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Biofotonica biedt de mogelijkheid om 

biologische en biochemische processen 

met optische technieken te onderzoeken 

en op die manier zowel de diagnose als 

de behandeling van wijdverspreide ziektes 

zoals kanker en infecties te optimaliseren. 

Dit uitgebreide interdisciplinaire onder-

zoeksgebied zal de komende jaren onge-

twijfeld voor belangrijke omwentelingen 

zorgen. In dit artikel wordt deze evolutie 

geïllustreerd aan de hand van drie toepas-

singen van biofotonica die zich situeren in 

de domeinen van de biochemische analyse, 

materiaalkarakterisatie en biomedische 

beeldvorming.
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Begin jaren ’90 werd het idee gelanceerd om bio-
chemische analyses te regelen in vloeistofkanalen 
op silicium chips, gefabriceerd met lithografische 

technieken uit de micro-elektronica industrie. Het ver-
kleinen van de klassieke kanaaldiameter van enkele mil-
limeter naar enkele honderden micrometer of zelfs klei-
ner op chip, reduceert niet alleen de grootte van het 
systeem en het verbruik van reagentia en stalen, maar 
verbetert ook de performantie en de snelheid van de 
toegepaste technieken met minstens twee grootteor-
des  [1]. Vandaag zijn allerlei bouwstenen, zoals micro-
pompen en -kleppen, in verschillende materialen (silici-
um, glas en plastic) beschikbaar en is een doorgedreven 
integratie in een microlaboratorium, de lab-on-a-chip, 

mogelijk. Waar traditioneel biochemische analyses uitge-
voerd worden door laboranten in gespecialiseerde labo’s, 
verlopen met een lab-on-a-chip alle stappen automa-
tisch op een oppervlak van slechts enkele vierkante cen-
timeter. Deze chips lenen zich dan ook uitstekend voor 
het bouwen van draagbare instrumenten en zijn nuttig 
in alle toepassingen waar snelle on-site metingen belang-
rijk zijn. Eenvoudige diagnostische testen bijvoorbeeld 
zouden uitgevoerd kunnen worden door een arts aan 
het bed van de patiënt zodat de resultaten onmiddellijk 
beschikbaar zijn. Naast deze point-of-care metingen, 
situeren toepassingen zich ook in environmental monito-
ring (opsporen van grondwatervervuiling of biowapens), 
forensische geneeskunde en voedselkwaliteitscontrole. 

Micro-fotonica in biomedi sche toepassingen
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Om het resultaat van een biochemische analyse te bepa-
len, moeten de moleculen uiteindelijk gedetecteerd en 
gekwantificeerd worden. Sinds het ontstaan van het lab-
on-a-chip is een goede detectie dan ook één van de gro-
te uitdagingen. Vaak worden optische technieken toe-
gepast waarbij absorptie of fluorescentie van moleculen 
gemeten wordt. Fluorescentiemetingen zijn heel gevoe-
lig en selectief, maar meestal is een extra preparatiestap 
vereist om de doorgaans niet fluorescente biomoleculen 
van een fluorescent label te voorzien. Absorptiemetingen 
zijn minder gevoelig maar hebben deze labeling niet no-
dig. Tot op heden zijn enkel klassieke microscopen vol-
doende gevoelig om de kleine hoeveelheden moleculen 
in de nanoliter detectievolumes op chips te detecteren. 

Micro-fotonica in biomedi sche toepassingen
Deze instrumenten zijn echter te groot en te duur voor 
integratie in draagbare apparaten. Er is dan ook een gro-
te vraag naar efficiënte, kleine en goedkope optische 
detectie-eenheden. 
Recent werden zo in de vakgroep Toegepaste Natuur
kunde en Fotonica aan de Vrije Universiteit Brussel (VUB-
TONA) detectiesystemen ontwikkelt m.b.v. plastic micro-
optische bouwstenen en optische vezels. Hierbij wordt 
gestreefd naar een sterke integratie van de optica rond 
de vloeistofkanalen en wordt getracht een hoge gevoe-
ligheid te realiseren tegen een beperkte kostprijs. Het 
werkingsprincipe van twee systemen, elk geoptimaliseerd 
voor het meten van fluorescentie en absorptie van mole-
culen in een specifiek type kanaal, werd aangetoond. 
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In een eerste systeem wordt m.b.v. een plastic micro-
optische lichtkoppelaar de absorptie van moleculen in 
een silicium microfluidische chip gemeten (figuur 1) [2]. 
Door middel van lichtreflecties op de koppelaar en de 
kanaalzijwanden, wordt het excitatielicht efficiënt in en 
uit het kanaal gespiegeld om zo de moleculen te exci-
teren en hun absorptie te meten. In deze configuratie 
wordt een lang gebied gerealiseerd waarin het licht kan 
interageren met de mogelijk aanwezige moleculen (gro-
te optische padlengte van 1.5 millimeter), zodat uiterst 
lage hoeveelheden moleculen gemeten kunnen worden. 
Aangezien het micro-optische gedeelte ontkoppeld kan 
worden van de microfluidische chip, kunnen verschillen-
de koppelaars eenvoudig gecombineerd worden om pa-
rallel op verschillende plaatsen op een chip te meten en 
kan een flexibel apparaat gebouwd worden dat voor al-
lerlei types chips gebruikt kan worden. 

In het tweede systeem worden moleculen geëxciteerd 
via plastic refractieve microlenzen en worden ze ge-
detecteerd in standaard glazen capillairen, die o.a. in 
chromatografische toepassingen gebruikt worden (fi-
guur 2) [3]. De microlenzen zijn volledig geïntegreerd rond 
het capillaire microkanaal en zijn daardoor ook automa-
tisch uitgelijnd - er is dus geen actieve alignatie meer 
nodig. De optische padlengte wordt bepaald door de 
binnendiameter van het capillair (typisch slechts 20 tot 
150 micrometer) en de gevoeligheid van absorptieme-
tingen is daardoor lager dan in het vorige systeem. De 
bedoeling van deze plastic detectie-eenheid is echter om 
met één systeem een grote variatie aan concentraties te 
kunnen detecteren. In deze opstelling worden daarom 

absorptiemetingen van vrij hoge concentraties van mo-
leculen gecombineerd met gevoelige fluorescentieme-
tingen van uiterst lage concentraties van moleculen, die 
dan wel eerst gelabeld moeten worden. 
De eerste stappen naar geïntegreerde micro-optische de-
tectiesystemen zijn gezet en momenteel worden deze sy-
stemen getest in verschillende praktische toepassingen, 
waaronder de detectie van chromatografische scheidin-
gen en de karakterisatie van smeermiddelen in industri-
ële machines. Dit biedt de mogelijkheid om de robuust-
heid en reproduceerbaarheid van deze systemen verder 
te optimaliseren, wat de weg zal openen naar integratie 
in klinische diagnostische lab-on-a-chip apparaten, die in 
de toekomst ongetwijfeld hun intrede zullen doen in elk 
dokterskabinet. 

Voelen met licht

Optische vezels kunnen eveneens ingeschakeld worden 
als zeer gevoelige sensoren in biomedische toepassin-
gen. De zogenaamde optische vezelsensoren steunen op 
de meting van hoe de eigenschappen van een lichtsig-
naal, dat zich doorheen de optische vezel voortplant, ge-
wijzigd worden onder invloed van fysische grootheden 
die inwerken op de optische vezel, zoals de temperatuur, 
hydrostatische druk en/of mechanische rek. Deze senso-
ren hebben een aantal welgekende voordelen zoals hun 
ongevoeligheid voor elektromagnetische interferentie, 
hun zeer kleine dimensies, hun uiterst laag gewicht en 
de mogelijkheid om vele sensoren met slechts één en-
kele optische vezel gelijktijdig uit te lezen. In de volgen-
de paragrafen illustreren we de inzet van optische ve-
zelsensoren voor twee verschillende toepassingen in het 
biomedische domein. Deze sensoren steunen op zoge-
naamde Bragg-roosters aangebracht in de kern van een 
optische vezel (zie kaderstuk Bragg roosters). 
Zulke sensoren worden vooreerst toegepast in de span-
ningsanalyse in dentale cementen. Tijdens het uithar-
den van tandcement induceert het polymerisatieproces 
krimp in het cement. De daaruitvolgende opbouw van 
spanning tussen dentine en porselein facings kan leiden 
tot overmatige gevoeligheid van de tanden en moge-
lijk tot scheuren van het porselein. Om de opbouw van 
spanning in de tijd te karakteriseren en om de hoeveel-
heid krimp te meten wordt een optische vezel met Bragg 
rooster in het tandheelkundig cement ingebed (figuur 4). 
De wijziging van de Bragg golflengte in de tijd geeft de 
dynamiek van de spanningsopbouw weer en laat toe op 
herhaalbare wijze de optimale uitharding vast te leggen. 

Een netwerk van optische vezels met Bragg rooster sen-
soren kan ook ingebed worden in vervormbare poly-
meerlagen. Aldus verkrijgen we een soepele en rekbare 
huidachtige laag die gevoelig is voor aanraking, druk of 
vervorming en die bijvoorbeeld in staat is om bij bed-
legerige patiënten drukpunten te detecteren ter vermij-
ding van ligwonden. De gevoelige polymeerlaag kan 
eveneens deel uitmaken van een vestje dat ademhalings-
cycli kan opvolgen door de vervorming van thorax of ab-
domen waar te nemen. 

Figuur 1: 
Schematische voor-

stelling van het  
werkingsprincipe van 

de plastic micro- 
optische lichtkop-

pelaar om absorptie 
van moleculen te 

meten in een silicium 
microfluidische chip. 

Figuur 2: Detectie-
opstelling met  

geïntegreerde plastic 
refractieve microlenzen 

voor het meten 
van fluorescentie 

en absorptie in een 
capillair.
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De mantel van de vezel bestaat echter uit een rooster 
van luchtholtes, die langs de gehele lengte van de vezel 
lopen (figuur 5).
Het patroon van deze holtes, hun diameters en de af-
standen ertussen geven de optische vezel zeer bijzon-
dere eigenschappen, die niet met conventionele vezels 
te verkrijgen zijn. Een van deze eigenschappen is de dub-
belbreking, die een grootteorde hoger kan zijn dan deze 
haalbaar met conventionele optische vezels. Bovendien 
is de dubbelbreking in fotonische kristalvezels bijna on-
afhankelijk van de temperatuur. Dit biedt een belangrijk 
voordeel indien we in zulk een zeer dubbelbrekende ve-
zel een Bragg rooster aanbrengen. De respons van een 
Bragg rooster in een dubbelbrekende vezel vertoont in-
derdaad twee reflectiepieken. De spectrale afstand tus-
sen beide pieken is een maat voor de dubbelbreking 
en bijgevolg voor de mechanische spanning, die nu zo 
goed als onafhankelijk is van de temperatuur (figuur 6). 
Correcties voor temperatuurswijzigingen zijn aldus niet 
meer nodig. [4] [5] 

Kijken in levende weefsels
Een andere toepassing van optische vezels vinden we te-
rug in optische vezel-gebaseerde confocale fluorescentie 
microscopie (“fibered confocal fluorescence microsco-
py” of kortweg FFM). FFM met behulp van laser-scan-
ning laat toe niet- of minimaal invasieve suboppervlakte 
beeldvorming te realiseren. Verschillende technische be-
naderingen, gebaseerd op optische vezelbundels of af-
zonderlijke vezels werden ontwikkeld door verschillende 
groepen [6] (Zie ook kaderstuk FFM). 

Figuur 5: Vergelijking 
van de structuur van 
(a) een conventio-
nele optische vezel 
bestaande uit een 
glazen kern met ho-
gere brekingsindex 
en een mantel met 
lagere brekingsindex 
en (b) een fotonische 
kristalvezel waar 
de mantel gevormd 
wordt door een roos-
ter van luchtholtes.

Figuur 6. Respons van 
een Bragg rooster in 
een dubbelbrekende 
fotonische kristalvezel. 
De spectrale afstand 
tussen de twee reflec-
tiepieken is een maat 
voor de mechanische 
spanning en is nage-
noeg onafhankelijk 
van de temperatuur.

Figuur 4: In-vivo toepassing van optische vezelsensoren voor de 
meting van de uitharding van tandheelkundig cement bij het 
aanbrengen van een porselein facing op een beschadigde tand 
(Foto: dienst Stomatologie en Maxillofaciale Heelkunde (o.l.v. 
Prof. G. Wackens) van het Universitair Ziekenhuis van Jette).

Bragg roosters
Het Bragg rooster bestaat uit een periodische wijzi-
ging van de brekingsindex in de kern van een opti-
sche vezel en geeft aanleiding tot een zeer smalban-
dig reflectie-filter (figuur 3). Door de invloed van 
externe parameters wijzigen de eigenschappen van 
het rooster, waardoor een verschuiving in de gere-
flecteerde Bragg golflengte optreedt. De grootte van 
de verschuiving stemt overeen met een bepaalde 
waarde van de externe parameter. Op deze manier 
kunnen grootheden als temperatuur en mechani-
sche spanning gemeten worden. Een groot voordeel 
is de lineaire responskarakteristiek en het feit dat 
niet bij elke meting een calibratie dient te worden 
uitgevoerd. 

Figuur 3: Principe van een Bragg rooster sensor.  
Een fysische grootheid zoals temperatuur of 
mechanische spanning wijzigt de golflengte van  
het licht gereflecteerd door het Bragg rooster.

Om dit te bewerkstelligen en om de gevoeligheid voor 
vervorming te optimaliseren wordt gebruik gemaakt van 
zeer bijzondere optische vezels, de zogenaamde fotoni-
sche kristalvezels. Net zoals in een gewone vezel wordt 
het licht geleid doorheen een vaste kern. 
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FFM is in het bijzonder ontworpen voor in vivo en in situ 
observatie mt behulp van een probe, die is samengesteld 
uit een vezelbundel en micro-optica, en die een diameter 
heeft van slechts 650 µm. De belangrijkste karakteris-
tieken van FFM vergelijken gunstig met deze van intra-
vitale fluorescentie microscopie (IFM) [7]. Het is uitermate 
geschikt om kwantitatieve metingen van capillaire per-
meabiliteit, functionele cappillaire dichtheid, vasocon-
strictie (vernauwing van bloedvaten door aanliggende 
spieren t.g.v. bijvoorbeeld verhoogde bloeddruk) en di-
latatie effecten uit te voeren. Daarenboven kunnen flu-
orescent gemerkte rode bloedcellen of perifere zenuw-
structuren (in handen en voeten) gevisualiseerd worden. 
Door het reële tijd karakter van het systeem, evenals zijn 
flexibiliteit en de dunne diameter van de optische probe 
wordt microinvasiviteit mogelijk en kunnen de beeldvor-
mingscapaciteiten uitgebreid worden voor in vivo en in 
situ observaties zoals bij IFM. Een andere toepassing van 
FFM beeldvorming is de in vivo monitoring van cellulaire 
processen zoals geprogrammeerde celdood (apoptose). 
Zo werd bijvoorbeeld in situ apoptotische DNA fragmen-
tatie gevisualiseerd. 
Janssen Pharmaceutica wendt FFM bijvoorbeeld aan in de 
context van de studie van perifere neuropathie. Perifere 
neuropathie is het gevolg van beschadigingen aan de ze-
nuwen in het perifere zenuwstelsels. Deze worden ver-
oorzaakt door ziekten zoals diabetes en AIDS, maar ont-
wikkelen zich ook als dosisbeperkende randeffecten bij 
chemotherapie. De beschadigingen aan de sensorvezels 
resulteren in een branderig gevoel, zenuwpijnen, tinte-
lingen en/of gevoelsloosheid, en bijkomend een moeilij-
kere bepaling van de positie van gewrichten, wat op haar 
beurt coördinatieproblemen oplevert. Bij vele neuropa-
thieën treden de gevoelswijzigingen dikwijls eerst op aan 
de voeten en progresseren dan naar het centrum van het 
lichaam. In een klinische omgeving wordt de ziektepro-
gressie opgevolgd door - naast een fysisch onderzoek 
- de kwantificatie van intra-epidermale zenuwdensiteit 
door het nemen van biopsiepuncties van de huid van de 
extremiteiten. Deze arbeidsintensieve taak beschadigt 
evenwel het weefsel waardoor het moeilijk wordt lon-
gitudinale studies (d.w.z. studies over langere periodes) 
m.b.t. de efficiëntie van de behandeling uit te voeren. 

Optische vezel-gebaseerde, confocale 
fluorescentie microscopie (FFM)

Confocale beeldvorming kan ofwel reflectie (licht weerkaatst op 
weefselstructuren) en/of fluorescentiegebaseerd zijn, waarbij flu-
orescent licht gegenereerd door chemische probes wordt aange-
wend dat specifieke weefselmicrostructuren karakteriseert. Deze 
laatste techniek is de leidende modaliteit geworden in het domein 
van de biologische beeldvorming door de hoge sensitiviteit (ver-
houding correcte positieve classificaties t.o.v. het effectief aantal 
positieve gevallen) en specificiteit (verhouding tussen het aantal 
correctie negatieve classificaties en het effectief aantal negatie-
ve gevallen) van fluorescente probes. De terminologie confocaal 
verwijst naar de eigenschap van de microscoop dat op verschillen-
de dieptes kan scherpgesteld worden. Figuur 8 illustreert de wer-
king van FFM: Licht geproduceerd door een laserbron wordt door 
een dichroïsche spiegel dat als splitter functioneert: het laserlicht 
wordt doorgelaten (rode pijlen), en het terugkerende fluorescente 
licht dat zich aldus manisfesteert bij een andere golflengte (blau-
we pijlen) wordt afgeleid naar lens 3 en vervolgens gefocuseerd 
op een één-pixel fotodetector. Met behulp van twee spiegels kan 
het laserlicht (rode pijlen) vervolgens gepositioneerd worden op 
de juiste vezel in de vezelbundel. Deze bundel bevat typisch een 
30.000-tal vezels met elk een diameter van ongeveer 1,9 µm. 

Figuur 8. Vezelbundel-gebaseerde confocale microscopie. 
De rode pijlen geven het pad van het uitgestuurde laserlicht weer, terwijl  
de blauwe pijlen het gereflecteerde/fluorescente lichtpad aangeven.

Figuur 7. Door de inzet van 
beeldmozaïkingtechnieken kan een 
geaggreerd, statisch beeld worden 
bekomen dat toelaat longitudinale 

studies uit te voeren met betrekking 
tot de zenuwweefseldensiteit.
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In preclinisch onderzoek laat de combinatie van Thy-1/
YFP transgenetische muizen en FFM toe om niet-invasie-
ve, niet-destructieve en dus longitudinale studies uit te 
voeren van deze zenuwdensiteit in relatie tot behande-
lingsschema’s. Daarenboven zijn huidbiopsieën typisch 
gelimiteerd tot een zone van 2 à 3 mm. FFM gecom-
bineerd met beeldmozaïkingtechnieken [8] laat toe grote-
re gebieden af te dekken. Het gezichtsveld (of field-of-
view, kortweg FOV) van een FFM probe is typisch van de 
grootte-orde van 0,5 mm en beelden worden genomen 
aan een beeldenfrequentie van ongeveer 8 beelden/s. 
Met een probebewegingssnelheid beperkt tot 2 mm/s, 
wordt op deze wijze 50% overlapping tussen opeenvol-
gende beelden bekomen (zie figuur 7). Door beeldmo-
zaïking technieken in te zetten worden vervolgens geag-
gregeerde, statische beelden bekomen. Een bijkomende 
motivatie voor deze procedure is de verbetering van de 
signaal-tot-ruisverhouding van de acquisitie daar indivi-
duele beelden hoge ruisniveaus en significante intensi-
teitsinhomogeniteiten vertonen. 

Besluit

Dit artikel belichte enkele potentiële toepassingen van 
biofotonica waarbij vooral analyse-, sensing- en visualisa-
tieaspecten aanbod kwamen. Hierbij werd aangetoond 
dat de huidige technologie reeds toelaat medische diag-
noses te stellen met een gereduceerde invasiviteit en een 
verbeterde diagnose (bijvoorbeeld door het mogelijk ma-
ken van longituniale studies). De toepassingen van bio-
fotonica zijn echter legio, en naar verwachting zal deze 
technologie een grote impact hebben op de biochemi-
sche en biomedische wereld. 
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