern aus etwa 50 europdischen
Instituten entworfen, der im Rahmen
der COST-Aktion ,,Raman4Clinics® in-
itiiert wurde. In diesem Test wurden
technische Replikate der gleichen Pro-
ben an alle Partner geschickt und diese
wurden mit den dort jeweils vorhan-
denen Raman-Apparaturen gemessen.
Am Ende wurden die Daten von 35
Raman-Apparaturen aus 15 Instituten
an ein einziges Labor zur einheitlichen
Datenverarbeitung und -auswertung
zuriickgesandt.

Die Vergleichbarkeit der Raman-
Messgerite wurde unter den Gesichts-
punkten der Bandenpositionen, der
Bandenintensitdten und der Banden-
breiten sowie des Rauschens in den
Raman-Spektren bewertet. Das Kon-
sortium konnte aufzeigen, dass es gro-
e Unterschiede zwischen den Laboren
gab, und es wurden Empfehlungen fiir
zukiinftige laboriibergreifende Studien
formuliert.
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Dieser Ringversuch soll den Grund-
stein dafiir legen/die Moglichkeit
schaffen, die Raman-Spektroskopie als
bioanalytisches Protokoll fiir klinische
Anwendungen einzusetzen.

Klinische Anwendung

Eine solche Anwendung erfordert
eine behordliche Zertifizierung, bei
der verschiede Richtlinien einge-
halten werden miissen wie z.B. die
»Guideline on bioanalytical method
validation“ der Europdischen Me-
dizinagentur. Um den darin notierten
Anforderungen an Genauigkeit und
Prézision zu geniigen, sind weitere
Studien zur Dateniibertragbarkeit von
Raman-Spektren notig.

Man hofft, dass der vorgestellte
Ringversuch einheitlichere Bemii-
hungen der Raman-Gemeinschaft
auslost, um eine Harmonisierung im
Umgang mit der Geréte-Abhidngigkeit
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Konzeptionelle Veranschaulichung des Ringversuchs. Die gleichen Proben wurden mit
unterschiedlichen Raman-Spektrometern vermessen und die Datenvergleichbarkeit

wurde berechnet.

zu erreichen. Hierzu zédhlen offen zu-
gingliche Methoden fiir die Setup-
Standardisierung, Zertifizierung von
Geriten und deren Daten und offene
Datenformate. Konkret bedeutet dies:
Hersteller und Wissenschaftler sollten
die Kalibrierung des Spektrometers
standardméRig durchfiihren und die
entsprechenden Software-Module als

Open Source zur Verfiigung stellen.
Dies ist ein praktikabler erster Schritt,
um den Einfluss messtechnisch be-
dingter Effekte auf die Raman-Signale
zu Korrigieren. Entscheidend ist auch,
dass sowohl Hersteller wie Forschende
ihre Daten offen zugénglich machen.
Wissenschaftler sollen ermutigt wer-
den, aktiv zum Aufbau grofRerer Da-

tenbanken beizutragen. Dies wire eine
wertvolle Ressource, um maschinelle
Lern-Modelle und chemometrische
Verfahren zu erstellen, die tolerant ge-
geniiber unerwiinschten Abweichun-
gen, wie sie zum Beispiel vom Mess-
gerit resultieren, sind. Letztendlich soll
dazu beigetragen werden, die Raman-
Spektroskopie als zuverldssiges Werk-
zeug fiir Real-World-Anwendungen wie
eine klinische Diagnostik zu etablie-
ren, um so kiinftig das ganze Potential
dieser leistungsstarken nicht-invasiven
Methode auszuschopfen. -H
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