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List of Abbreviations

Ab antibody M Mie

ACF autocorrelation function MESI multi exposure speckle imaging

Ag antigen MPE maximum permissable exposure

AOTF acousto-optic tuneable filter NA numerical aperture

Bn barnase NIR near infrared

Bs barstar OCT optical coherence tomography

CAM chorioallantoic membrane OD optical density

CCD charge coupled device OPS orthogonal polarization spectroscopy

CEA anti-carcinoembryonic antigen PBS phosphate buffered saline

CI confidence interval PCF pair correlation function

CMOS complementary metal-oxide semiconductor PD photodiode

CV coefficient of variation PDF probability density function

DLS dynamic light scattering PEG poly-ethylene glycol

DWS diffusing wave spectroscopy PMAO poly(maleic anhydride-alt-1-octadecene)

EMCCD electron multiplying charge couplde device POF plastic optical fibers

EPR enhanced permeability and retention PSD power spectral density

FAD flavin adenine dinucleotide PY Percus-Yevick

FL fluorescein QD quantum dot

FTIR Fourier transform infrared QE quantum efficiency

FWHM full width at half maximum QLS quasi-elastic light scattering

GRR green-to-red-ratio QY quantum yield

Hb haemoglobin RBC red blood cell

Hct Haematocrit RNA ribonucleic acid

He/Ne Helium/Neon S/B signal/background

ICU intensive care unit SDF sidestream dark field

LASCA laser speckle contrast analysis SI supplementary information

sLASCA spatial laser speckle contrast analysis SNR signal-to-noise ratio

tLASCA temporal laser speckle contrast analysis SVS speckle visibility spectroscopy

LDF laser Doppler flowmetry TEM transmission electron microscopy

LED light emitting diode TIO2 titanium dioxide

LSCI laser speckle contrast imaging UCNP upconversion nanoparticle

LSI laser speckle imaging UV ultraviolet

VIS visible
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Other symbols
g anisotropy factor μ’s reduced scattering coefficient

μa absorption coefficient μs scattering coefficient

nRBC, nTIO2, nSPHERE, nplasma, nsilicone refractive index μtr transport attenuation coefficient

σsca scattering cross section
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List of Symbols 

Upconversion nanoparticles
[Ab] antibody concentration Pabs absorbed power

[Ag] antigen concentration Pem emitted power
Φ fluorescence conversion efficiency Pex excitation power
Iex excitation intensity QECCD quantum efficiency CCD
Isat saturation excitation intensity Sccd CCD sensitivity
Kaff affinity constant SUCNP sensor UCNP-signal intensity
Ne- number of electrons T exposure time
Nph photon emission rate z depth
NUCNP number of UCNPs ζtotal system spectral calibration coefficient 
NYB number of Yb ions ηuc upconversion efficiency

Nel, Nshot, Ndark, Nread, Nrest electronic noise level λex excitation wavelength

σabs abs. cross section luminophore ξoptics throughput imaging optics

Laser speckle flowmetry
A(N) model-based scaling factor for N p(n) probability distribution for n
c1 probability constant p(q) scattering phase function
Cnoise noise in detected intensity p(V) velocity probability distribution
Ct autocovariance of temporal speckle intensity p(ηmicr) microscopic particle distribution
d diameter (channel/vessel) q scattering vector
D scatterer diameter r distance between particles in volume
Db Brownian motion diffuscion coefficient R2 coefficient of determination
E electric field Radj

2 adjusted R2

E* complex conjugate of electric field rs speckle size image plane
Ef fluctuating component electric field S(q) structure factor
Es static component electric field T camera exposure time
F vessel/path length factor t time
fv volume fraction V flow velocity
g1 normalized electric field ACF <V2> second moment of velocity distribution
g2 normalized intensity ACF V0 average flow velocity
I detected intensity Vp volume of particle
<I> mean detected intensity α proportionality constant
If fluctuating component of detected intensity βM

measurement-geometry specific constant
Is static component detected intensity Δr displacement
K speckle contrast η (global) particle number density
Kmax maximum attainable speckle contrast θ angle
k wave number λ wavelength
l path length ρ fraction dynamically scattered light
M shape parameter σk

standard deviation in K
Mopt optical magnification σi

standard deviation in I 
N average number dynamic scattering events σn

standard deviation in n
n number of dynamic scattering events σs

standard deviation in spatial I
Ns spatial pixels local region τ time constant
Nt temporal pixels local region τc

decorrelation time

ω measure of point spread function
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Samenvatting van het Proefschrift

Optische technieken hebben een goed perspectief voor toepassing in de gezondheidszorg: 
ze kunnen niet-invasief zijn, licht is niet-ioniserend, de apparatuur is vaak goedkoop en 
compact, en optische interacties kunnen zowel structurele als fysiologische informatie over 
biologisch weefsel geven. De nadelen van optische technieken zijn de gelimiteerde diepte 
in weefsel tot waar het licht reikt en de verstrooiing door weefsel, waardoor het beeld 
onscherp wordt. Het deel van de circulatie waar de arteriën en arteriolen zijn vertakt tot 
capillairen en waar de zuurstof- en nutriëntuitwisseling met cellen in het lichaam plaats-
vindt, ligt ten dele vlak onder het weefsel oppervlak. Met optische technieken kunnen 
we deze microcirculatie daarom in beeld brengen. Een niet goed functionerende micro-
circulatie kan schade aan weefsel veroorzaken en in het ergste geval leiden tot sterfte, 
bijvoorbeeld bij septische shock. Er zijn vele andere situaties waar een disfunctionerende 
microcirculatie het gevolg, de mediator of de aanleiding is van een klinische patholo-
gie. Het monitoren van de microcirculatie kan helpen bij diagnostiek, feedback geven bij 
therapie, of inzicht geven in fysiologische processen. Een optische techniek die de func-
tionaliteit van de microcirculatie betrouwbaar in beeld kan brengen heeft daarom veel 
klinische relevantie.

Sidestream dark field (SDF) microscopie is een videomicroscoop-techniek die de microcir-
culatie onder de tong direct in beeld kan brengen, volgens het principe dat groen licht 
sterker wordt geabsorbeerd door bloed dan door omliggend weefsel. Uit de beelden 
waarin de rode bloedcellen als donkere bolletjes door lichtgrijs weefsel bewegen kan de 
vatdichtheid, de vatgeometrie en de bloedstroomsnelheid van de langzaam stromende 
capilairen (< 2 mm/s) bepaald worden. In Hoofdstuk 2 wordt een andere groep van 
technieken geïntroduceerd die de beweging van rode bloedcellen op basis van een an-
der principe in beeld brengt: dynamische lichtverstrooiingstechnieken. Coherent laser licht 
(dezelfde golflengte en fase) dat terug verstrooid wordt uit weefsel heeft een groot aan-
tal verschillende paden door het weefsel afgelegd, waardoor het met een groot aantal 
verschillende fasen aankomt op de detector en een gerandomiseerd interferentiepatroon 
(‘speckles’) veroorzaakt. Als er beweging plaatsvindt in dit weefsel (bijvoorbeeld bloed-
stroming) zal het interferentiepatroon in de tijd fluctueren. De temporele autocorrelatie 
functie (ACF) beschrijft deze temporele fluctuaties mathematisch, en hangt af van de op-
tische eigenschappen, de bewegingseigenschappen (bijvoorbeeld random of directioneel) 
en snelheid. Het speckle patroon kan worden afgebeeld met een camera, waarbij de 
fluctuaties geïntegreerd worden over de camera sluitertijd. Langzame fluctuaties worden 
logischerwijs scherper afgebeeld dan snelle fluctuaties, en de scherpte wordt gekwanti-
ficeerd als speckle contrast K. De mathematische relatie tussen K en de ACF is afgeleid in 
Hoofdstuk 2, met als belangrijke parameter de karakteristieke tijdsconstante de ‘decor-
relatietijd’ τc, waarbij τc en stroomsnelheid V omgekeerd evenredig zijn. De technieken 
die speckles spatieel afbeelden om een maat voor bloedstroming te vinden vallen onder 
laser speckle flowmetry technieken. De eenvoudigheid van apparatuur en algoritme, en 
de gevoeligheid voor een grote range aan stroomsnelheden geven deze techniek veel 
voordelen als niet-invasieve klinische microcirculatie monitor. 
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Het nadeel van laser speckle flowmetry technieken is dat de precieze relatie tussen con-
trast K (of τc) en bloedstroomsnelheid niet in vivo (‘in het lichaam’) gekwantificeerd is. In 
Hoofdstuk 3 combineren we daarom SDF microscopie met laser speckle contrast imaging 
(LSCI), waarmee zowel de bloedstroomsnelheden (SDF) als de decorrelatie tijden (LSCI) 
kunnen worden bepaald van dezelfde vaten. In dit hoofdstuk staat validatie van de geïn-
tegreerde SDF-LSCI techniek centraal. De resultaten laten zien dat K betrouwbaar kan 
worden berekend uit de speckle beelden en dat τc nauwkeurig kan worden bepaald 
door een model te passen aan K-waarden bij meerdere sluitertijden. Met optisch weefsel 
simulerend fantoommateriaal met ingebouwde vloeistof kanaaltjes kan τc als functie van 
V systematisch worden geanalyseerd, wat de lineaire relatie tussen 1/τc en V bevestigde. 
Vervolgens onderzoeken we de relatie tussen 1/τc en V voor de microcirculatie onder de 
tong. De belangrijkste conclusie uit dit eerste in vivo experiment is dat τc die wordt gemet-
en voor een vat in het focusvlak sterk afhangt van (onbekende) dynamische verstrooiin-
gen in het weefsel buiten het vat (bijvoorbeeld spierbewegingen of uit-focus bloedvaten). 
Deze ‘offset’ decorrelaties kunnen worden gekwantificeerd met K-waarden gemeten voor 
weefsel regio’s naast het bloedvat. De offset-gecorrigeerde τc waarden in vivo geven het 
verwachte omgekeerd evenredig verband met bloedstroomsnelheid V, terwijl de ongecor-
rigeerde waarden dit verband minder toonden. Dit hoofdstuk presenteert een eerste in 
vivo kwantificatie voor het meten van bloedstroom snelheden met de SDF-LSCI techniek. 

De autocorrelatie functie is essentieel voor het nauwkeurig bepalen van τc (en V) uit de 
K-waarden en in Hoofdstuk 4 gaan we dieper in op het modelleren van de ACF, en de 
relatie tussen τc en V. Theorieën op het gebied van dynamische lichtverstrooiingstechnieken 
voorspellen dat de ACF afhangt van de optische eigenschappen van de stromende ver-
strooiers: eigenschappen die we kunnen variëren door gebruik te maken van oplossingen 
van polystyreen bolletjes met verschillende groottes en volume-percentages, en de fan-
toom opstelling uit Hoofdstuk 3. In specifieke termen: de ACF hangt af van de verstrooi-
ingsfasefunctie (grootte) en meervoudige verstrooiing (volume percentage) en beïnvloedt 
de relatie tussen 1/τc. en V, beschreven in de parameter α: 1/τc = αV. De theoretische 
voorspelling en experimentele uitkomst voor α in het fantoomexperiment komen overeen 
binnen de randvoorwaarden die worden gehaald in de microcirculatie in vivo. Door mid-
del van de theoretische verstrooiingsfasefunctie van rode bloedcellen en het inschatten 
van het aantal verstrooiingen met stromende rode bloedcellen binnen een bloedvat kan 
α in vivo worden voorspeld. De theoretische en experimentele α in de microcirculatie 
komen perfect overeen, waardoor V nu gekwantificeerd kan worden uit de gemeten τc. 
Samenvattend, de correctie voor offset-decorrelatie (Hoofdstuk 3) en het schalen voor 
meervoudige verstrooiing (Hoofdstuk 4) leiden tot de kwantitatieve afbeelding van bloed-
stroomsnelheid in de microcirculatie met de SDF-LSCI techniek. Omdat ook de vat morfolo-
gie uit de beelden gehaald kan worden, kunnen de klinisch relevante parameters debiet 
(volumestroom) en perfusie (volumestroom per weefselvolume) gekwantificeerd worden. 
De hoofdstukken 2 - 4 vertegenwoordigen theoretische en experimentele inzichten die de 
potentie voor laser speckle flowmetry technieken als kwantitatitieve klinische microcircu-
latie monitor onderbouwen. 

De microcirculatie levert ook voedingsstoffen en zuurstof aan ongewenste tumorweefsels, 
en tumoren kunnen via speciale signaalmoleculen de lokale microcirculatie stimuleren om 
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snelle tumorgroei te faciliteren. Het afbeelden van de toename van lokale microcirculatie is 
niet specifiek genoeg om (kleine) tumoren te detecteren, maar de tumormicrocirculatie kan 
wel worden gebruikt om medicijnen en andere stoffen aan de tumor te leveren. Daarom 
richt het tweede deel van dit proefschrift zich op de toepassing van speciale lichtgevende 
nanodeeltjes die het optische contrast tussen tumor en gezond weefsel kunnen verhogen, 
waardoor de detectie van (kleine) tumoren verbeterd kan worden. De lichtgevende eigen-
schappen zoals beschreven in Hoofdstuk 5 zijn het resultaat van een upconversion proces, 
waarbij licht van lage energie (lange golflengte, excitatie licht) wordt geabsorbeerd en 
licht van hoge energie (korte golflengte, emmissie licht) wordt uitgezonden via opeen-
volgende energie-uitwisselingen tussen rare earth ions in een anorganisch nanokristal, de 
zogenoemde upconversion nanoparticles (UCNPs). Omdat geen enkel (bekend) biologisch 
molecuul in staat is tot upconversion kan het gewenste optische signaal volledig spectraal 
gescheiden worden van achtergrond-signaal (zoals autofluorescentie), en omdat upcon-
version een relatief langzaam proces is (sub-milliseconde) kan het excitatie licht volledig 
temporeel worden gescheiden van het gewenste upconversion signaal. Beide processen 
leiden tot de detectie van UCNPs in biologisch weefsel met hoge signaal-ruisverhouding 
en dus een hoog optisch contrast. Daarnaast valt de excitatie golflengte in het nabij-infra-
rood dat dieper in het weefsel reikt dan zichtbare golflengtes, en met minder verstrooiing. 
Deze unieke optische eigenschappen maken UCNPs uitermate geschikt voor biomedische 
afbeeldingstoepassingen. 

Een belangrijke parameter die het contrast van UCNPs in weefsel bepaalt is het rende-
ment van het upconversion proces, dat helaas typisch laag is voor UCNPs ( ~ 1%). Boven-
dien heeft het rendement een lineaire relatie met de intensiteit van het excitatie licht: 
minder excitatie licht levert minder rendement en daarmee veel minder emissie signaal 
op, vooral in diepe weefsellagen waar de lichtintensiteit afneemt. In Hoofdstuk 6 evalu-
eren we daarom de optische eigenschappen van UCNPs in de context van biologische 
weefsels om de optimale toepassingsgebieden voor UCNPs te identificeren. We meten het 
rendement en het emissie spectrum bij verschillende excitatie intensiteiten met een experi-
mentele opstelling voor UCNP-poeder (ensemble) en met een gekwantificeerde optische 
microscoop voor enkele (single) UCNPs. De resultaten laten zien dat de optische eigen-
schappen van single en ensemble UCNPs gelijk zijn, geven feedback op de kwaliteit van 
de UCNP-synthese en zijn essentieel voor het modelleren van UCNP-detectie in biologische 
weefsels. De hoge signaal-ruisverhouding in combinatie met een sterk afnemend signaal 
bij toenemende diepte van weefsel impliceren dat UCNPs ideaal zijn voor toepassingsge-
bieden waar de detectie van lage concentraties essentieel is terwijl de diepte van minder 
belang is. We bevestigen dit experimenteel door één enkele UCNP te detecteren onder 
een dun laagje (250 micrometer) gehemolyseerd bloed. Met de optisiche eigenschappen 
van de huid, UCNPs en het detectiesysteem kunnen we het detecteren van één enkele 
UCNP in de huid theoretisch modelleren, waaruit blijkt dat het contrast van een enkele 
UCNP veel hoger is in vergelijking met een conventioneel fluorescerend molecuul. De maxi-
male detectie diepte van één enkele UCNP in dit model is ongeveer 0.4 millimeter, wat een 
klinisch relevante detectie diepte is bijvoorbeeld voor het visualiseren van tumor marges 
tijdens operaties. Daarnaast kan het detecteren van zeer lage concentraties UCNPs van 
klinische waarde zijn voor toepassingen in biologische vloeistoffen (bloed, urine), weefsel 
coupes en weefsel oppervlakten. 
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De klinische toepassing van UCNPs voor het detecteren van beginnende tumormassa’s 
of tumor marges gedurende operaties wordt verder onderzocht in Hoofdstuk 7. Na de 
synthese zijn UCNPs nog niet geschikt om in vivo gebruikt te worden, vanwege het hy-
drofobe oppervlak dat niet compatibel is met de hydrofiele biologische omgeving. De 
UCNPs worden daarom verder biochemisch geprepareerd met een mantel van amfifilische 
polymeren waardoor het oppervlak hydrofiel wordt en moleculaire ankers beschikbaar 
zijn voor verdere functionalisatie. De eigenschappen van het UCNP-oppervlak spelen een 
belangrijke rol bij de interactie tussen de nanodeeltjes en cellen. Door speciale eiwitten 
aan het oppervlak van de UCNPs te bevestigen (functionalisatie) kan worden bereikt dat 
de concentratie van UCNPs hoger is bij de ongewenste tumorcellen dan bij gezond weef-
sel, zodat de tumor kan worden gevisualiseerd met een hoog optisch contrast. Deze eiwit-
ten zijn vaak antilichamen - in Hoofdstuk 7 zijn dit mini-antilichamen die herkend worden 
door receptoren die overmatig geproduceerd worden door borstkankercellen (Her2/neu 
receptor, Sk-BR-3 cellen). Het toevoegen van deze gefunctionaliseerde UCNPs aan in vitro 
(‘in glas/in het lab’) gekweekte tumorcellen en controle cellen (die deze receptor niet over-
matig produceren) resulteerde in 10 keer zoveel UCNPs bij de tumorcellen in vergelijking 
tot de controle cellen. Om de optische detectie van de doelgerichte specifieke levering 
van UCNPs aan tumorcellen in vivo te evalueren hebben we de UCNP-tumorcellen bedekt 
met dunne laagjes optisch borstweefselsimulerend fantoommateriaal en microscopisch af-
gebeeld. In dit experiment konden we de cellen tot 1.6 millimeters fantoomdikte nog 
detecteren. Een optisch model gebaseerd op deze resultaten voorspelt een theoretische 
detectie diepte in borstweefsel van 4 millimeter voor kleine tumoren (<< 1 mm3). Geri-
chte levering van UCNPs is dus veelbelovend voor het vroeg ontdekken van beginnende 
tumoren, waardoor eerder met behandeling kan worden begonnen. 

Er is uiteraard nog veel onderzoek nodig voordat UCNPs simpelweg in de bloedbaan 
geïnjecteerd kunnen worden en met optische technieken de kleinste tumoren gedetecteerd 
kunnen worden. In Hoofdstuk 8 zijn de eerste stappen gemaakt om in vivo levering van 
UCNPs te onderzoeken in een kippenembryo experiment. Ook studies naar de toxiciteit 
van de UCNPs op cellen staan beschreven in dit hoofdstuk. Vooralsnog blijft kanker een 
complexe, vaak ongeneeslijke ziekte, onder andere vanwege de diversiteit aan verschil-
lende types tumoren, maar ook variatie gedurende de groei van een tumor. Omdat de 
tumorgroei nauw verbonden is met de faciliterende microcirculatie kan het monitoren van 
de microcirculatie informatie opleveren over de tumorstructuur. De combinatie van optische 
technieken zodat zowel de bloedstroming als de levering van nanodeeltjes gedetecteerd 
kan worden in tumorweefsel (Hoofdstuk 9) kan constructief zijn bij onderzoek naar de 
interactie tussen tumorcellen, tumorgroei en -metastasen en eventuele veranderingen ge-
durende therapie. 
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Thesis Summary 

Optical techniques offer great potential for applications in healthcare: they can be non-
invasive, light is non-ionising, the optical instruments are generally cheap and portable, 
and optical interactions provide both structural and physiological information on biologi-
cal tissue. The disadvantages of optical techniques are the limited penetration depth in 
tissue and deterioration of image contrast by optical scattering. The part of the circulation 
where arteries and arterioles branch into capillaries (microcirculation) is partially located 
just below the tissue surface. Therefore, we can probe this part of the circulation, where 
the exchange of oxygen and nutrients with cells takes place, with optical techniques. A 
dysfunctional microcirculation can damage tissues and ultimately lead to death, for ex-
ample in the case of septic shock. Many other diseases are the cause, mediator or result 
of a dysfunctional microcirculation. Thus, microcirculation monitoring can aid diagnostics, 
give feedback during therapy or provide information on physiological processes. An opti-
cal technique that reliably visualizes the functional status of microcirculation has extensive 
clinical relevance. 

Sidestream dark field (SDF) microscopy is a hand-held video microscope technique that 
directly visualizes the sublingual microcirculation, using the principle that green light is 
more strongly absorbed by blood than the surrounding tissue. The images show red blood 
cells as dark globules flowing through light-grey tissue, from which the vessel density, ves-
sel geometry and flow velocity (up to 2 mm/s) can be quantified. Chapter 2 introduces a 
group of techniques that visualize blood flow based on another principle: dynamic light 
scattering. Coherent laser light (same wavelength and phase) back scattered by tissue has 
travelled a large number of different paths through tissue resulting in a large number of 
different phases when arriving at the detector, which causes a random interference pat-
tern (‘speckles’). When there is movement in the tissue (e.g. blood flow) the interference 
pattern will fluctuate in time. The temporal fluctuations can be described by the temporal 
autocorrelation function (ACF), which depends on the optical properties, the movement 
type (random, directional) and velocity. When the speckles are imaged by a camera, the 
fluctuations will be integrated over the finite exposure time. Fast fluctuations logically ap-
pear more ‘blurred’ than slow fluctuations, where the blurring is quantified by the speckle 
contrast K. The mathematical relationship between K and the ACF is described in Chapter 
2, introducing the important parameter τc as the characteristic time constant of the fluctua-
tions. Flow velocity V and τc are inversely related. Techniques that spatially image speckles 
to measure blood dynamics are known as laser speckle flowmetry techniques. The simplic-
ity of the hardware and algorithm as well as the sensitivity to a wide flow velocity range 
represent advantages of these techniques as non-invasive clinical microcirculation monitors. 

The disadvantage of laser speckle flowmetry techniques is the absence of a quantitative 
relationship between contrast K (or τc) and flow velocity in vivo. In Chapter 3 we therefore 
combine SDF microscopy and laser speckle contrast imaging (LSCI) to derive both blood 
flow velocities (SDF) and decorrelation times (LSCI) of the same vessels.  The aim of this 
chapter is the validation of the integrated SDF-LSCI technique. The results show that K can 
reliably be calculated from the speckle images and that τc can be accurately estimated by 
fitting a model to K-values obtained at a range of exposure times. We designed an optical 



Glow with the Flow

192

A

tissue-simulating phantom with flow channels to systematically assess τc as a function of V, 
which confirmed the linear relationship between 1/τc and V. We subsequently investigated 
the relationship between 1/τc and V for the sublingual microcirculation. The important con-
clusion drawn from this first in vivo experiment is that τc measured for a vessel in the focal 
plane depends on (unknown) additional dynamic scattering events that happen outside 
the vessel (e.g. muscle movements or out-of-focus vessels). This ‘offset’ decorrelation can 
be quantified using K-values measured for adjacent tissue regions. The offset-corrected 
in vivo τc values show an improved inverse relationship with V as compared to the uncor-
rected values. This chapter presents a first in vivo quantification for measuring blood flow 
velocities using SDF-LSCI. 

The temporal autocorrelation function is crucial to accurately estimate τc (and V) from K-
values. In Chapter 4 we further investigate on modelling of the ACF and the relationship 
between τc and V. Dynamic light scattering theoretical frameworks predict that the ACF 
depends on the optical properties of the dynamic scatterers: properties that can be varied 
by changing the size and volume fraction of polystyrene sphere solutions flowing through 
the phantom channel. More specifically, the ACF depends on the scattering phase function 
(scatterer size) and multiple scattering (scatterer volume fraction) and influences the rela-
tionship between τc and V, described by the parameter α: 1/τc = αV. The measurement of 
α in the phantom experiment resembles the theoretical prediction within certain conditions 
that are met in the microcirculation. Through modelling of the scattering phase function of 
red blood cells and estimation of the number of scattering events within a blood vessel α in 
vivo was predicted and matched perfectly with the experimental α found for microcircula-
tory vessels. This study provides the quantitative link between in vivo measured τc and V. In 
summary, correction for offset-decorrelation (Chapter 3) and rescaling for multiple scatter-
ing (Chapter 4) result in quantitative imaging of microcirculatory blood flow velocities using 
SDF-LSCI. Since vessel morphology can be derived from the images, the clinically relevant 
parameters blood flow and tissue perfusion can also be quantified. Chapters 2 through 
4 represent the theoretical and experimental insights that demonstrate the potential for 
laser speckle flowmetry techniques to become quantitative clinical microcirculation imagers. 

The microcirculation can also deliver nutrients and oxygen to unwanted tumour tissues, and 
tumours can trigger local growth of vessels to facilitate rapid tumour growth. Imaging the 
increase of local microcirculation lacks the specificity required to detect (small) tumours, 
however, the tumour microcirculation can be utilized to deliver drugs and other materi-
als to the tumour. The second part of this thesis is therefore devoted to study luminescent 
nanoparticles that can enhance the optical contrast between tumour and normal tissue, 
which improves the detection ability of (small) tumour lesions. The luminescence as de-
scribed in Chapter 5 is the result of the upconversion process, where low energy light (long 
wavelength, excitation light) is absorbed and high energy light (short wavelength, emis-
sion light) is emitted after subsequent energy transfers between rare earth ions doped in 
an inorganic nanocrystal; upconversion nanoparticles (UCNPs). Since no known biological 
molecule is capable of upconversion, the upconversion signal can be spectrally separated 
from the background signal (e.g. autofluorescence) and the long lifetime of upconversion 
(~ milliseconds) enables temporal separation of the excitation light from the emitted light. 
These properties enable background-free detection of UCNPs in biological tissue with a 
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high signal-to-noise ratio and excellent optical contrast. Additionally, the excitation wave-
length in the near infrared can penetrate deeper into tissue compared with visible light, 
and with reduced scattering. These unique optical properties make UCNPs highly feasible 
for biomedical applications. 

However, the optical contrast of UCNPs in tissue is primarily determined by the conversion 
efficiency of the upconversion process, which is typical only ~1% for UCNPs. In addition, 
the conversion efficiency linearly decreases with excitation intensity, resulting in a large 
reduction of emitted signal in deeper tissue layers where the excitation light is attenuated. 
In Chapter 6 we critically evaluate the unique optical properties of UCNPs in the context 
of biological tissues to identify application niches for UCNPs. We obtain the conversion ef-
ficiency and spectral properties versus the excitation intensity with an experimental set-up 
for ensemble measurements, and a quantified optical microscope system for single particle 
measurements. The results show that the optical properties of single and ensemble UCNPs 
are similar, provide feedback on the synthesis quality, and are essential for modelling 
UCNP detection in biological tissue. In view of the high signal-to-noise ratio, but reduced 
signal with increasing imaging depth in tissue, potential applications include areas that 
require the detection of small amounts of particles in the (semi)ballistic regime. We ex-
perimentally confirm this by imaging a single UCNP through a 250-micrometer layer of 
haemolysed blood. We theoretically model the optical contrast of a single UCNP in skin us-
ing the optical properties of skin, UCNPs and the imaging system, which showed a superior 
UCNP-contrast as compared to a conventional fluorescent molecule. The maximal single-
UCNP detection depth is estimated at 0.4 mm, which is clinically relevant for example to 
visualize tumour margins intra-operatively. Furthermore, the detection of small amounts 
of nanoparticles is clinically relevant for applications assessing biological liquids (blood, 
urine), thick tissue slices or subsurface tissues. 

The clinical application of UCNPs to detect small tumour masses or tumour margins intra-
operatively is further investigated in Chapter 7. As-synthesized UCNPs however, have 
hydrophobic surfaces that are not compatible with the hydrophilic in vivo environment. 
Therefore, the UCNPs are further prepared by coating them with amphiphilic polymers 
resulting in hydrophilic surfaces with functional groups. The UCNP surface properties are 
crucial for the interaction of the nanoparticles with cells. Functionalizing the UCNP surface 
with “tumour recognizing” proteins (antibodies) aims to induce a higher concentration of 
UCNPs in the tumour compared with normal tissue, resulting in a high tumour-to-normal 
tissue optical contrast. In Chapter 7 the UCNPs are functionalized with mini-antibodies 
that target a receptor that is over-expressed on breast cancer cells (Her2/neu receptor, 
SK-BR-3 cells). After in vitro incubation (and washing) of the functionalized UCNPs with 
tumour cells, the UCNP signal was 10 times higher compared to the control cells (that do 
not over-express the receptor) incubated with UCNPs. To evaluate the detection of UCNP-
labelled breast cancer cells in vivo, we covered the cells with optical breast tissue simulat-
ing phantom layers. Microscopic imaging of the UCNP signal was feasible through up to 
1.6 mm of phantom material. An optical model built on these results predicts a theoretical 
detection depth of up to 4 mm for a (small, < 1mm3) cancer lesion in breast tissue. There-
fore, targeted delivery of UCNPs holds promise for the early detection of small tumours 
and an earlier onset of therapy. 
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Ample research is clearly still needed before UCNPs can simply be injected in the blood-
stream and their distribution reveals the location of small tumours using optical techniques. 
In Chapter 8 we continue towards in vivo scenarios by the delivery of UCNPs to small 
tumour lesions in chick embryos, in addition to the study on the toxicity of UCNPs to human 
cells. To date, cancer is often incurable and remains a complex disease, further complicat-
ed by the diversity between different tumour types but also between different tumour de-
velopment stages. Since tumour development is highly associated with blood vessel growth, 
monitoring tumour microcirculation can provide insight into the tumour structure. Combining 
optical techniques that enable the detection of both blood flow and nanoparticle delivery 
in tumour tissues (Chapter 9) can be constructive for research into the interaction between 
tumour cells, tumour growth and metastasis, as well as the tumour response to therapy. 
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