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Abstract: Sentinel lymph node (SLN) biopsy is an integral part of treatment planning for a variety 

of cancers as it evaluates whether a tumor has metastasized, an event that significantly reduces sur‐

vival probability. However, this invasive procedure is associated with patient morbidity, and misses 

small metastatic deposits, resulting in the removal of additional nodes for tumors with high meta‐

static probability despite a negative SLN biopsy. To prevent this over‐treatment and its associated 

morbidities for patients that were truly negative, we propose a tissue oxygen imaging method called 

Photoacoustic Lifetime Imaging (PALI) as an alternative or supplementary tool for SLN biopsy. As 

the hyper‐metabolic  state of cancer cells  significantly depresses  tissue oxygenation compared  to 

normal tissue even for small metastatic deposits, we hypothesize that PALI can sensitively and spe‐

cifically detect metastases. Before  this hypothesis  is  tested, however, PALI’s maximum  imaging 

depth must be evaluated to determine the cancer types for which it is best suited. To evaluate im‐

aging depth, we developed and simulated a phantom composed of tubing in a tissue‐mimicking, 

optically scattering liquid. Our simulation and experimental results both show that PALI’s maxi‐

mum  imaging depth  is 16 mm. As most  lymph nodes are deeper  than 16 mm, ways  to  improve 

imaging depth, such as directly delivering light to the node using penetrating optical fibers, must 

be explored. 

Keywords: head and neck cancer; imaging; oxygen imaging; photoacoustic; sentinel lymph node 

biopsy 

 

1. Introduction 

Accurate assessment of tumor spread is essential for determining patient prognosis 

and treatment planning. This is particularly true for head and neck cancer patients where 

the presence of metastasis reduces 5 year survival by ~50% [1]. Initial evaluation of lymph 

node metastases is done by palpating the neck to identify enlarged nodes. However, this 

method is operator dependent and has a low sensitivity of 67% [2]. This low sensitivity 

places patients at risk for distant tumor recurrence which is associated with a 5‐year sur‐

vival  rate of  35%  [3]. To better  identify patients with metastasis, palpation  is  supple‐

mented with morphological and/or functional imaging. In morphological imaging, meta‐

static nodes are identified by analyzing physical markers of metastasis, such as node size, 

shape, and the presence of a necrotic core [4]. However, morphological characteristics are 

poor predictors of metastasis. When imaging necks initially diagnosed as metastasis‐free, 

one meta‐analysis found that CT, MRI, and US had a sensitivity of 52%, 65%, and 66%, 

respectively [5]. Functional imaging can detect molecular changes in the tissue and is thus 

a promising modality  for  improving  the  sensitivity of metastasis detection. However, 

PET, a functional imaging modality commonly used for metastasis detection in head and 

neck cancer, achieved a sensitivity of 66% due to its inadequate image resolution [5]. The 

lack  of  sensitivity  in  both palpation  and  imaging  leads  some  clinicians  to  remove  all 

lymph nodes in the tumor region for patients with aggressive cancer phenotypes despite 
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negative palpation and imaging results. As metastasis occurs in 20–30% of cases, this treat‐

ment strategy overtreats 70–80% of patients [2] and unnecessarily puts them at risk for the 

morbidities  associated with  surgery,  such  as  lymphedema  and  reduction  in  shoulder 

functionality. 

More accurate diagnosis can be achieved with sentinel  lymph node  (SLN) biopsy 

which involves excising the nodes directly connected to the tumor and sending them to a 

lab for immunohistochemical staining. However, this process cannot be done intraopera‐

tively, thus requiring positive biopsy patients to return to the hospital for a second surgery 

to treat the metastasis [6]. Additionally, a prospective study of the effects of SLN biopsy 

for 29 early stage head and neck cancer patients found that 17% of SLN biopsy patients 

had lymphedema [7].   

To  improve  the  sensitivity and  specificity of nodal assessment and prevent over‐

treatment, we propose a new functional imaging modality called photoacoustic lifetime 

imaging (PALI) [8,9]. PALI is an optical, non‐invasive technique that provides tissue oxy‐

gen mapping  and  is  thus  sensitive  to  cellular metabolism. As  numerous works  have 

demonstrated reduced tissue oxygenation in metastatic nodes compared to normal nodes 

[10–14], we hypothesize  that PALI’s  tissue oxygen  imaging capabilities can be used  to 

sensitively and specifically detect metastatic deposits. Further evidence of oxygen as a 

valuable identifier of metastasis was shown by Luke et al. who demonstrated detection of 

metastases volumes as small as 2.6 × 10−3 mm3 using blood oxygenation measurements in 

a metastatic mouse model [15]. As tissue oxygen measurements are more sensitive to ox‐

ygenation changes  than blood oxygenation measurements, PALI may be able  to detect 

similar volumes at a higher sensitivity and specificity than reported by Luke et al. (sensi‐

tivity and specificity of 71% and 83%, respectively) [15]. Additionally, as a non‐invasive 

lymph node monitoring technique, PALI would enable longitudinal assessment of nodal 

status to ensure continued locoregional control following treatment. 

Towards this goal, PALI’s imaging depth must first be evaluated to identify whether 

the optics underlying PALI can penetrate the highly attenuating tissue medium to depths 

relevant to cancers that use SLN biopsy. In this report, PALI’s applicability for head and 

neck cancers is evaluated using both simulations and benchtop experiments. While the 

scope of the paper was narrowed to head and neck cancers, this technique could be ex‐

tended to treat other cancers where SLN biopsy is done [16–20]. 

2. Materials and Methods 

2.1. Photoacoustic Lifetime Imaging 

PALI measures pO2 using a pump‐probe approach where one laser “pumps” meth‐

ylene blue (MB) molecules  to an excited state called  the  triplet state, and another  laser 

“probes” the density of molecules in this state as it decays to the ground state. The decay 

rate of the triplet state is measured by varying the delay between the pump and the probe 

to sample  the  triplet state density at different time points along  its decay, as shown  in 

Figure 1a. The absorption of the probe laser pulse by the triplet state generates a photoa‐

coustic wave whose magnitude is proportional to the triplet state density. The triplet state 

decay rate is found by fitting the measured photoacoustic signals to a decaying exponen‐

tial. By assuming that triplet MB mainly reacts with oxygen, the Stern‐Volmer equation 

can be used to relate the triplet state decay rate with oxygen concentration:  𝑘 𝑂 𝑘
𝑘 . In this equation,  𝑘   is the reaction rate between oxygen and triplet state MB,  𝑘   is the 
oxygen‐independent decay rate, [𝑂   is the oxygen partial pressure, and  𝑘   is the triplet 
state decay rate. By doing a calibration where [𝑂   is varied and the corresponding  𝑘   is 
measured,  𝑘   and  𝑘   can be calculated and enable the conversion of future decay rate 
measurements into an oxygen partial pressure. 
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Figure 1. (a) Overview of PALI theory. The beige line shows the expected exponential decay of the 

triplet state. This decay is sampled by varying the delay between the pump and probe lasers and 

measuring the photoacoustic signal generated by the probe. (b) Implementation of PALI begins with 

the computer where a MATLAB script is used to program a delay into the synchronization box. This 

box then triggers the pump, the probe, and the Verasonics (VSX) system. Triggering VSX initiates 

data acquisition by the ultrasound (US) probe. The recorded signal is then transferred to the com‐

puter for further processing. 

To implement PALI, two tunable, pulsed lasers (Phocus, Opotek, Carlsbad, CA, USA) 

connected via a bifurcated fiber bundle and a research ultrasound system called Verason‐

ics (VSX) (Vantage 64 LE, Verasonics, Kirkland, WA, USA) are triggered by a synchroni‐

zation box (Intel Max 10, Intel, Santa Clara, CA, USA) to control the timing of the pump 

pulse, probe pulse, and signal acquisition, as shown in Figure 1b. A single element ultra‐

sound transducer (V309‐SU, Olympus, Waltham, MA, USA) is used to sense the photoa‐

coustic waves and the signal is then stored within VSX. The pump laser was tuned to 660 

nm and the probe laser was tuned to 830 nm as the ground and triplet state have a maxi‐

mum absorption at these wavelengths [21]. 

Although only the photoacoustic signals generated by the probe laser are used for 

data analysis, both the pump and probe lasers generate a signal. The pump generates a 

signal due to ground state MB absorption while the probe signal is from the triplet state 

absorption. As a result, the probe photoacoustic signal is corrupted by the pump. To re‐

move this artifact, for each delay, the pulsing sequence shown at the bottom of Figure 1a 

is repeated except the probe laser is not fired. The resulting signal is subtracted from the 

signal measured when both  the pump  and  the probe  are pulsed. For  each delay,  100 

pumps and probe and 100 pump only photoacoustic signals were collected and averaged 

to improve the signal‐to‐noise ratio (SNR). All signals were normalized by pulse energy, 

and twelve delays evenly spaced between 0.5 and 1000 μs on the logarithmic scale were 

used to ensure even sampling of all regions of the decay. To remove the background signal 

originating from non‐MB absorption, the PA signal at a delay corresponding to the com‐

plete decay of the triplet state is subtracted from all other delays. 

2.2. PALI Simulation 

The PALI simulation consisted of two parts: a Monte Carlo and an acoustic wave simu‐

lation. An overview of the simulation workflow for each lymph node depth and the compu‐

tational phantom setup is shown in Figure 2a,b, respectively. For the Monte Carlo simulation, 

the MCmatlab software package was used to design a phantom with the same optical prop‐

erties as neck tissue at the pump and probe wavelengths [22]. The tissue was set to a μa of 0.22 

and 0.235    and  𝜇  was set to 9.1 and 7.3    for 660 nm and 830 nm, respectively. Within 

the optical phantom, a spherical lymph node was created containing 400 μM MB. In solution, 

MB exists in equilibrium between a monomer and dimer state, where dimerization is favored 

at higher concentrations. While both species exhibit oxygen dependent decay, PALI aims to 

measure the monomer decay rate as only monomers decay at a rate that falls within the meas‐

urement capabilities of our system for the full range of clinically relevant oxygenation values. 
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400 μM was chosen as this is the maximal concentration where the photoacoustic signal from 

the monomers will be greater than that of the dimers. 

 

Figure  2.  (a)  Overview  of  PALI  Simulation. MC: Monte  Carlo  simulation  (b).  Computational 

phantom to measure PALI imaging depth. 

The light source used for this simulation was a circular beam perpendicular to the 

surface of the tissue at an energy of 10    for the pump and 15    for the probe, which 

matches the pulse energies of the lasers used in the experiment. The pump fluence distri‐

bution outputted  from MCmatlab  is used  to calculate  the triplet population within  the 

lymph node using Equation (1), whose derivation is relegated to Appendix A. 

𝑛
𝛽𝑛

𝛼 𝛽
1 𝑒   (1)

In Equation  (1),  𝑛   is  the concentration of  triplet state molecules,  𝛽  is  the  rate of 
molecules entering the triplet state,  𝑛  is the total concentration,  𝛼  is the triplet state de‐

cay rate, and  𝑡  is the pulse duration.  𝛽  where  𝜂  is the triplet quantum yield 

for MB,  𝜎   is MB’s ground state absorption cross‐section,  𝜙   is the fluence rate in units 

of  ,  ℎ  is Planck’s constant, and  𝜈  is the frequency of the light. 

The calculated triplet concentration is then multiplied by its molar extinction coeffi‐

cient [21] to calculate the triplet state’s absorption coefficient, and this is used to update 

the absorption coefficient in the methylene blue filled lymph node. A second Monte Carlo 

simulation determines the fluence distribution at the probe wavelength. This is used to 

calculate the probe photoacoustic signal according to Equation (2), where  Γ  is the Grü‐
neisen parameter, a unitless parameter describing the conversion efficiency of heat into a 

photoacoustic signal,  𝜇   is the absorption coefficient of triplet state methylene blue, and 

𝜙   is the fluence in units of  . 

𝑃 Γ𝜇 𝜙   (2)

The  initial pressure distribution  from  the probe  is  fed  into  an  acoustic  simulator 

called K‐Wave [23], a software that allows users to define the medium’s acoustic proper‐

ties, the acoustic source geometry, and the acoustic sensor geometry. The speed of sound 

of the medium was set to 1540    and the tissue was assumed to have negligible acoustic 

attenuation. A 5 MHz,  single element,  focused ultrasound  transducer was used as  the 

acoustic sensor and was placed directly above the  lymph node. To obtain the radiofre‐

quency (RF) data for different time delays, the data was multiplied by a decaying expo‐

nential with a rate that corresponded to the pre‐defined oxygenation level of the lymph 

node. The  lymph node oxygenation was  fixed  to either 150 mm Hg or 0 mm Hg. This 

process was  repeated  for  lymph node depths  from 4  to 25 mm  in steps of 3 mm. The 

amount of additive noise included in the simulation was approximated using the setup in 

Figure 3a where a black disc was 3D printed and placed at the bottom of a water tank at 

the focal point of a single element transducer. The photoacoustic signal generated by the 

disc was measured with both a hydrophone and a single element transducer. Figure 3b 
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shows the transducer (left side) and hydrophone (right side) responses after being nor‐

malized by pulse energy  (measured  in μJ). Equation  (3) calculates the noise equivalent 

pressure (𝑁𝐸𝑃) and defines the standard deviation of a zero mean Gaussian noise distri‐

bution. In Equation (3),  𝑈   is the root mean square of the signal for samples before the 

arrival of the photoacoustic wave,  𝐻   is the peak‐to‐peak value of the hydrophone re‐

sponse to the photoacoustic wave, and  𝑈   is the peak‐to‐peak value of the ultrasound 

transducer’s response. 

𝑁𝐸𝑃 𝑈 ∗
𝐻
𝑈

  (3)

 

Figure 3. (a) Setup for Noise Equivalent Pressure (NEP) measurements. A black disc is illuminated 

and the photoacoustic signals (P(A) are first measured with an ultrasound (US) transducer and then 

replaced with a hydrophone  (H).  (b) Example signals  from  the  transducer and  the hydrophone. 

Signals were normalized according to the laser pulse energy. 

2.3. Experimental Setup 

An overview of the phantom system is shown in Figure 4a. Briefly, a peristaltic pump 

(AE1207, Gikfun, Dongguan, Guangdong, China) pulled 400 μM MB from a room‐tem‐

perature, oxygen‐controlled reservoir into the dissolved oxygen (DO) chamber where a 

DO probe (ENV‐40‐DOX, Atlas Scientific, New York City, NY, USA) provided a reference 

oxygen measurement. The oxygen in the MB reservoir was controlled by bubbling either 

room air (for a high oxygen solution) or argon (for a low oxygen solution). The solution 

then  entered  the PALI measurement  chamber  shown  in Figure  4b which  consisted of 

Tygon  (Saint‐Gobain, Malvern,  PA, USA)  tubing  running  through  the  center  of  a  3D 

printed box with a 5 MHz single element transducer located on the box’s bottom and a 

laser fiber bundle at the top. The tubing was placed at the focal point of the transducer for 

maximum sensitivity and a single element  transducer geometry was chosen due  to  its 

higher sensitivity compared to array transducers. The laser was placed perpendicular to 

the tube to minimize specular reflection at the air‐phantom interface. The box was then 

filled with an Intralipid and India Ink mixture, shown on the right side of Figure 4b, that 

approximated the optical properties of neck tissue. To design this mixture, first, the optical 

properties of the Intralipid and the India Ink alone were measured. It was assumed that 

the absorption in the Intralipid and scattering in the India Ink was negligible compared to 

their scattering and absorption,  respectively. To measure  the dependence of scattering 

and absorption on Intralipid and India ink concentration, respectively, varying dilutions 

of  these solutions were placed between a 660 nm  laser source  (Civil Laser, Hangzhou, 

Zhejiang, China) and a photodetector (Det10A, ThorLabs, Newton, NJ, USA). The change 

in transmittance was measured and fitted to a decaying single exponential. Since the dis‐

tance, the light traveled through the mixture was fixed and the concentration was known, 

a constant could be calculated that related the scattering or absorption coefficient to the 

concentration. This was then used to calculate the concentration necessary to achieve the 
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desired optical properties. Figure 4c shows the percent transmission in the Intralipid and 

India Ink solution as the fractional concentration of the optical fluid is varied. In the plot, 

100% transmission corresponds to the transmission through water. Transmission meas‐

urements are shown by the blue round dots. The data was fit to a model of light transport 

in diffusive media  (𝑒 ) where  𝜇   is  the effective attenuation coefficient and  𝑑  is 
the distance the  light travels through the medium. After fixing  𝑑  to 1 cm, which  is the 

distance  the  light  travels  through  the cuvette,  𝜇  was  found by  fitting  the data.  𝜇  

was  found  to be 2.34  , close  to  the desired effective attenuation of 2.5  . The  fit  is 

shown as a dashed blue line in Figure 4c. 

 

Figure 4. (a) Overview of phantom setup. Fluid from O2 controlled reservoir was pumped into a box 

where oxygen measurements were collected with PALI using an ultrasound (US) transducer and laser. 

These measurements were verified using a dissolved oxygen probe (DO). (b) Picture of PALI chamber. 

Phantom consisted of 3D printed box with holders for the laser and ultrasound transducer. Tubing con‐

taining 400 μM MB was placed at the focal point of the transducer. (c) Measurement of the effective at‐

tenuation  coefficient  of  scattering  fluid. Dots  represent  the measured  transmission  of  660  nm  light 

through the medium. The dashed line represents the exponential fit whose rate is in units of 
∗
 where 

𝑓  is the fractional volume of the scattering fluid relative to the final fluid volume. Since the fluid was not 

diluted further (i.e., the fractional volume is 1) the effective attenuation is 2.34  . 

To  simulate  acquiring measurements  at  varying  tissue depths,  the  height  of  the  In‐

tralipid/India ink mixture above the tubing was varied from 1 mm to 16 mm in steps of 3 mm 

and each measurement was repeated seven times. Measurements were collected for high and 

low oxygen solutions. The ground truth PALI measurement was found by replacing the scat‐

tering fluid with water and acquiring seven measurements. For each depth, the mean, stand‐

ard deviation, and percent error from the ground truth were calculated. The clinical imaging 

depth was defined as the depth where the average PALI measurement had an error greater 

than 10 mm Hg. 10 mm Hg was chosen as the error threshold as it provided 95% confidence 

in classifying 90% of metastatic nodes as not normal and 95% of normal nodes as not meta‐

static based on the data provided by Becker et al. [10]. The measurement depth limit was de‐

fined as the depth where 0% error was beyond two standard deviations from the average er‐

ror. 

To validate PALI‐derived decay  rates,  flash photolysis measurements were collected. 

Flash photolysis involves measuring the change in transmission of a continuous wave probe 

laser as ground state MB molecules are pumped to the triplet state. A top view of the flash 

photolysis setup  is shown  in Figure 5. A photodetector  is placed (PD) (Det10A, ThorLabs, 

Newton, NJ, USA) opposite a laser diode (L840P200, ThorLabs, Newton, NJ, USA) set to the 

probe wavelength, and a fiber bundle, delivering the pump wavelength, is placed perpendic‐

ular to the probe trajectory. The dark red dashed  line denotes the trajectory of probe  light 

through the sample and the light red, blurred triangle represents the broad beam pump illu‐

mination. Pumping the MB molecules to the triplet state results in a drop in the transmission 

percentage which recovers over time as triplet molecules decay to the ground state. By con‐

necting the photodetector to the oscilloscope, the decay can be recorded and the decay rate 

measured. 
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Figure  5.  Setup  for  flash  photolysis  experiment.  Photodetector  (PD)  measures  the  change  in 

transmission of the continuous wave probe  laser following a pulse excitation by the pump  laser. 

When the pump excites the methylene blue (M(B), the transmission of the probe laser decreases and 

transmission recovers as the triplet state density goes to 0. 

3. Results and Discussion 

Figures 6a, b show the results from the PALI simulation at varying depths for low 

and high oxygen solutions along with black dashed  lines  indicating the decay rate that 

results in 10 mm Hg error. The average decay rate with one standard deviation error bar 

is shown for each depth. The clinical imaging depth for low and high oxygen solutions is 

below 19 and beyond 25 mm, respectively. Figure 6c, d show that the measurement depth 

limit is below 22 and beyond 25 mm for deoxygenated and oxygenated solutions, respec‐

tively. As the average lymph node depth for head and neck cancer is 25 mm [24], methods 

of  improving signal  from  the node, such as delivering  light directly  to  the node using 

optical fibers, increasing nodal MB concentration, or increasing surface light energy, must 

be explored for this technology to be translated to the clinic. 

 

Figure 6. Mean and  standard deviation of  simulated PALI decay  rate measurements at varying 

depths for deoxygenated (a) and oxygenated (b) solutions. Black dashed lines represents the decay 

rate corresponding to 10 mm Hg error. Error from the true decay rate for low and high oxygenations 

is shown in (c,d). 

Figure 7a,b show the flash photolysis signal collected for high and low oxygen levels, 

respectively, along with single and double exponential fits. Based on previous works [8,9], 

the data was expected to follow a single exponential but, for the low oxygen MB solution, 

this resulted in poor goodness of fit as it failed to capture the initial part of the decay. A 

double exponential better  fit  this data,  suggesting  the presence of additional  reactants 

with the triplet state. The slower decay rate from the double exponential was recorded as 

this rate consistently matched the literature values for triplet state lifetime in low oxygen 
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solutions [21]. The decay rates of the fit were  6.05 10   and  1.84 10   , for the oxy‐

genated and deoxygenated solutions, respectively. Figure 7c shows the decay rate meas‐

ured with PALI for tubing in water. PALI accurately captures the double and single ex‐

ponential behavior observed in the flash photolysis results for the low and high oxygen 

MB solutions, respectively, and reports a decay rate that is consistent with that measured 

by flash photolysis. Fitting was done using the Levenberg‐Marquardt algorithm and the 

model that was fit to the deoxygenated data is shown in Equation (4). The scale factor for 

the second exponential was set to  1 𝑎   as it was assumed that only two decay rates 

were present in the solution. 

 

Figure 7. Low (a) and high (b) oxygen decay rate measured by flash photolysis. The blue line is the 

photodetector (PD) signal, red is the double exponential fit, and yellow is the single exponential fit. 

(c) Decay rate measured by PALI for tubing in water. Stars are the data points and the lines are the 

fit. The red and blue lines correspond to high and low oxygen, respectively. 

𝑎𝑒 1 𝑎 𝑒 ∗   (4)

Figure 8a,b show the consistency of PALI measurements at different depths along 

with a black dashed line indicating the decay rate corresponding to the 10 mm Hg thresh‐

old. The decay rate associated with 10 mm Hg was calculated using a two‐point calibra‐

tion with PALI measurements  at  oxygenated  and deoxygenated  solutions. The depth 

where the decay rate error exceeded 10 mm Hg was beyond 16 mm for the deoxygenated 

solutions and at 16 mm for oxygenated solutions. As the standard deviation of the deox‐

ygenated solution is expected to be similar to the standard deviation of metastatic node 

measurements, this data indicates that PALI may achieve high sensitivities in identifying 

metastatic nodes for depths beyond 16 mm in the tissue. However, at 16 mm PALI meas‐

urements at low oxygenations become unreliable as shown in Figure 8d where the mean 

and two standard deviation error bars are shown. As 0% error is beyond two standard 

deviations from the mean, less than 2.5% of collected measurements are expected to be 

near the actual oxygenation. Figure 8c shows that this depth corresponds to an SNR of 20. 

In contrast,  for high oxygen solutions, PALI can achieve  less  than 10 mm Hg error  for 

depths up to 16 mm with a corresponding SNR of 10 but reliable measurements can be 

achieved for depths beyond 16 mm. Simulation, however, predicts that accurate and reli‐

able measurements can be measured below 22 mm and beyond 25 mm for deoxygenated 

and oxygenated solutions, respectively. A potential source  for this discrepancy may be 

differences in MB monomer concentration. Using kinetic equations, it was calculated that 

at 400 μM, about 50% of the MB concentration would be monomers. However, the actual 

concentration of monomer MB available for reaction with oxygen may be less than this 

value due to the presence of other reactions with MB monomers or to dimerization. 
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Figure 8. (a,b) show the measured decay rate at different depths for deoxygenated and oxygenated 

solutions, respectively. The red line represents the decay rate measured in water while the blue line 

is  the decay  rate measured  in  the  scattering medium.  (c,d)  show  the SNR and  the  error  for  the 

oxygenated (dark red) and deoxygenated (dark yellow) solutions, respectively. 

As both the illumination and photoacoustic sensing geometry were optimized in this 

setup, this depth represents the maximum PALI imaging depth. As lymph node depths 

for many types of cancers are beyond this [24,25], methods to increase the SNR must be 

explored. One potential method would be to use penetrating optical fibers to illuminate 

the lymph node rather than using trans‐dermal illumination. Further work must be done 

to assess the fraction of the lymph node’s volume that can be illuminated with this method 

and how to optimize energy coupled into the fiber. Another option would be to increase 

the concentration of monomer MB within the lymph node by embedding it in a complex, 

such as cucurbituril [26]. While increasing the concentration does increase SNR, it limits 

the penetration depth of light within the lymph node due to the high absorption coeffi‐

cient of MB. This in turn limits oxygen mapping to only superficial regions of the node. 

More work must be done  to  identify  the optimal MB  concentration  for node  imaging. 

While a single element transducer was used in this study due to its high ultrasound sen‐

sitivity, array transducers are more useful in the clinical setting as they provide faster im‐

aging. One geometry that is particularly interesting are concave ring arrays [27] as it ena‐

bles high ultrasound sensitivity, illumination perpendicular to the skin, and fast imaging. 

Reanalyzing PALI imaging depth with a more clinically relevant transducer geometry is 

another future step for this project. 

4. Conclusions 

Sentinel lymph node biopsy is an essential tool to understand the patient prognosis 

and determine treatments. However, current lymph node assessment methods are either 

invasive and cause pain or  lack adequate sensitivity or specificity. By measuring tissue 

oxygen, PALI may better identify metastatic lymph nodes compared to current technolo‐

gies due to the hyper‐metabolic state of cancer cells compared to normal tissue. Simulation 

and benchtop experiments were done to assess the maximum depth that PALI can obtain 

measurements with less than 10 mm Hg error and the depth where PALI provides reliable 

decay rates for oxygenated and deoxygenated solutions. Experimentally, it was found that 

below 16 mm, PALI can reliably measure the decay rate of oxygenated and deoxygenated 

solutions and achieve a mean error of less than 10 mm Hg. Simulation results predict a 

higher depth limit of 22 mm. This discrepancy may be due to the presence of MB dimers 
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and work must be done to prevent aggregation to improve imaging depth. Since the sen‐

tinel lymph node for many cancers is often deeper than 16 mm, implementing PALI with 

penetrating optical fibers must be explored. Specifically, the question of how many fibers 

and their geometry around the node must be studied. While the preliminary results from 

this study are encouraging, more work must be done to evaluate the system’s sensitivity 

and specificity in identifying metastases using in‐vivo models. These models will account 

for the non‐uniformity of dye concentration within the lymph node, the presence of addi‐

tional reactions with triplet MB, and the acoustic attenuation of tissue. 
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Appendix A 

A two‐state model of the methylene blue dynamics is shown in Figure A1 where  𝑆  
is the ground state and  𝑇   is the triplet state. The transition rate from  𝑆   to  𝑇   is  𝛽  and 
decay rate from  𝑇   to  𝑆   is  𝛼. Given this, the change of the number of molecules in  𝑇  
can be modeled using Equation (A1) where  𝑛   is the number of molecules in the triplet 

state and  𝑛  is the number of molecules in the ground state. 

 

Figure A1. Two state model of methylene blue triplet state dynamics. 

𝑑𝑛
𝑑𝑡

𝛽𝑛 𝛼𝑛   (A1)

𝑛 𝑛 𝑛   (A2)

Equation (A2) reflects that the only place molecules can go in our system is the triplet 

or ground state. Equation (A3) shows the solution for triplet state dynamics in terms of 

𝑛   with the initial condition that  𝑛 𝑡 0 0. 

𝑛
𝛽𝑛

𝛼 𝛽
1 e   (A3)
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𝛽  is dependent on the number of ground state molecules that absorb the excitation 

light as shown in Equation (A4) where  𝜂  describes the percentage of ground state mole‐

cules that absorbed the excitation light that enter the triplet state,  𝐼  describes the intensity 
of the excitation beam in units of  ,  𝜎   is the ground state absorption cross‐section in 

units of  ,  ℎ  is Planck’s constant, and  𝜈  is the frequency of the excitation beam. 

𝛽     (A4)

References 

1. Pillsbury,  H.C.,  III;  Clark,  M.  A  Rationale  for  therapy  of  the  N0  neck.  Laryngoscope  1997,  107,  1294–1315. 

https://doi.org/10.1097/00005537‐199710000‐00004. 

2. van den Brekel, M.W.M.; Castelijns, J.A.; Stel, H.V.; Golding, R.P.; Meyer, C.J.L.; Snow, G.B. Modern imaging techniques and 

ultrasound‐guided aspiration cytology for the assessment of neck node metastases: A prospective comparative study. Eur. Arch. 

Otorhinolaryngol. 1993, 250, 11–17. https://doi.org/10.1007/BF00176941. 

3. Denaro, N.; Merlano, M.C.; Russi, E.G. Follow‐up in head and neck cancer: Do more does it mean do better? A systematic review 

and our proposal based on our experience. Clin. Exp. Otorhinolaryngol. 2016, 9, 287–297. https://doi.org/10.21053/ceo.2015.00976. 

4. Yoon, D.Y.; Hwang, H.S.; Chang, S.K.; Rho, Y.S.; Ahn, H.Y.; Kim, J.H.; Lee, I.J. CT, MR, US, 18F‐FDG PET/CT, and their com‐

bined use for the assessment of cervical lymph node metastases in squamous cell carcinoma of the head and neck. Eur. Radiol. 

2009, 19, 634–642. https://doi.org/10.1007/s00330‐008‐1192‐6. 

5. Liao, L.‐J.; Lo, W.‐C.; Hsu, W.‐L.; Wang, C.‐T.; Lai, M.‐S. Detection of cervical lymph node metastasis in head and neck cancer 

patients  with  clinically  n0  neck—a  meta‐analysis  comparing  different  imaging  modalities.  BMC  Cancer  2012,  12,  236. 

https://doi.org/10.1186/1471‐2407‐12‐236. 

6. Ferris, R.L.; Xi, L.; Seethala, R.R.; Chan, J.; Desai, S.; Hoch, B.; Gooding, W.; Godfrey, T.E. Intraoperative QRT‐PCR for detection 

of lymph node metastasis in head and neck cancer. Clin. Cancer Res. 2011, 17, 1858–1866. https://doi.org/10.1158/1078‐0432.CCR‐

10‐3110. 

7. Hernando, J.; Villarreal, P.; Alvarez‐Marcos, F.; Gallego, L.; García‐Consuegra, L.; Junquera, L. Comparison of related compli‐

cations:  Sentinel  node  biopsy  versus  elective  neck  dissection.  Int.  J.  Oral  Maxillofac.  Surg.  2014,  43,  1307–1312. 

https://doi.org/10.1016/j.ijom.2014.07.016. 

8. Ashkenazi,  S. Photoacoustic  lifetime  imaging  of dissolved  oxygen using methylene  blue.  J. Biomed. Opt.  2010,  15,  040501. 

https://doi.org/10.1117/1.3465548. 

9. Shao, Q.; Ashkenazi,  S. Photoacoustic  lifetime  imaging  for direct  in vivo  tissue oxygen monitoring.  JBO  2015,  20,  036004. 

https://doi.org/10.1117/1.JBO.20.3.036004. 

10. Becker, A.; Hänsgen, G.; Bloching, M.; Weigel, C.; Lautenschläger, C.L.; Dunst, J. Oxygenation of squamous cell carcinoma of 

the head and neck: Comparison of primary tumors, neck node metastases, and normal tissue. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 

1998, 42, 35–41. 

11. Lartigau, E.; Ridant, A.‐M.L.; Lambin, P.; Weeger, P.; Martin, L.; Sigal, R.; Lusinchi, A.; Luboinski, B.; Eschwege, F.; Guichard, 

M.  Oxygenation  of  head  and  neck  tumors.  Cancer  1993,  71,  2319–2325.  https://doi.org/10.1002/1097‐

0142(19930401)71:7<2319::AID‐CNCR2820710724>3.0.CO;2‐C. 

12. Gabalski, E.C.; Adam, M.; Pinto, H.; Brown, J.M.; Bloch, D.A.; Terris, D.J. Pretreatment and midtreatment measurement of ox‐

ygen tension levels in head and neck cancers. Laryngoscope 1998, 108, 1856–1860. https://doi.org/10.1097/00005537‐199812000‐

00017. 

13. Star‐Lack, J.M.; Adalsteinsson, E.; Adam, M.F.; Terris, D.J.; Pinto, H.A.; Brown, J.M.; Spielman, D.M. In vivo 1H MR spectros‐

copy of human head and neck lymph node metastasis and comparison with oxygen tension measurements. Am. J. Neuroradiol. 

2000, 21, 183–193. 

14. Vanselow, B.; Dietz, A.; Rudat, V.; Wollensack, P.; Bettscheider, C.; Eble, M.J. Polarographic detection of reoxygenation of lymph 

node metastases in the initial phase of primary radio‐ and radiochemotherapy in patients with advanced squamous epithelial 

carcinomas of the head and neck. HNO 1997, 45, 140–146. https://doi.org/10.1007/s001060050103. 

15. Luke, G.P.; Emelianov, S.Y. Label‐free detection of lymph node metastases with US‐guided functional photoacoustic imaging. 

Radiology 2015, 277, 435–442. https://doi.org/10.1148/radiol.2015141909. 

16. Gonzalez, A. Sentinel  lymph node biopsy: Past and present  implications for  the management of cutaneous melanoma with 

nodal metastasis. Am. J. Clin. Dermatol. 2018, 19, 24–30. https://doi.org/10.1007/s40257‐018‐0379‐0. 

17. Qiu, S.‐Q.; Zhang, G.‐J.; Jansen, L.; de Vries, J.; Schröder, C.P.; de Vries, E.G.E.; van Dam, G.M. Evolution in sentinel lymph 

node biopsy in breast cancer. Crit. Rev. Oncol./Hematol. 2018, 123, 83–94. https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2017.09.010. 

18. Akhavan, S.; Aminimoghaddam, S.; Rahmani, M. Sentinel lymph node in cervical cancer. Med. J. Islamic Repub. Iran 2017, 31, 50. 

https://doi.org/10.14196/mjiri.31.50. 

19. Wei,  J.;  Bu,  Z.  Sentinel  lymph  node  detection  for  gastric  cancer:  Promise  or  pitfall?  Surg.  Oncol.  2020,  33,  1–6. 

https://doi.org/10.1016/j.suronc.2019.12.005. 



Sensors 2022, 22, 237  12  of  12 
 

 

20. Sclafani, L.M.; Baron, R.H. Sentinel lymph node biopsy and axillary dissection: Added morbidity of the arm, shoulder and chest 

wall after mastectomy and reconstruction. Cancer J. 2008, 14, 216–222. https://doi.org/10.1097/PPO.0b013e31817fbe5e. 

21. Chen, J.; Cesario, T.C.; Rentzepis, P.M. Effect of PH on methylene blue transient states and kinetics and bacteria photoinactiva‐

tion. J. Phys. Chem. A 2011, 115, 2702–2707. https://doi.org/10.1021/jp110215g. 

22. Marti, D.; Aasbjerg, R.N.; Andersen, P.E.; Hansen, A.K. MCmatlab: An open‐source, user‐friendly, MATLAB‐integrated three‐

dimensional  monte  carlo  light  transport  solver  with  heat  diffusion  and  tissue  damage.  J.  Biomed.  Opt.  2018,  23, 

https://doi.org/10.1117/1.jbo.23.12.121622. 

23. Treeby, B.E.; Cox, B.T. K‐wave: MATLAB toolbox for the simulation and reconstruction of photoacoustic wave fields. J. Biomed. 

Opt. 2010, 15, 021314. https://doi.org/10.1117/1.3360308. 

24. Shakir, D.I.; Okur, A.; Hart, A.; Matthies, P.; Ziegler, S.I.; Essler, M.; Lasser, T.; Navab, N. Towards intra‐operative PET for head 

and neck cancer: Lymph node localization using high‐energy probes. Med. Image Comput. Comput. Assist. Interv. 2012, 15, 430–

437. https://doi.org/10.1007/978‐3‐642‐33415‐3_53. 

25. Mathelin, C.; Salvador, S.; Huss, D.; Guyonnet, J.L. Precise localization of sentinel lymph nodes and estimation of their depth 

using  a  prototype  intraoperative  mini  γ‐Camera  in  patients  with  breast  cancer.  J.  Nucl.  Med.  2007,  48,  623–629. 

https://doi.org/10.2967/jnumed.106.036574. 

26. González‐Béjar, M.; Montes‐Navajas, P.; García, H.; Scaiano, J.C. Methylene blue encapsulation in cucurbit[7]uril: Laser flash 

photolysis  and  near‐ir  luminescence  studies  of  the  interaction  with  oxygen.  Langmuir  2009,  25,  10490–10494. 

https://doi.org/10.1021/la9011923. 

27. Dean‐Ben, X.L.; Ozbek, A.; Razansky, D. Volumetric real‐time tracking of peripheral human vasculature with gpu‐accelerated 

three‐dimensional  optoacoustic  tomography.  IEEE  Trans.  Med.  Imaging  2013,  32,  2050–2055. 

https://doi.org/10.1109/TMI.2013.2272079. 

 


