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STRESZCZENIE

Spektroskopia Ramana jest szeroko stosowanag metoda w jakosciowej i ilosciowej analizie ciat statych, cieczy
i gazéw. Do gtownych zalet spektroskopii Ramana naleza: mozliwos¢ bezposredniego zastosowania w trakcie
badania medycznego lub operacji, doktadnos¢ wynikéw, duza liczba otrzymywanych informacji przy stosun-
kowo niskich kosztach i mozliwos¢ zbadania probki bez wczesniejszego przygotowania. Ponadto analiza jest
niedestrukcyjna. Widmo ramanowskie tkanki biologicznej moze by¢ traktowane jako jej ,Slad daktyloskopo-
wy”, pozwalajacy na tatwa strukturalng i chemiczng charakterystyke oraz identyfikacje tak ztozonego mate-
riatu. W artykule przedstawiono szereg mozliwosci wykorzystania spektroskopii Ramana w diagnostyce me-
dycznej i analizie biochemicznej. Przedstawione przyktady ilustruja duzy potencjat tej metody.

SLOWA KLUCZOWE: spektroskopia Ramana, diagnostyka medyczna, analiza biochemiczna

ABSTRACT

RAMAN SPECTROSCOPY: A MODERN TECHNIQUE FOR MEDICAL DIAGNOSIS AND BIOCHEMICAL ANALYSIS

Raman spectroscopy (RS) is widely applied to qualitative and quantitative analysis of solid, liquid and gaseous
samples. The main advantages of RS include a real-time analysis during medical examination or operation,
precise results with low cost and minimal or no sample preparation. Moreover, the method is non-
destructive. A Raman spectrum of a biological tissue can be treated as its “fingerprint”, which allows one to
perform easy structural and chemical characterization and identification of such complex material. The
present work is focused on prospects of RS in medical diagnosis and biochemical analysis. Those selected ex-

amples show high potential of RS.
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1. Wstep

Diagnoza polega na rozpoznaniu choroby w oparciu o
objawy subiektywne, obiektywne oraz wyniki badan labora-
toryjnych i obrazowych (np. ultrasonografia, tomografia
komputerowa, rezonans magnetyczny). Efektem przepro-
wadzonych badan powinno by¢ szybkie i trafne rozpoznanie
choroby. Standardem w klinicznej ocenie zmian patolo-
gicznych, ktére zachodza w tkankach, jest badanie histo-
patologiczne. Jednakze pobranie materiatu podczas biopsji
i wtasciwa jego ocena nie sa tatwe, poniewaz istnieje moz-
liwos¢ pobrania niereprezentatywnego fragmentu tkanki,
co moze skutkowac postawieniem btednej diagnozy. Trze-
ba brac¢ pod uwage, ze analiza materiatu pobranego z biop-
sji jest czasochtonna, co w konsekwencji opdznia posta-
wienie diagnozy. Poza tym biopsja generuje znaczne kosz-
ty, jest zabiegiem nieprzyjemnym dla pacjentow, a dla
niektorych z nich wiaze sie z traumatycznymi przezyciami
[1]. Korzystne wiec wydaje sie opracowanie nowych, tanich
i mniej inwazyjnych metod badania materiatu biologiczne-
go.

Probki biologiczne charakteryzuja sie ztozong struktura
i zroznicowanym sktadem chemicznym. W badanych tkan-
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kach analizowane sktadniki czesto wystepuja w bardzo ni-
skich stezeniach. Metody spektroskopowe mozna z powo-
dzeniem stosowac w badaniach tego typu probek biologicz-
nych [2]. Do gtéwnych zalet metod spektroskopowych zali-
czy¢ mozna: mata inwazyjnos¢, niedestrukcyjnos¢ oraz
mozliwos¢ wykrycia zmian w tkankach juz na wczesnym
etapie ich powstania.

Metodami instrumentalnymi, ktére moga by¢ wykorzy-
stane w biochemicznej i klinicznej analizie sa spektrosko-
pie: UV-ViS, fluorescencyjna, w podczerwieni, Ramana
oraz magnetycznego rezonansu jadrowego [3]. W medycy-
nie spektroskopia optyczna znalazta zastosowanie np. w
endoskopii zotadka i jelit [4], natomiast fluorescencja np.
w kolonoskopii [5]. Metody spektroskopowe sa stosunkowo
szybkie oraz umozliwiaja badania in vivo, dzigki czemu
mozna omina¢ etapy pobierania i przygotowywania probek
do analizy oraz unikna¢ bolesnych biopsji. Metody spektro-
skopowe moga by¢ zastosowane do diagnozy stanéw choro-
bowych nawet na bardzo wczesnych etapach rozwoju cho-
roby i w monitorowaniu leczenia. W szczegolnosci dobrze
sie do tego nadaje spektroskopia oscylacyjna, gdyz nawet
bardzo ztozone biomolekuty jak biatka, cukry, ttuszcze czy
kwasy nukleinowe daja charakterystyczne widma zawiera-
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jace informacje o ich budowie chemicznej. Do metod oscy-
lacyjnych naleza spektroskopia w podczerwieni oraz spek-
troskopia Ramana [6].

W spektroskopii oscylacyjnej w podczerwieni (IR) ab-
sorpcji promieniowania towarzysza zmiany energii oscyla-
cyjnej czasteczki. Skomplikowany ruch drgajacy czasteczki
wieloatomowej mozna opisac jako zespot drgan prostszych,
nazywanych normalnymi. Podczas drgania normalnego
drgaja wszystkie zreby atomowe czasteczki (zrab atomowy
to atom bez elektronéw walencyjnych), czynig to zgodnie
w fazie i z jednakowa czestoscia, lecz amplituda wychyle-
nia jest niejednakowa dla réznych zrebow atomowych. Je-
zeli podczas danego drgania normalnego zreby atomowe
jakiej$ grupy funkcyjnej wychylaja sie znacznie bardziej
niz w pozostatej czesci czasteczki, to takie drganie nor-
malne jest charakterystyczne dla tej grupy funkcyjnej.
Drgania charakterystyczne odpowiadaja drganiom elemen-
tow struktury czasteczek (oscylatorow), np. takich jak
pierscienie aromatyczne, tancuchy alifatyczne i grupy
funkcyjne. Energia drgan normalnych, w tym charaktery-
stycznych, jest skwantowana i kazdemu takiemu drganiu
odpowiada specyficzny uktad oscylacyjnych poziomow
energetycznych. W zwiazku z tym czasteczki absorbuja fo-
tony o Scisle okreslonych energiach hv, pasujacych do roz-
nicy energii AE poziomdw ich oscylatorow. W widmie IR
przy czestosciach v absorbowanych fotonow pojawiaja sie
pasma charakterystyczne dla danych oscylatorow. W prak-
tyce potozenia pasm oscylacyjnych podaje si¢ w liczbach
falowych v

v=Y=

v 1
c A

gdzie c jest predkoscia swiatta w prozni, a A dtugoscia fali.
Ze wzgledu na charakterystyczne potozenia pasm widmo IR
umozliwia ustalenie, jakie grupy funkcyjne wystepuja w
analizowanym materiale. W podczerwieni aktywne sa te
drgania, dla ktoérych nastepuja zmiany elektrycznego mo-
mentu dipolowego. Wobec tego w widmach IR intensywne
sg pasma pochodzace od drgan grup polarnych np. OH, NH,
>C=0. W widmie IR moga sie takze pojawiac¢ pasma od wie-
lokwantowych przejs¢ spektroskopowych (nadtony) oraz
przejs¢ ztozonych (sumacyjnych i réznicowych) na réznych
oscylatorach jednoczesnie.

Spektroskopia Ramana wykorzystuje natomiast zjawisko
rozproszenia promieniowania elektromagnetycznego zwia-
zanego ze zmiang energii rozpraszanych fotonow. Zrédtem
promieniowania w spektroskopii Ramana sg lasery pracuja-
ce przy dtugosci fali z zakresu od ultrafioletu, poprzez za-
kres widzialny, az do podczerwieni. Wspomniana zmiana
energii rozpraszanych fotondw zawiera informacje o oscy-
lacyjnych poziomach energetycznych badanej substancji.
W spektroskopii Ramana otrzymuje si¢ widma zawierajace
pasma oscylacyjne odpowiadajace drganiom normalnym
czasteczek. Sa one wykorzystywane w analizie chemicznej,
podobnie jak widma oscylacyjne w podczerwieni. Jednakze
o intensywnosci pasm ramanowskich decyduje zmiana pola-
ryzowalnosci podczas drgania normalnego, a nie zmiana
elektrycznego momentu dipolowego, jak dla pasm w pod-
czerwieni. Tak wigc w spektroskopii Ramana aktywne sa te
drgania, dla ktorych nastepuje zmiana polaryzowalnosci
wiazania, czyli w widmach ramanowskich intensywne sa
pasma drgan niepolarnych, homojadrowych ugrupowan np.
C=C, N-N, S-S.
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Z powyzszego krotkiego oméwienia wynika, ze spektro-
skopie w podczerwieni i Ramana sa metodami komplemen-
tarnymi. Ze wzgledu na rézne reguty wyboru moga istniec
drgania aktywne w widmie IR, a nieaktywne w widmie Ra-
mana i odwrotnie (reguta wykluczania). Taka sytuacja wy-
stepuje dla czasteczek majacych srodek symetrii. Najcze-
sciej jednak mozna zarejestrowac zar6wno pasma rama-
nowskie, jak i pasma IR tych samych grup funkcyjnych.
Roznia sie one jednak, czesto znacznie, intensywnoscia.
Natomiast potozenia pasm w widmach zarejestrowanych
tymi dwiema metodami spektroskopii oscylacyjnej sa za-
sadniczo takie same.

Zastosowanie zarowno spektroskopii w podczerwieni,
jak i ramanowskiej, zalezy w duzej mierze od czutosci apa-
ratury uzywanej do rejestracji widm. Duzym wyzwaniem
jest obecnie takie zwalidowanie metod diagnostycznych
spektroskopii oscylacyjnej, aby wyniki byty niezalezne od
aparatury, na jakiej sie je otrzymuje [7]. Warto rowniez
wspomnieé, ze spektroskopia oscylacyjna znajduje zasto-
sowanie nie tylko w medycynie, ale rowniez w farmacji -
stuzy m.in. do badania procesu uwalniania substancji lecz-
niczej ze statych postaci lekow, w szczegdlnosci z nowych
nosnikow substancji leczniczych oraz do badania penetracji
tkanek przez uwolnione leki. Badania te sa aktualnie wy-
konywane gtownie in vitro, ale po zapewnieniu odpowied-
nich srodkow bezpieczenstwa moga by¢ wykonywane in
vivo [8].

W zastosowaniach biologicznych i medycznych spektro-
skopia Ramana ma te zalete, ze widma zawierajace duza
ilos¢ informacji mozemy otrzymac z nienaruszonej tkanki
[9,10], a wiec bez ingerencji w jej strukture. Wobec tego
mozliwa jest szczegotowa analiza chemiczna materiatu bio-
logicznego, mimo wysokiej jego ztozonosci. Inng korzystng
wtasciwoscia spektroskopii Ramana jest czutos¢ nawet na
mate zmiany strukturalne. Dzigki temu mozliwe sg badania
poréownawcze miedzy zdrowa a chorobowo zmieniong tkan-
ka [10]. Istotng zaleta spektroskopii Ramana jest takze ma-
ta intensywnos¢ pasm wody, ktora w podczerwieni bardzo
utrudnia analize materiatu biologicznego.

Spektroskopia Ramana moze by¢ uzyteczna metoda w
diagnostyce wielu chorob cywilizacyjnych wspotczesnego
spoteczenstwa. Proponuje sie jej stosowanie w diagnostyce
miazdzycy [11], raka piersi [12] i zotadka [13], czy tez
osteoporozy [14]. Przy uzyciu spektroskopii Ramana wyko-
nywano badania krwi, mierzac ex vivo zawartos¢ kwasu
mlekowego [15] lub in vivo poziom glukozy u oséb chorych
na cukrzyce typu drugiego [16].

W artykule dokonano przegladu mozliwosci wykorzysta-
nia tej szybkiej i prostej w wykonaniu metody w badaniach
diagnostycznych réznego rodzaju jednostek chorobowych.

2. Spektroskopia Ramana

Zjawisko rozproszenia $wiatta zwiazanego ze zmiang
czestosci fotonu zostato po raz pierwszy zarejestrowane
przez Ramana w 1928 roku, ale wykorzystanie spektrosko-
pii Ramana w medycynie stato sie mozliwe dopiero w la-
tach 80-tych ubiegtego wieku wraz z zastosowaniem w
spektrometrach transformacji Fouriera. Efekt Ramana mo-
ze by¢ wyttumaczony zaréwno przy uzyciu falowego, jak i
korpuskularnego przedstawienia promieniowania elektro-
magnetycznego [6].

W pierwszym przypadku stosuje sie teorie Placzka [6],
ktora wykorzystuje fizyke klasyczna. Teoria ta zaktada, ze
padajaca fala elektromagnetyczna dziata na czastke mate-
rii (zbior matych czasteczek, makroczasteczke) rozumiang
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jako zbior tadunkow elektrycznych. Pole elektryczne fali
elektromagnetycznej polaryzuje ten rozktad tadunkoéw, in-
dukujac w nim dipol elektryczny. Wielkos¢ tego indukowa-
nego dipola elektrycznego zalezy od tatwosci, z jaka ta
czastka sie polaryzuje, czyli od parametru zwanego polary-
zowalnoscia. Wspomniany indukowany dipol elektryczny
oscyluje w takt zmian pola elektrycznego fali elektroma-
gnetycznej oraz wtasnych oscylacji molekularnych. Oscylu-
jacy dipol elektryczny jest zawsze zrodtem fal elektroma-
gnetycznych, czym$ w rodzaju minianteny, ktora w tym
przypadku emituje fale rozproszona. Fala elektromagne-
tyczna jest rozpraszana we wszystkich kierunkach i ma
rozne sktadowe. Sktadowa dominujaca ma czestos¢ taka
sama, jak fala padajaca i nosi nazwe sktadowej Rayleigha.
Sktadowe posiadajace czestosci zmodyfikowane o czestosci
drgan wtasnych badanego uktadu nosza nazwe ramanow-
skich (Chandrasekhara Venkata Raman 1888-1970; fizyk
hinduski; Nagroda Nobla w 1930 r.). Czestosc fali rozpro-
szonej moze by¢ podwyzszona wzgledem czestosci fali pa-
dajacej o czestos¢ oscylacji wtasnych uktadu - wtedy mamy
do czynienia z tak zwana sktadowa antystokesowska. Na-
tomiast, jesli jest ona obnizona o czestos¢ oscylacji wta-
snych uktadu, to jest to sktadowa stokesowska. Pasma sto-
kesowskie sa silniejsze i one zwykle sa analizowane w
widmie ramanowskim. Z teorii Placzka wynika, ze im wiek-
sza jest zmiana polaryzowalnosci czasteczki w trakcie
drgania normalnego, tym silniejsze jest odpowiadajace mu
pasmo ramanowskie. Teoria Placzka przewiduje takze, ze
oprocz wspomnianych sktadowych ramanowskich (stoke-
sowskich i antystokesowskich) promieniowanie rozproszone
zawiera sktadowa Rayleigha, ktéra ma niezmieniona cze-
stos¢ w stosunku do fali padajacej. Sktadowa Rayleigha
jest ponad 3 rzedy wielkosci silniejsza niz sktadowe rama-
nowskie. Efekt Ramana jest wiec staby i wymaga do detek-
cji bardzo czutej aparatury.

Promieniowanie elektromagnetyczne mozemy takze
traktowac jako strumien fotonow. Jesli wiec ktadziemy na-
cisk na aspekt korpuskularny promieniowania, to musimy
rozwazyc fotony docierajace do czastek analizowanej sub-
stancji (promieniowanie padajace) i fotony wyemitowane
przez te czastki (promieniowanie rozproszone) [6,17].

wirtualny poziom

Promieniowanie padajace jest monochromatyczne i kohe-
rentne. Jego zrodtem jest laser. W analizie teoretycznej
rozproszenia fotonéw na czastkach materii stosuje sie me-
chanike kwantowa. Zaktada sie, ze promieniowanie pada-
jace (Ryc. 1) wzbudza czasteczki analizowanej substancji
do pewnego wirtualnego poziomu energetycznego, z ktore-
go powracaja emitujac fotony promieniowania rozproszo-
nego. Jesli fotony rozproszone nie maja zmienionej czesto-
sci wzgledem fotondéw padajacych, to mamy do czynienia z
rozproszeniem Rayleigha. W przeciwnym przypadku zacho-
dzi rozproszenie ramanowskie. Efekt Ramana jest dosc sta-
by, poniewaz ulega mu tylko co 10° - 10® kwant promienio-
wania. Na Ryc. 1 widzimy schemat energetyczny czasteczki
zawierajacy dyskretne poziomy energii. Najnizsza (pogru-
biona) linia symbolizuje podstawowy stan elektronowy i
jednoczesnie najnizszy, to jest zerowy poziom oscylacyjny
w tym stanie elektronowym (liczba kwantowa oscylacji
rowna 0), odpowiadajacy jednemu z drgan normalnych.
Wyzej potozona linia symbolizuje wyzszy stan oscylacyjny,
czyli pierwszy w tym podstawowym stanie elektronowym
(liczba kwantowa oscylacji réwna 1). Linia przerywana
symbolizuje wzbudzony wirtualny poziom energetyczny
czasteczki. Jesli czasteczka przechodzi z zerowego pozio-
mu oscylacyjnego do wzbudzonego poziomu wirtualnego i
wraca na pierwszy poziom oscylacyjny, to emitowany (roz-
proszony) foton ma nizsza energie od padajacego i nizsza
czestos¢. Wtedy foton rozproszony odpowiada sktadowej
stokesowskiej a obnizenie czestosci odpowiada czestosci
danego drgania normalnego. Jesli czasteczka przechodzi z
pierwszego poziomu oscylacyjnego do wzbudzonego pozio-
mu wirtualnego i wraca na zerowy poziom oscylacyjny, to
emitowany (rozproszony) foton ma wyzsza energie od pa-
dajacego i wyzsza czestos¢. Wtedy foton rozproszony od-
powiada sktadowej antystokesowskiej a podwyzszenie cze-
stosci rowniez odpowiada czestosci rozwazanego drgania
normalnego. Pasma stokesowskie sa znacznie silniejsze od
antystokesowskich, gdyz wiekszos¢ czasteczek w tempera-
turze pokojowej, w ktorej rejestrujemy widma, znajduje
sie na zerowym poziomie oscylacyjnym. Dlatego zwykle
rejestrujemy widmo Ramana rozproszenia stokesowskiego.

Energia

wzbudzony l
poziom
wibracyjny

Raman: Rayleigh

sktadowa stokesowska

Raman:
sktadowa antystokesowska

Ryc. 1. Diagram energetyczny dla proceséw rozproszenia Rayleigha i Ramana.
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Ryc. 2. Widmo Ramana glicyny (drgania: v-rozciggajace, 0-zginajace, y-wahadtowe, w-wahlarzowe,

sym-symetryczne, asym-asymetryczne).

Widmo Ramana przedstawia zaleznos¢ intensywnosci
sygnatu od czestosci (liczby falowej), bedacej roznica mie-
dzy czestosciami (liczbami falowymi) promieniowania pa-
dajacego a rozproszonego (przesuniecie Ramana). Widmo
sktada sie z pasm o potozeniach uzaleznionych od czestosci
drgan sktadnikow probki. Przyktadowe widmo Ramana
przedstawiono na Ryc. 2. W zaprezentowanym widmie gli-
cyny przypisano tylko gtowne, charakterystyczne pasma.
Dwa sposrod tych pasm: przy 894 i 1327 cm™ moga byé
uwazane za markery glicyny w bardziej ztozonych widmach
zawierajacych pasma wielu substancji [18]. Podobnie jak
przyktadowo wymieniona glicyna, kazdy zwiazek daje swo-
je charakterystyczne widmo ramanowskie bedace ,,Sladem
daktyloskopowym”, wykorzystywanym w analizie jakoscio-
wej. Dzieki powyzszym wtasciwosciom mozliwe jest bada-
nie ta metodq biatek, polisacharydow, czy kwasow nukle-
inowych. Metoda spektroskopii Ramana mozliwe jest row-
niez wykonanie analizy ilosciowej opartej na zaleznosci
intensywnosci sygnatow od stezenia substancji w analizo-
wanej probce [17].

Gtowne elementy budowy spektrometru ramanowskiego
pokazano na Ryc. 3 i 4. Poniewaz efekt Ramana jest sto-
sunkowo staby, konieczne jest stosowanie w spektrome-
trach intensywnego, monochromatycznego promieniowa-
nia, ktore nie wzbudzatoby przeszkadzajacej fluorescencji.
Niezbedna jest rowniez czuta detekcja rozproszonych foto-
now. Rozpowszechnienie spektroskopii ramanowskiej w
naukach biologicznych stato sie zatem mozliwe dzigki uzy-
ciu laseréw emitujacych promieniowanie z zakresu bliskiej
podczerwieni oraz dzieki wykorzystaniu transformacji Fo-
uriera. Warto zwroci¢ uwage na to, ze promieniowanie la-
serowe z zakresu bliskiej podczerwieni lepiej wnika wgtab
probki biologicznej oraz wywotuje mniejsza fluorescencje
[9,19]. Postep techniczny umozliwit takze budowe mikro-
skopow ramanowskich, ktore staja sie coraz bardziej popu-
larne w laboratoriach biologicznych i medycznych.

Do otrzymania widma ramanowskiego stosuje sie dwie
gtowne techniki: dyspersyjna oraz z transformacja Fouriera
(FT). Roznia sie one dtugoscia fali promieniowania padaja-
cego oraz sposobem detekcji (Ryc. 3 i 4) [20]. W obu przy-
padkach sktadowa rayleighowska jest eliminowana przez
odpowiednie filtry. Spektrometry dyspersyjne (Ryc. 3) wy-
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korzystuja do wzbudzenia probki promieniowanie laserowe
z zakresu widzialnego, a do detekcji fotopowielacze (PMT)
lub - obecnie czesciej - detektory matrycowe CCD. Matryca
CCD jest dwuwymiarowym uktadem swiattoczutych detek-
torow potprzewodnikowych. Promieniowanie rozproszone
jest analizowane przez klasyczny monochromator. Nato-
miast spektrometry fourierowskie (Ryc. 4) zaopatrzone sa
w lasery pracujace w zakresie bliskiej podczerwieni, w kto-
rym detektory CCD sa nieprzydatne. Sygnat ramanowski
probki, stanowiacy zbidr rozproszonych fal o czestosciach
zmodyfikowanych przez oscylacje molekularne, zostaje
przeksztatcony przez interferometr w sygnat interferencyj-
ny. Ten z kolei po detekcji daje interferogram, ktory za-
wiera w sobie informacje o catym widmie oscylacyjnym. Do
rejestracji interferogramow stosowane sa detektory ger-
manowe (Ge) lub indowo-galowo-arsenowe (InGaAs). Reje-
stracje interferogramow powtarza sie wielokrotnie, czyli
wykonuje sie odpowiednia liczbe skandw, dodajac zdigita-
lizowane interferogramy w pamieci komputera. Stosunek
sygnatu do szumu rosnie z pierwiastkiem kwadratowym z
liczby skanow, a wiec akumulacja interferograméow zwiek-
sza czutos¢ metody. Na koncu komputer wykonuje trans-
formacje Fouriera, przeksztatcajac interferogram w kla-
syczne widmo oscylacyjne.

Obie te techniki rejestracji widm ramanowskich maja
swoje wady i zalety, a wybor jednej z nich powinien by¢
dostosowany do wtasciwosci analizowanej probki [17].
Gtowne zalety techniki fourierowskiej to brak przeszkadza-
jacej fluorescencji i duza doktadnos$c¢ okreslenia czestosci
pasm. Technika dyspersyjna charakteryzuje sie wieksza
czutoscia i rozdzielczoscia przestrzenna.

W spektroskopii Ramana stosuje sie obecnie wiele no-
wych technik, ktore przede wszystkim zwiekszaja czutosc
tej metody. Rezonansowa spektroskopia Ramana (Resonan-
ce Raman Spectroscopy, RRS) jest technika, w ktorej cze-
stos¢ wiazki monochromatycznej lasera jest dostrojona do
czestosci przejscia elektronowego analizowanego zwiazku,
co prowadzi do selektywnego wzrostu intensywnosci pasm
ramanowskich 10% - 10 razy w stosunku do klasycznej dys-
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Ryc. 4. Schemat spektrometru Ramana z transformacja Fouriera.

persyjnej spektroskopii Ramana [10]. W badaniach stosuje
sie rowniez powierzchniowo wzmocniong spektroskopie
Ramana (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS), w
ktorej mierzy sie rozproszenie ramanowskie czasteczek
zaadsorbowanych na powierzchni metalu lub metalicznego
zolu (gtownie srebra). Zjawisko wzmocnienia ttumaczy sie
dwoma roznymi mechanizmami: chemicznym i elektroma-
gnetycznym. SERS zwieksza intensywnos¢ sygnatu rama-
nowskiego 10° - 107 razy w stosunku do sygnatu otrzymywa-
nego w klasycznym  eksperymencie = ramanowskim
[10,17,19]. Wykorzystujac konfokalng mikroskopie rama-
nowska (Confocal Raman Microscopy) mozliwe jest wyko-
nanie widm z bardzo matego, precyzyjnie wybranego ob-
szaru probki (ok. 1 pm?). Dzieki mozliwosciom jakie daje
mikroskop konfokalny uzyskuje sie przekroje optyczne ba-
danych materiatow, obrazy tréjwymiarowe oraz wizualiza-
cje komorek i fragmentow tkanek [10,20]. Ciekawa, stoso-
wana m.in. w obrazowaniu technika jest wymuszona (nieli-
niowa) antystokesowska spektroskopia Ramana (Coherent
Antistokes Raman Spctroscopy, CARS). Technika ta bazuje
na wymuszonym rozproszeniu ramanowskim, gdzie do
wzbudzenia probki wykorzystuje sie dwie wiazki promie-
niowania. Wymuszone antystokesowskie rozproszenie Ra-
mana jest kilka rzedow wielkosci silniejsze niz rozprosze-
nie spontaniczne. Mimo to, nie jest jeszcze wystarczajaco
czute do wszystkich zastosowan biologicznych i medycz-
nych. Wobec tego CARS wykorzystywane jest gtownie do
analizy substancji, ktore wystepuja w duzej ilosci w prob-
kach biologicznych, w szczegdlnosci lipidow [21]. Ponadto,
testowano zastosowanie tej metody w diagnostyce me-
dycznej in vivo choréb skory lub podczas zabiegow me-
dycznych [22].
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3. Zastosowanie spektroskopii Ramana
3.1. Diagnostyka miazdzycy

Miazdzyca jest przewlekta choroba charakteryzujaca
sie zmianami zwyrodnieniowymi - powstajacymi w btonie
srodkowej i wewnetrznej tetnic - prowadzacymi do zweze-
nia $wiatta tetnic oraz zmniejszenia ich elastycznosci.
Zwezenie Swiatta tetnic jest wynikiem odktadania sie bla-
szek cholesterolu na wewnetrznej stronie naczyn, nato-
miast spadek elastycznosci nastepuje w wyniku odktadania
wapnia. Za przyczyny choroby uwazane sa: siedzacy tryb
zycia, dieta bogata w cholesterol oraz dziedziczna skton-
nos¢ do rozwoju miazdzycy. Miazdzyca jest chorobg bardzo
niebezpieczna, poniewaz w wyniku rozrostu blaszek miaz-
dzycowych lub ich pekniecia moze dojs¢ do zatoréw, a na-
wet zamkniecia $wiatta tetnicy, co prowadzi do powaznych
konsekwencji zdrowotnych. Z powodu miazdzycy i zwiaza-
nych z nig komplikacji umiera niemal 20% mieszkancow
krajow wysokorozwinietych [23].

Obecne techniki diagnozowania i obrazowania miazdzy-
¢y, jak m.in. angiografia czy obrazowanie metoda magne-
tycznego rezonansu jadrowego (MRI), umozliwiaja jedynie
ocene anatomii blaszki miazdzycowej. Angiografia, uwaza-
na za tzw. ,ztoty standard” w diagnostyce chordb naczyn
wiencowych, pozwala oceni¢ stopien zwezenia naczyn, nie
dostarcza jednak chemicznych i morfologicznych informa-
cji o blaszkach miazdzycowych. Natomiast przeprowadzone
badania pokazuja, ze to sktad chemiczny i morfologia, bar-
dziej niz anatomia (stopien zwezenia tetnic), okreslaja
niestabilnos¢ blaszek miazdzycowych i pozwalaja przewi-
dzie¢ rozwdj choroby oraz ryzyko zagrazajacych zyciu
komplikacji, takich jak: zakrzepica tetnic wiencowych czy
ostre krwawienia jako nastepstwo pekniecia ptytki miaz-
dzycowej [9,24]. Spektroskopia Ramana jest obiecujaca
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metoda diagnostyczng obrazowania tetnic wiencowych,
poniewaz oba osadzajace sie w $wietle naczynia krwiono-
sSnego sktadniki - cholesterol i zwiazki wapnia - daja rozne
widma Ramana. Analizujac widmo ramanowskie naczyn
tetniczych mozliwe jest wiec okreslenie czy naczynia sg
zdrowe, czy posiadaja pierwsze, cholesterolowe blaszki
miazdzycowe, czy tez jest to miazdzyca zaawansowana,
gdzie blaszki sg juz zwapniate.

Spektroskopia Ramana jest metoda o potencjalnych
mozliwosciach wykorzystania w badaniach diagnostycznych
miazdzycy naczyn wiencowych przeprowadzanych in vivo.
Przemawiajg za tym przede wszystkim mozliwosci szybkie-
go zbierania danych i niemal natychmiastowe otrzymanie
wyniku. W kilku pracach zaprezentowano, ze na podstawie
matematycznego modelu poréwnywania miedzy naczyniem
zdrowym a miazdzycowo zmienionym, mozna z widm Ra-
mana uzyskac ilosciowa informacje o chemicznym sktadzie
komponentéw powodujacych zwezenie tetnic [11,23].
Technika ta daje nie tylko mozliwos¢ sklasyfikowania
zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych, dostarcza
rowniez informacji o cechach morfologicznych, takich jak
obecnos¢ komorek piankowatych, zmian martwiczych i
krysztatow cholesterolu, ktore moga by¢ uzyte do oceny
niestabilnosci blaszek, przewidywania postepu choroby i
mozliwosci wystapienia groznych komplikacji (np. ostrego
zespotu wieficowego) [24].

Jedne z pierwszych widm naczyn tetniczych metoda
spektroskopii Ramana wykonali Rava i in. [25] przypisujac
charakterystyczne pasma elementom strukturalnym budu-
jacym naczynia. De Paula i in. [23] przypisali w widmie
ramanowskim zdrowej tetnicy dominujace pasma przy
1660, 1452 i 1260 cm™" biatkom strukturalnym: kolagenowi i
elastynie. W przypadku widma tetnicy z blaszkami miaz-
dzycowymi wystepuja pasma 1442 i 1665 cm™ cholesterolu
i jego estrow, gtownych budulcow blaszek miazdzycowych.
Widmo Ramana zwapniatych blaszek miazdzycowych wyka-
zuje znaczne roznice w stosunku do dwoch poprzednich -
gtowne pasma: 962 i 1073 cm” pochodza od zwiazkéw
wapnia [23].

Przytoczone przyktady pokazuja, ze spektroskopia Ra-
mana jest obiecujaca metoda w szybkiej, bezbolesnej i
nieinwazyjnej diagnostyce miazdzycy in vivo.

3.2. Diagnostyka osteoporozy

0Od 2005 roku [26-29] pojawiaja sie doniesienia 0 moz-
liwosci wykorzystania spektroskopii Ramana w diagnostyce
osteoporozy. W standardowej procedurze diagnostyki oste-
oporozy materiat uzywany do badan pochodzi z kosci (ba-
danie gestosci kosci), natomiast Towler i in. [26-29] wyko-
rzystali do badan nietypowy materiat - ptytke paznokci.
Prace grupy Towlera wykazaty, ze ilos¢ wigzan disiarczko-
wych w paznokciach osob chorych na osteoporoze jest
mniejsza niz w paznokciach osdb zdrowych. Wyniki takie
nasuwaja przypuszczenie, ze istnieje korelacja miedzy me-
chanicznymi i chemicznymi wtasciwosciami kosci i ptytki
paznokci [30]. Sugeruje to, ze zmiany w macierzy orga-
nicznej kosci, a wiec w jej gtownym biatku budulcowym
kolagenie, maja swoje odbicie w strukturze keratyny - po-
krewnego biatka bedacego sktadnikiem paznokci. Kolagen i
keratyna, pomimo ze sa réznymi biatkami, maja jedna
wspolng ceche: duza zawartos¢ reszt cysteinowych i w
zwiazku z tym duza ilos¢ wiazan disiarczkowych warunku-
jacych wytrzymatos¢ tkanek. Z badan Dittmara i in. [31]
wiadomo natomiast, ze ilos¢ siarki w ptytce paznokci pozo-
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staje stata niezaleznie od wieku. Zatem liczba ,,miejsc”, w
ktorych moga utworzy¢ sie wigzania S-S jest stata, ale u
osoby chorej na osteoporoze liczba tych wigzan maleje w
poréwnaniu z osoba zdrowa. Na widmie ramanowskim pa-
znokci 0s6b chorych nastepuje wiec obnizenie intensywno-
sci pasma, charakterystycznego dla drgan rozciagajacych
wiazania S-S przy ok. 510 cm™ w stosunku do wartosci
otrzymanej dla osob zdrowych.

3.3. Diagnostyka i monitorowanie leczenia choréb skory

Mozliwe jest rowniez wykorzystanie spektroskopii Ra-
mana w diagnostyce i analizie biochemicznej niektorych
chorab skory.

Spektroskopie Ramana w potaczeniu ze spektroskopia
fluorescencyjna zastosowano w diagnostyce in vivo bielac-
twa nabytego. Bielactwo nabyte jest przewlekta choroba
polegajaca na depigmentacji fragmentow skory na skutek
wymierania komorek barwnikowych skory - melanocytow.
Doktadny mechanizm powstawania plam bielaczych nie jest
znany. Teorie powstawania tych zmian koncentruja sie na
trzech mechanizmach: autoimmunologicznym, autocyto-
toksycznym i zwiazanym z uktadem nerwowym (neurogen-
ny). Schallreuter i wspotpracownicy [32] donosza, ze wyko-
rzystujac spektroskopie Ramana z transformacja Fouriera
zidentyfikowali obecnos¢ nadtlenku wodoru (H,0;) w ste-
zeniu milimolowym w skorze osoby chorej (zaréwno w ob-
szarze objetym pigmentacja jak i poza nim). Dodatkowo
wykorzystujac spektroskopie fluorescencyjna wykryli spo-
wodowane przez H,0; utlenianie reszt tryptofanowych w
obszarze depigmentacji (co prowadzi do zniszczenia komo-
rek melanocytéw). Otrzymane wyniki stanowig potwier-
dzenie dla teorii autocytotoksycznej (wedtug ktorej znisz-
czenie melanocytow powoduje jakis czynnik obecny w tych
komorkach - w tym przypadku H,0,) i wskazujg efektywna
metode diagnostyki bielactwa.

Spektroskopie Ramana w potaczeniu z mikroskopem
konfokalnym oraz spektroskopia w podczerwieni wykorzy-
stano do scharakteryzowania tuszczycy in vitro. Jest to
przewlekta choroba skory z tendencja do samoistnego
ustepowania objawow i ich nawrotow. Jej charakterystycz-
na cecha jest wystepowanie tuszczacych sie wykwitow.
Bernard i in. [33] badali warstwe rogowa skory odpowie-
dzialng za przepuszczalnos¢ naskorka. W przypadku pa-
cjentow cierpiacych na tuszczyce stwierdzono zwiekszong
przepuszczalnos¢ i spadek grubosci warstwy rogowej na-
skorka w poréwnaniu do osob zdrowych. Ta korelacja jest
istotna w lepszym zrozumieniu patogenezy choroby, a po-
nadto moze znalez¢ zastosowanie w monitorowaniu kli-
nicznego leczenia tuszczycy i przewidywania nawrotu ob-
jawow choroby [33].

Spektroskopia Ramana umozliwia rowniez badanie wie-
lu sktadnikow skory cztowieka: fosfodiesteraz, DNA czy ke-
ratyny - rozszerzajac tym samym mozliwosci dalszego jej
wykorzystania.

3.4. Diagnostyka choréb nowotworowych

Choroba nowotworowa jest jedna z najczestszych cho-
rob wspotczesnego spoteczenstwa, atakujaca roézne narza-
dy. Jej najniebezpieczniejsza postacia jest nowotwor zto-
sliwy charakteryzujacy sie szybkim wzrostem i zdolnoscia
rozprzestrzeniania sie (tworzenia przerzutow). Przerzuty
powstaja wtedy, gdy komorki nowotworowe, wedrujac z
krwia, daja poczatek nowemu ognisku nowotworowemu
nawet w odlegtych tkankach. Leczenie nowotwordw jest
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problematyczne ze wzgledu na czesty brak dostatecznych
informacji o rodzaju zmian nowotworowych i ich szybkim
rozwoju po wyjsciu z okresu utajenia. Stale prowadzone sa
badania nad rdéznego rodzaju terapiami, m.in. chemiotera-
pia - polegajaca na podawaniu lekéw toksycznych dla ko-
morek nowotworowych, tzw. cytostatykow. Wraz ze wzra-
stajaca iloscia nowosyntetyzowanych lekéw o potencjal-
nym dziataniu antynowotworowym niezbedne jest opraco-
wanie metod wstepnej, szybkiej i rzetelnej oceny ich dzia-
tania. Badanie takie mozna prowadzi¢ zaréwno in vitro, jak
i in vivo. Jednak ze wzgledu na wigksza prostote, mniejsza
czasochtonnos¢ i nizszy koszt, efektywniej prowadzi¢ je in
vitro [34]. W tym kontekscie bardzo przydatne sg takie
metody spektroskopowe jak: spektroskopia Ramana (w tym
SERS), NMR, IR, UV/Vis, fluorescencyjna czy krystalografia
rentgenowska.

Bardzo trudno jest diagnozowac roznego rodzaju nowo-
twory. Rak jest skutkiem mutacji w genach kodujacych
biatka. Poczatkowy okres choroby jest dtugi i utajony, a to
ogranicza mozliwosci diagnostyczne, wskutek czego pa-
cjent dowiaduje sie o chorobie z reguty, gdy jest ona juz w
powaznym stadium. W wyniku postepu procesu nowotwo-
rowego zmienia si¢ morfologia i biochemia tkanki. Bioche-
miczne markery komorek rakowych, takie jak: specyficzne
biatka, enzymy, hormony, moga by¢ analizowane za pomo-
ca spektroskopii Ramana poprzez poréwnanie komorek
zdrowej i potencjalnie chorej tkanki [35].

»Ztoty standard” w badaniu patologicznych zmian, to
obecnie badanie histopatologiczne tkanek. Jednak pobra-
nie materiatu biopsji i jego zbadanie jest czasochtonne,
ponadto istnieje ryzyko pobrania niereprezentatywnej
probki. Stad zainteresowanie metodami spektroskopowymi
- szybkimi, nieinwazyjnymi, wykonywanymi in situ. Widmo
otrzymane przy ich uzyciu z jakiejkolwiek tkanki zawiera
informacje histologiczne i biochemiczne [1].

Spektroskopia Ramana, jako metoda diagnostyki raka,
stata sie przedmiotem zainteresowania wielu grup naukow-
cow. Przeprowadzono szereg badan pod katem wykorzy-
stania tej metody w diagnostyce nowotworéw m.in. piersi
[12,36-38], gardta [39], ptuc [2,35], skory [40], jelita gru-
bego [41], nerek [42], szyjki macicy [43] i wielu innych.
Niemal w kazdym przypadku otrzymane wyniki sa bardzo
obiecujace, potwierdzaja duze mozliwosci, jakie spektro-
skopia Ramana daje w diagnostyce choréb nowotworowych
in vitro, ale co wazniejsze rowniez in vivo. W ramach tego
opracowania przytoczono tylko kilka przyktadow przepro-
wadzonych w tym zakresie badan.

Huang i in. [35] w swoich badaniach wykorzystali spek-
troskopie Ramana z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) do
diagnostyki raka ptuc. Skoncentrowali sie na poszukiwaniu
techniki stuzacej odrdznieniu tkanki zdrowej od nowotwo-
rowo zmienionej. Badania przeprowadzone byty in vitro.
Uzywajac spektrometru dyspersyjnego NIR-Raman wyposa-
zonego w laser 785 nm juz po 5 sekundach otrzymano do-
brej jakosci widma. W zarejestrowanych widmach wyste-
powaty istotne réznice. Dla tkanki nowotworowo zmienio-
nej mniejsza intensywnos¢ miaty pasma charakterystyczne
karotenoidow, a wieksza kwasow nukleinowych, w porow-
naniu z tkanka zdrowa. Rowniez ksztatty pasm otrzyma-
nych dla tkanki zdrowej i objetej procesem nowotworo-
wym byty rézne - gtownie dla drgan wigzan biatek i lipidow
oraz drgan rozciagajacych grupy CH kwasow nukleinowych,
czyli w zakresach 1000-1100, 1200-1400 i 1500-1700 cm™.
Dobre rozrdéznienie miedzy tkanka zdrowa a nowotworowo
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zmieniong stanowi réznica intensywnosci pasm przy 1445 i
1655 cm™". Otrzymane wyniki wskazuja na mozliwos¢ wyko-
rzystania spektroskopii Ramana z zakresu bliskiej podczer-
wieni w diagnostyce raka ptuc.

Lin i in. [39] wykorzystali spektroskopie Ramana w ba-
daniach nowotworu gardta. Wykonano analize 94 probek:
22 zdrowej tkanki, 72 pochodzacych z guzéw nowotworo-
wych. W widmach tkanek zdrowych i nowotworowo zmie-
nionych wida¢ znaczne réznice w intensywnosci pasm przy
2845 i 2880 cm™ (drgania rozciagajace CH; lipidow), ktére
sg intensywniejsze dla chorej tkanki oraz pasm 2920 (drga-
nia rozciagajace CH; lipidéw) i 2940 cm™ (drgania rozciaga-
jace CHs; biatek) intensywniejszych dla zdrowej tkanki.
Otrzymane wyniki dowiodty duzej wrazliwosci (ok. 90 %) i
specyficznosci (ok. 91 %) spektroskopii Ramana jako meto-
dy diagnostycznej raka gardta.

Abramczyk i in. [12,36-38] w swojej pracy skoncentro-
wali sie na diagnostyce raka piersi. Wykazano, ze spektro-
skopia Ramana jest bardzo dobra metoda stuzaca rozroz-
nieniu tkanek piersi zdrowej i objetej nowotworem tagod-
nym lub ztosliwym. Tylko w widmie zdrowej tkanki widac
pasma drgan rozciagajacych C-C (1150 cm™), C=C (1520
cm™) karotenoidéw oraz symetrycznych i asymetrycznych
drgan rozciagajacych C-H lipidéw (2850-2940 cm™), a brak
ich w widmach tkanek nowotworowych. Ponadto fluore-
scencja tkanki objetej nowotworem ztosliwym jest znacz-
nie wyzsza niz fluorescencja tkanki zdrowej czy z nowo-
tworem tagodnym [12,37]. Otrzymane rezultaty wskazuja,
ze w spektroskopii Ramana zestawienie intensywnosci
pasm lipidow i karotenoidéow oraz fluorescencji probki,
stanowi kluczowy element w diagnostyce nowotworu zto-
sliwego piersi ta metoda [37]. Grupa Abramczyk przepro-
wadzita réwniez obrazowanie ramanowskie tkanek piersi
zmienionych nowotworowo. Stwierdzono, ze sktad kwasow
ttuszczowych w nowotworowo zmienionej tkance piersi
jest inny w poréwnaniu do otaczajacych zdrowych tkanek.
W nowotworowej tkance piersi w przewadze wystepuja
produkty metabolizmu kwasu arachidonowego, podczas gdy
w tkance zdrowej dominuja jednonienasycone pochodne
kwasu oleinowego. Sugeruje to, ze niektdre produkty me-
tabolizmu kwasow ttuszczowych moga brac¢ udziat w proce-
sie karcynogenezy [36,38]. Pokazano, ze spektroskopia
Ramana jest dobra metoda obrazowania bez potrzeby sto-
sowania kontrastu, umozliwiajaca rozroznienie tkanki no-
wotworowej od zdrowej [38].

Gniadecka i in. [40] podjeli sie diagnostyki najczesciej
wystepujacej postaci raka skory, raka podstawnokomorko-
wego skory (basal cell carcinoma, BCC), wykorzystujac
spektroskopie Ramana z zakresu bliskiej podczerwieni. Wy-
konano widma ramanowskie probek skory zdrowej i objetej
choroba, dla ktorych wczesniej przeprowadzono badania
histopatologiczne. Wyniki badan spektroskopowych wskazu-
ja na zmiany w strukturze biatek i lipidow w probkach sko-
ry objetej procesem nowotworowym. Roznice spektralne
miedzy widmami zdrowej i chorej tkanki obserwowane sa
na pasmach charakterystycznych biatek: amid | (1640-1680
cm™), amid 1l (1220-1300 cm™) i vcc (928-940 cm™) oraz
lipidow: 8(CH,) - (1420-1450 cm™) i skrecajacych -(CHy)n-
(ok. 1300 cm™). Ponadto miedzy tkanka chora a zdrowa
wystepuje réwniez réznica w obszarze 840-860 cm™, co
odpowiada réznicom w strukturze polisacharydéw. Podsu-
mowujac - analizujac w widmie ramanowskim pola po-
wierzchni pasm w zakresach: 1230-1360, 900-990 i 830-900
cm™ mozliwe jest petne rozréznienie miedzy skéra zdrowa
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a chora na raka podstawnokomorkowego (Tabela 1). Zapre-
zentowane wyniki pozwalaja postrzegac spektroskopie Ra-
mana jako obiecujace narzedzie rowniez w diagnostyce tej
jednostki chorobowej.

Tabela 1. Poréownanie pél powierzchni pasm w widmie rama-
nowskim w odpowiednich zakresach dla skory zdrowej i chorej
na raka podstawnokomorkowego [40].

Pola powierzchni pasm w

widmie w danym zakresie Skora zdrowa Rak podstawno-

komérkowy skory

[em™]

(1290-1360)/(1230-1290) 0,29 (0,22-0,36) 1,37 (1,21-1,54)
900-990 0,20 (0,17-0,22) 0,10 (0,08-0,12)
830-900 1,16 (0,14-0,18) 0,07 (0,04-0,10)

Rak szyjki macicy jest jedna z najczestszych chordb
nowotworowych wsrdd kobiet w krajach rozwinietych i
rozwijajacych sie. Wykorzystaniem spektroskopii Ramana
do badania tego nowotworu zajeli sie Krishna i in. [43].
Widmo zdrowej tkanki nabtonkowej szyjki macicy charak-
teryzuje sie silnym i szerokim pasmem amid | (ok. 1655
cm’™), szerokim pasmem amid Ill (ok. 1250-1384 cm™) oraz
ostrymi pasmami przy 853 i 938 cm™, ktére prawdopodob-
nie pochodza od drgan biatek strukturalnych takich jak ko-
lagen. Charakterystycznymi cechami widma nowotworowo
zmienionej tkanki szyjki macicy w stosunku do widma
tkanki zdrowej sa: stabsze i bardziej ostre pasmo amid I,
przesuniecie pasma pochodzacego od drgan grupy CH; oraz
ostrzejsze pasmo amid Ill. Obserwowane zmiany wiaza sie
prawdopodobnie ze zwigkszeniem ilosci kwasu deoksyrybo-
nukleinowego, lipidow i niekolagenowych biatek w komor-
kach szyjki macicy objetych procesem nowotworowym. Dla
przeprowadzonych badan wykonana zostata rowniez anali-
za gtownych sktadowych (jedna ze statystycznych metod
analizy czynnikowej), co potwierdzito, ze spektroskopia
Ramana jest dobra metoda rozrdéznienia zdrowej i nowo-
tworowo zmienionej tkanki szyjki macicy [43].

Rak jelita grubego jest jednym z najciezszych nowo-
twordw, powodujacym w Polsce smierc¢ prawie 80% choru-
jacych na niego pacjentow. Badaniem przesiewowym w
kierunku nowotworu jelita grubego jest badanie na krew
utajona w kale. W przypadku pozytywnego wyniku badania
niezbedne jest kolejne - kolonoskopia, dla pacjentow bar-
dzo stresujace i nieprzyjemne badanie, obarczone dodat-
kowo ryzykiem pobrania niereprezentatywnej probki.
Optyczna biopsja z wykorzystaniem spektroskopii Ramana

wydaje sie wiec korzystna alternatywa. Widjaja i in. [41]
przy wykorzystaniu spektroskopii Ramana z zakresu bliskiej
podczerwieni w potaczeniu z odpowiednim programem sta-
tystycznym, sklasyfikowali rozne rodzaje probek tkanek
jelita grubego: zdrowych, z polipami i z gruczolakorakiem.
Zarejestrowano widma Ramana w zakresie 1800-800 cm™, a
gtowne analizowane pasma wystepuja ok. 875, 1002, 1090,
1267, 1320, 1445, 1605, 1655 i 1740 cm™. Zarejestrowano
diagnostyczne roznice w intensywnosci, potozeniu i ksztat-
cie pasm miedzy zdrowymi a chorymi tkankami (Ryc. 5).
Rdznice te sg skutkiem zmian w sktadzie biochemicznym i
strukturze tkanek, ktore zachodza wraz z postepem proce-
su patologicznego.

Spektroskopia Ramana wydaje sie wiec stanowic obie-
cujace, alternatywne narzedzie w diagnostyce raka, umoz-
liwia odroznienie zdrowych tkanek od zmienionych nowo-
tworowo. Ponadto, w niektorych przypadkach, umozliwia
réznicowanie miedzy postacia tagodna a ztosliwag nowotwo-
ru [37].

3.5. Inne zastosowania

Za pomoca spektroskopii Ramana mozna badac réwniez
biatg i szara istote mozgu. Ta metoda uzyskuje sie istotne
informacje w diagnostyce takich chordb, jak choroba Par-
kinsona czy Alzheimera, poprzez poréwnanie miedzy tkan-
ka zdrowa i objeta choroba [44]. Wykonujac badania post
mortem tkanki mozgowej osoby cierpiacej na Alzheimera,
stwierdzono obecno$¢ sygnatu przy 1628 cm™ pochodzace-
go od biatka B-amylazy, podejrzewanego o wywotanie cho-
roby Alzheimera [45].

Spektroskopia Ramana moze by¢ stosowana rowniez w
diagnostyce kamicy nerkowej. Pozwala na wykrycie kamie-
ni zaréwno typu szczawianowego, jak i powstatych w wyni-
ku redukcji cysteiny do cystyny. Dla tych drugich otrzymu-
jemy widma z sygnatami charakterystycznymi dla cystyny:
498 cm™ pochodzacym od drgan wiazan S-S i 677 cm™ od
drgan rozciagajacych wiazan C-S [46]. Analiza ta dostarcza
szybkich i rzetelnych informacji o rodzaju powstatych ka-
mieni.

4. Podsumowanie

Spektroskopia Ramana staje sie uznana i szeroko wyko-
rzystywana metoda analizy biochemicznej tkanek i diagno-
styki chordb. Techniki: spektroskopia Ramana z transfor-
macja Fouriera oraz powierzchniowo wzmocniona spektro-
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Ryc. 5. Widma Ramana tkanek jelita grubego: zdrowej (Normal), z polipami (Polyps), z gruczolakorakiem (Cancer) [41].
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skopia Ramana, umozliwity techniczny rozwo6j metody i
otworzyty nowe pola jej wykorzystania, przezwyciezajac
takie problemy, jak fluorescencja probek czy niska czutos¢
metody. Widmo ramanowskie dostarcza bogatej informacji
o chemicznym sktadzie probek biologicznych, pozwala na
identyfikacje takich makromolekut, jak kwasy nukleinowe,
biatka czy lipidy na podstawie ich charakterystycznych
pasm.

Na uwage zastuguje fakt, ze wiele prac powstaje we
wspotpracy naukowcow ze srodowiskiem lekarskim. Kilka
grup badaczy podjeto proby wykorzystania spektroskopii
Ramana w diagnostyce in vivo [32]. Otrzymane wyniki sa
obiecujace, niemniej jednak wymagaja jeszcze szeroko
zakrojonych badan. Niezaprzeczalne jest jednak to, ze
wdrozenie spektroskopii Ramana jako metody diagnostycz-
nej przyspieszytoby badania, a co za tym idzie umozliwito
zbadanie wiekszej liczby pacjentow w tym samym czasie,
obnizytoby koszty, a w przypadku niektorych choréb zwiek-
szyto jakos¢ zycia pacjenta poprzez unikniecie bolesnych i
nieprzyjemnych badan.

5. Wykaz skrotow

CARS  (ang. Coherent Antistokes Raman Spctroscopy) wymuszo-
na (nieliniowa) antystokesowska spektroskopia Ramana;

CCD (ang. Charge Coupled Device) detektor CCD, pétprzewod-
nikowy odbiornik promieniowania, gtéwnie z zakresu wi-
dzialnego;

DNA  kwas deoksyrybonukleinowy;

FT (ang. Fourier transform) transformacja Fouriera;

IR (ang. Infrared) spektroskopia w podczerwieni;

MRI (ang. magnetic resonance imaging) obrazowanie metoda
rezonansu magnetycznego;

NIR (ang. Near Infrared) spektroskopia w zakresie bliskiej
podczerwieni;

PMT  (ang. photomultipliers) fotopowielacz;

RRS (ang. Resonance Raman Spectroscopy) rezonansowa
spektroskopia Ramana;

SERS  (ang. Surface Enhanced Raman Spectroscopy) powierzch-
niowo wzmocniona spektroskopia Ramana.
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